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Sammendrag

Langkjedete omega-3 fettsyrer er viktige fettsyrer i dietten til bade laks og mennesker. For laks
er ca. 2,2% av totalt for langkjedete omega-3 fettsyrer. Fiskeolje blir brukt i laksefor for a
tilsette omega-3 fettsyrer. Bade fiskeolje og fiskemel brukt i laksefér stammer fra pelagiske
fiskerier. Disse fiskebestandene er utnyttet opp mot total baereevne og det er ikke lenger mulig
a hgste mer av disse bestandene uten a risikere bestandskollaps. Oppdrett av laks og andre
fiskearter er predikert til & vokse hurtig i arene fremover, og etterspgrselen etter marine
naringsstoffer vil derfor fortsette  vokse. Dermed har det oppstatt et behov for finne alternative
kilder til marine rastoffer. Mikroalger er primerprodusenter av de langkjedete omega-3
fettsyrene EPA og DHA. De er en god kilde til lipider, proteiner og karbohydrater, noe som
gjer mikroalger til et attraktivt alternativ til tradisjonelle féringredienser. Lys, CO, og
uorganiske neringsstoffer er alt som skal til for & dyrke mikroalger. Hvordan sesongmessige
variasjoner pavirker den biokjemiske sammensetningen til mikroalger er derimot lite
undersgkt.

I denne masteravhandlingen ble kiselalgen Porosira glacialis dyrket for & undersgke hvordan
sesongmessige variasjoner pavirket den biokjemiske sammensetningen. Delmalene var i) &
sammenligne den biokjemiske sammensetningen til P. glacialis med andre férkomponenter, ii)
undersgke variasjoner i lipidnivaet og spesielt de langkjedete omega-3 fettsyrene EPA og
DHA.

Andel fett i P. glacialis varierte mellom 8,9 — 12,3%, innholdet av flerumettet fett (PUFA)
varierte mellom 66 — 81% og langkjedete omega-3 varierte mellom 30 — 40%. Proteininnholdet
varierte mellom 18 — 32%, mens andel essensielle aminosyrer varierte mellom 41 - 48% av
totale aminosyrer. Innholdet av flerumettede fettsyrer i P. glacialis var nert det dobbelte av hva
som vanligvis finnes i fiskeolje og rapsolje. Andel EPA + DHA var ogsa i snitt 35% i P.
glacialis, sammenlignet med 25% i fiskeolje. Kvaliteten pa proteinet har ogsa tilvarende
kvalitet som andre proteinkilder, det ble funnet i snitt 44% essensielle aminosyrer i P. glacialis,
sammenlignet med andel EAA i soyaproteinkonsentrat og fiskemel som inneholdt henholdsvis
40 og 44%. Studiet viste at P. glacialis produserte verdifulle naringsstoffer gjennom en hel
arssyklus, spesielt var det en god kilde til langkjedete omega-3 fettsyrer aret rundt. Fremtidig
forskning burde undersgke hvordan man kan optimalisere forholdene i algekulturen for & oppna

den beste naeringssammensetningen.



Abstract

Long-chained omega-3 fatty acids are important in the diet of both salmon and humans. About
2,2% of the total feed for salmon is long-chained omega-3 fatty acids. Fish oil is the main source
of omega-3 fatty acids in salmon feed. Both fish meal and fish oil used in salmon feed stem
from pelagic fisheries. These fish stocks are harvested at maximum sustainable yield, meaning
that an increase in these fisheries increases the risk of fish stock collapse. Salmon aquaculture
and aquaculture of other species are projected to continue to grow rapidly over the next decades.
It has therefore appeared a need to find and develop new alternative sources for marine
ingredients. Microalgae are primary producers of the long-chained omega-3 fatty acids EPA
and DHA. They are a promising source of lipids, proteins and carbohydrates, which makes
them an attractive alternative to common feed sources. Light, CO2 and inorganic nutrient is
needed to cultivate microalgae. However, how seasonal variations affects the biochemical
composition of microalgae is not sufficiently researched.

In this master’s thesis, the diatom microalgae Porosira glacialis was cultivated to research how
seasonal variations affect the biochemical composition of the algae. The aims of the study was
i) to compare the biochemical composition of P. glacialis with other feed components, ii) to
analyze variations in lipid content, especially the long-chained omega-3 fatty acids EPA and
DHA.

The amount of fat in P. glacialis varied between 8,9 — 12,3% and the content of multi-
unsaturated fatty acids (PUFA) varied between 66 — 81%. The content of EPA + DHA varied
between 30 — 40%. The total amount of protein varied between 18 — 32% and the amount of
essential amino acids (EAA) varied between 41 — 48% of total amino acids (TAA). The amount
of multi-unsaturated fatty acids was nearly twice the amount of fish oil. EPA + DHA were in
total 35% on average in P. glacialis, compared to 25% in fish oil. The quality of protein was
also comparable to that of other feed ingredients, on average 44% of total amino acids were
essential in P. glacialis compared to 40 and 44% respectively in soy protein concentrate and
fish meal. The study found that P. glacialis was a reliable source of nutrients regardless of
seasonal variability in the environmental conditions. Future research should look further into
how to optimize the conditions in the algae culture to achieve the most attractive composition

of nutrients.
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Forkortelser og akronymer

AA Aminosyre

ALA a-Linolensyre (18:3 n-3)
ARA Arakidonsyre (20:4 n-6)

DHA Dokosaheksaensyre (22:6 n-3)
EAA Essensielle aminosyrer

EPA Eikosapentaensyre (20:5 n-3)
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LTB Leukotrien
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Nleu DL-Norleucine

PCA Principal Component Analysis
PG Prostaglandin

PUFA Flerumettede fettsyrer

SD Standardavvik

SFA Mettede fettsyrer
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1 Innledning

Global befolkningsvekst har fart til gkt matproduksjon over hele verden. Akvakultur er en av
produksjonsformene med raskest vekst. Det antas at global akvakultur vil vokse fra ca. 82
millioner tonn som blir produsert i dag, til ca. 129 millioner tonn arlig i 2050 (Boyd et al.,
2022). Det er flere grunner til at akvakultur egner seg godt til produksjon av mat, blant annet
er det ofte mer bearekraftig a produsere sammenlignet med produksjon av kjgtt pa land, med
mindre klimagassutslipp og som samtidig er mer arealeffektivt (Costello et al., 2020).
Fisk, som oppdrettslaks, er i tillegg en god kilde til sunne marine omega-3 fettsyrer. Fiskeforet
har blitt optimalisert for & produsere fisk av hgy kvalitet med lav forfaktor pa 1,15 — 1,3
(Nagappan et al., 2021; Aas et al., 2019; Aas et al., 2022). Laks er en karnivor fisk som trenger
store andeler protein av god kvalitet i foret (Wilson, 2003). Presset pa villfiskbestandene og gkt
vekst i akvakultur har gjort at férsammensetningen har gjennomgatt store endringer de siste
tidrene (FAO, 2020; Ytrestayl et al., 2015). Foret har tidligere vert primart sammensatt av
marine rastoffer, men i lgpet av de siste 30 arene har stadig sterre andel av marine rastoffer blitt
erstattet av plantekomponenter (Aas et al., 2019). Disse proteinkildene har hovedsakelig
kommet fra fiskemel tidligere. Fiskemel er en hgyverdig proteinkilde med en god
aminosyreprofil som inneholder alle essensielle aminosyrer (EAA) (Tacon & Metian, 2008). |
tillegg til proteiner, trenger laksen marine oljer. Marine oljer er nemlig rike pa omega-3 fettsyrer
som er viktig for laks i da de har sveert begrenset egenskap til syntese av omega-3 fettsyrer
(Hastings et al., 2001).

En essensiell komponent i fiskefor er langkjedete omega-3 fettsyrer (LC-PUFA n-3). Disse
fettsyrene er viktige for en rekke kroppslige funksjoner og som kritiske komponenter i hjerne
og nervesystemet (Sinclair, 2019). | tillegg er de en betydelig funksjon som fysiologiske
regulatorer involvert i vekst, reproduksjon og utvikling for bade fisk og mennesker (Hardy &
Kaushik, 2021). Derfor er de viktige fettsyrer a inkludere i for for a sikre bedre vekst, velferd
og robusthet for laksen (Ruyter et al., 2021; Sissener, 2018). LC-PUFA n-3 i dagens fiskefor
stammer fra fiskeolje, som i all hovedsak utvinnes fra villfisk (Aas et al., 2019). Utbyttet fra
disse bestandene kan vere uforutsigbart pa grunn av overfiske, klima og varhendelser som El
Nifio, som kan pavirke bestander som anchoveta (Castro-Gutiérrez et al., 2021; Cury et al.,
2000; Lehodey et al., 2006). Anchoveta blir brukt til produksjon av fiskemel og fiskeolje, og er

en lavt priset og sveert naeringsrik fisk som kan egnes bedre direkte til humant konsum na pa
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grunn av utviklingen av mer effektiv konserveringsteknologi (Fréon et al., 2013; Naylor &
Burke, 2005; Willer et al., 2022) | trad med gkt etterspgrsel av fiskemel og fiskeolje har prisen
pa disse ressursene gkt (Gjgsund et al., 2020; Jannathulla et al., 2019).

Av 1 976 709 tonn for brukt i 2020, stammet 1 445 098 tonn fra plantekomponenter (Aas et al.,
2022). Terrestriske ingredienser ble introdusert som et billigere alternativ til fiskemel og
fiskeolje uten & hemme vekst eller fiskehelse (Bell et al., 2004). Laksen trenger et
minimumsniva av eikosapentaensyre (EPA) og dokosaheksaensyre (DHA) i dietten pa ca. 5-
8% av totalt fett (Huyben et al., 2021; Lutfi Royo et al., 2022; Ruyter et al., 2019). Planteoljer
inneholder store mengder omega-6 fettsyrer, i motsetning til fiskeolje som inneholder rikelige
mengder omega-3 (Sissener, Ruyter, Torstensen, @stbye, Waagha, & Jargensen, 2016). Starre
mengder omega-6 i foret pavirker fettsyresammensetningen i fileten til laksen, hvor andel
omega-3 i fileten har blitt mindre samtidig som fettinnhold og omega-6 har gkt (Jensen et al.,
2020). Som en konsekvens av redusert mengde omega-3 fettsyrer i laksefileten har den
ernaringsmessige verdien av a konsumere laks sunket (Jensen et al., 2020; Simopoulos, 2009).
Med en begrenset tilgang til fiskeolje og fiskemel og en oppdrettsnering i vekst, trengs det

alternative kilder til marint rastoff for & forsyne en gkt produksjon.

Mikroalger er primerprodusentene av marine LC-PUFA n-3 i det akvatiske miljg og er
hovedkilden til de essensielle fettsyrene EPA og DHA i havet. | tillegg er de en god kilde til
proteiner, vitaminer, pigmenter og essensielle aminosyrer (Kiron et al., 2012; Maltsev &
Maltseva, 2021; Remize et al., 2021). Mikroalger har vist & egne seg godt som en alternativ
kilde til fettsyrer og proteiner i fiskefor (Shah et al., 2018). De kan kultiveres i storskala, siden
mikroalger har god evne til 2 omgjgre CO- til neringsstoffer. Alt de trenger i tillegg til CO2, er

lys og uorganiske nzaringsstoffer for & vokse (Khan et al., 2018).

Teknologien for & produsere mikroalger til forproduksjon er lite utviklet og medfarer per dags
dato store kostnader (Chew et al., 2017; Eilertsen et al., 2022; Hemaiswarya et al., 2011). Det
blir derfor ikke produsert store kvantum av fototrofiske mikroalger til bruk i kommersielt
fiskefor i dag. En forutsetning for & kunne produsere lgnnsomt er at produksjonen foregar
kontinuerlig aret rundt (Svenning et al., 2019). Flere sesongbaserte faktorer som blant annet
daglengde, vanntemperatur og pH kan pavirke bade vekst og naringsinnhold i mikroalgene. |
tillegg kan produksjon av sekundarmetabolitter pavirkes av lys og temperatur, samt en rekke
andre faktorer (Eilertsen et al., 2022). En slik storskala produksjon avhenger av at arten som

Side 2 av 45



blir dyrket pa er tilpasset varierende forhold uten at det gar pa bekostning av vekst og

naeringsinnhold.

I denne oppgaven er det gjort undersgkelser av den marine kiselalgen Porosira glacialis, dyrket
ved Finnfjord AS, et smelteverk for produksjon av ferrosilisium. Hovedmalet med oppgaven er
a undersgke sesongmessige variasjoner i den biokjemiske sammensetningen til P. glacialis.
Dette inkluderer undersgkelser av fettinnhold, fettsyresammensetning, proteininnhold,
aminosyrer (AA), samt vann- og askeinnhold. Videre ble naringsinnholdet til P. glacialis
sammenlignet med ingredienser som brukes i kommersielt fiskefor, spesielt med fokus pa de

langkjedete omega-3 fettsyrene EPA og DHA.
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2 Bakgrunn

2.1 Diatomeer

Diatoméer, som kiselalgene kalles pa fagspraket, er encellede eukaryote fytoplankton som lever
i det akvatiske miljg. Disse algene er primarprodusenter i havet, ansvarlig for ca. 40% av
primarproduksjonen i havet, som tilsvarer ca. 20% av global fotosyntese (Nelson et al., 1995).
De er en av de mest vanlige typene planteplankton og finnes bade i ferskvann, brakkvann og i
alle verdens hav, men er mest vanlig i tempererte og kalde omrader (Degerlund & Eilertsen,
2010; Seckbach & Kociolek, 2011). Et karakteristisk trekk ved diatoméer er deres cellevegg av
silikat (SiO2.nH20), diatoméer lever derfor i et hus av hydrert glass, som bidrar til 3 effektivt
ta opp sollys (Armbrust, 2009). Diatoméer finnes som enkeltceller eller i cellekjeder, de
kategoriseres ofte som pennate med en bilateral symmetri eller sentriske med radial symmetri
(Medlin et al., 1993). Celleveggen har to halvdeler som passer sammen som en petriskal. Sett
fra toppen vil cellene se runde ut, men fra siden vil de har en mer rektangel form (Armbrust,
2009).

Diatoméers opprinnelse estimeres & ha skjedd helt tiloake mellom prekambrium og den sene
juraalderen for rundt 650 - 140 millioner ar siden (Sims et al., 2006). Rundt 12 000 arter av
diatoméer har blitt beskrevet (Guiry, 2012) | dag estimeres det at det er mellom 20 000 til
200 000 forskjellige arter av diatoméer (Armbrust, 2009; Guiry, 2012; Mann &
Vanormelingen, 2013). De kan variere i starrelse fra 5 um til 200 pm. De eksisterer i omrader
med tilgjengelig lys og tilgang til jern, fosfor, silikat og CO2 som diatoméer tar til seg (Morel
& Price, 2003). Reproduksjon foregar gjennom binar fisjon, hvor to nye celler oppstar inne i
foreldrecellen. Celledelingen kan skje fort, det gjer at oppblomstringer av enkelte arter kan
oppsta i lgpet av fa dager (Degerlund & Eilertsen, 2010). Med gkende daglengde rundt
varjevndggn vil konsentrasjonen av diatoméer gke kraftig i vannmassene, dette kalles
varoppblomstringen. Oppblomstringene av mikroalger kan bli sveert store og spiller en viktig
rolle i gkosystemet. Diatoméer er mest dominerende i tempererte omrader og ved iskanten, i
omrader som langs norskekysten og i Barentshavet er diatoméer svaert prominente (Pabi et al.,
2008).

Gjennom fotosyntese fikserer diatoméer store mengder karbon fra atmosferen (Daneshvar et
al., 2022; Nelson et al., 1995). Disse algene fikserer like mye karbon som de store terrestriske

regnskogene gjer (Field et al., 1998). Hovedforskjellen er at mesteparten av det organiske
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karbonet produsert av diatoméer blir til opplagsnaring i de marine nearingskjedene (Armbrust,
2009; Field et al., 1998). Oksygen blir produsert i store mengder som et biprodukt i
fotosyntesen. Diatoméers oksygenproduksjon har i stor grad bidratt i til den haye

oksygenkonsentrasjonen i atmosferen i dag (Falkowski et al., 2005).

Diatoméer fikserer karbon sa effektivt, at CO2 i naturen ofte er en begrensende faktor for vekst
(Hu & Gao, 2003). Ved a gke konsentrasjonen av CO, vil dermed primarproduksjonen ogsa
gke (Hein & Sand-Jensen, 1997; Pires et al., 2012). Dette gjar at de egner seg godt til kunstig
dyrkning. I tillegg til tilgang til COy, er celledelingen avhengige av tilgjengelige naringsstoffer
og lys. Under varoppblomstringer i arktiske strgk er det vanligvis nitrogen som begrenser vekst
til slutt (de Baar, 1994). Med tilstrekkelig tilgang til lys, CO2 og neringsstoffer ved kunstig
dyrkning, kan man i praksis kultivere en kultur med en hgy kontinuerlig produksjon av
diatoméer. En kunstig produksjon av kiselalger, kan veare en effektiv mate a produsere
attraktive naeringsstoffer pa. Neeringsstoffer produsert av mikroalger kan ha stor nytteverdi for
a supplementere bade protein og olje i fiskefor (Nagappan et al., 2021). Diatoméer inneholder
hgye andeler omega-3, spesielt EPA, i tillegg til at mesteparten av fettet er flerumettede
fettsyrer (PUFA) (Sayanova et al., 2017). De fleste arter diatoméer inneholder nok LC-PUFA
n-3 for & dekke behovet for essensielle fettsyrer i fisk (Sprague et al., 2016). Neeringsinnholdet
I forskjellige mikroalgearter kan variere, fra 20-60% protein, 10-40% lipid og 13-38%
karbohydrater (Hemaiswarya et al., 2011). Flere arter mikroalger har ogsa en balansert
aminosyreprofil som oppfyller kravene satt av WHO, som betyr at alle de essensielle
aminosyrene er like eller overstiger behovene i en diett for voksne individer (FAO, 2007; Wang
etal., 2021). Tidligere studier har vist at inklusjon av diatoméer i fér har kunne erstatte marine
ingredienser til en viss grad uten a at det gar utover fordgyeligheten til laksen, i tillegg til at det

pavirke til lavere lusepaslaget (Eilertsen et al., 2021; Sgrensen et al., 2016).

En kiselalge art som kan veare egnet til dyrkning og som ingrediens i fiskefér er P. glacialis
(Grunow) (Dalheim, 2021; Eilertsen et al., 2022). P. glacialis er en marin kiselalgealge som
finnes i tempererte strgk og neerme iskanten pa den nordlige og serlig halvkulen. P. glacialis
har en sentrisk form og kan bli ganske store, rundt 30-40 pum i diameter (Throndsen et al., 2003).
Et studie som undersgkte artssammensetning, mengde og biomasse av fytoplankton i
Barentshavet, viste at i april 2019 var P. glacialis en av de stgrste primearprodusentene i
omradet (Makarevich et al., 2022). Dette kan indikere at P. glacialis kan vare en viktig

primarprodusent i nordlige strgk. Videre studier har vist at nordlige kiselalger som P. glacialis
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inneholder et attraktivt naeringsinnhold og har potensial til & substituere komponenter som
fiskeolje og fiskemel i oppdrettsfér i fremtiden (Artamonova et al., 2017a; Eilertsen et al.,
2021).

2.2 Fiskeernaring

Forsammensetningen til norsk oppdrettslaks har vaert preget av store endringer de siste tidrene.
Fra & inneholde 90% marine rastoffer i 1990, i form av fiskemel og fiskeolje, har denne andelen
blitt redusert til 22% i1 2020 (Aas et al., 2022). Verdens produksjon av villfanget fisk har fra
1950 — 1990 gkt fra 20 til 90 millioner tonn fisk. 1 2018 var fangsten 96,4 millioner tonn (FAO,
2020). Endringen i forsammensetningen skyldes i stor grad at gkt lakseproduksjon har fert til
gkt behov for for (Deutsch et al., 2007; Naylor et al., 2009; Ytrestayl et al., 2015). Veksten i
fiskeriene har stagnert og det er ikke lenger mulig & hente ut starre andeler pa en beerekraftig
mate fra de tradisjonelle fiskeressursene (Gjesund et al., 2020; Huntington & Hasan, 2009).
Dette begrenser mengde fiskemel og fiskeolje tilgjengelig og ferer derfor til gkte priser, noe
som begrenser mulighetene for videre vekst i akvakultur sektoren. Derfor har marint rastoff i
for i sterre grad blitt erstattet med plantekomponenter. | 2020 inneholdt 73% av for
plantekomponenter. Dette er blant annet planteproteinkilder som sto for 40% av forinnholdet,
som hovedsakelig stammer fra soya. 20% kom fra planteoljekilder som rapsolje (Aas et al.,
2019).

100
31 g
30 11 12.5
= Ll F’w m Fiskemel
= 18.3
a2 &= 20.1 m Fiskeolje
70 ”
60 m Vegetabilske proteinkilder
50
Vegetabilske oljer
40
m Karbohydratkilder
30
20 B Mikroingredienser
10
J 19.5 [18.3 ho.1 M Annet
0
1990 2000 2010 2012 2013 2020

Figur 1 Ingredienser brukt i norsk laksefér fra 1990 til 2020, gitt som % av for. Figuren er hentet fra (Aas et al.,
2022).
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Ved a erstatte de marine foringrediensene med plantekilder har laksens tilgang pa viktige
neringsstoffer endret seg. De viktige omega-3 fettsyrene EPA og DHA finnes ikke i
tradisjonelle planteingredienser, dette har fort til en reduksjon av inntaket av omega-3 fettsyrer
i dietten til fisken (Ytrestoyl et al., 2015). Omega-3 fettsyrer er viktig for flere biologiske
funksjoner for laksen. For eksempel er de langkjedete omega-3 fettsyrene EPA og DHA viktige
i cellemembraner hos laks som er kaldtvannsfisk (Berge et al., 2019). Nar temperaturen blir
lav, har fisk behov for fleksibilitet og fluiditet i cellemembranen og trenger derfor flerumettede
fettsyrer med lavt smeltepunkt (Hardy & Kaushik, 2021). LC-PUFA spiller videre en viktig
rolle i homeostases og stressrespons. Disse responsene blir styrt av eikosanoider, det er
oksygenerte produkter av arakidonsyre (ARA), EPA og DHA. N-6 eikosanoider produserer
prostaglandin E2 (PGE2) og leukotrien B4 (LTB4), disse stoffene stimulerer proinflammatoriske
cytokiner (Schmitz & Ecker, 2008). N-3 eikosanoider produserer PGE3 og LTBs stimulerer
betennelsesdempende cytokiner (Dennis & Norris, 2015). LC-PUFA konkurrerer om a binde
seg til de samme enzymene, en overkant av ARA vil blokkere innflytelsen til EPA og visa
versa. Det er derfor ngdvendig a balansere inntaket av n-3 og n-6 LC-PUFA (Hardy & Kaushik,
2021; Lands, 2014).

Planteoljene som i stor grad har erstattet fiskeolje i lakseféret har en helt annen
fettsyresammensetning enn fiskeolje (Ytrestayl et al., 2015). | planteoljer er det store mengder
omega-6 fettsyrer, rapsolje som er den mest brukte planteoljen i fiskefor, bestar av ca. 20%
linolsyre (18:2n-6) (Sissener, 2018). Linolsyre finnes omtrent ikke i fiskeolje. Endringen i
fettsyresammensetningen i foret har en pavirkning pa fettinnholdet i laksen (Jensen et al., 2020).
Fisk som blir foret med vegetabilske oljer har stgrre andel omega-6 i fileten. En reduksjon av
omega-3 fettsyrer som EPA og DHA gjgr ogsa helsegevinsten ved a konsumere laks mindre.
Forholdet mellom omega-6 og omega-3 er ti ganger hgyere i oppdrettslaks sammenlignet med
villaks (Lundebye et al., 2017; Sissener, 2018). I tillegg har fettprosenten i laksforet gkt for &
oppna hurtigere vekst, dette har ogsa fart til gkt fettinnhold i laksefileten (Ruyter et al., 2021).
Fettprosenten i laksefileten gkte fra 12,3% til 17,9% fra 2010 til 2018, en gkning pa nesten 45%
(Jensen et al., 2020)

Studier har vist at laks trenger EPA + DHA i foret for a forbedre vekst, fiskevelferd og
filetkvalitet. | dag er det gjennomsnittlig 2,2% EPA + DHA i foret, men gkt mengde LC-PUFA
n-3 har vist seg & vaere mer optimalt for vekst og velferden til laks (Lutfi Royo et al., 2022;

Ruyter et al., 2019; Selvam et al., 2022; Aas et al., 2022).
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Protein er en spesielt viktig del av dietten til laksen, rundt 35 - 55% av for er protein (Andersen
et al., 2016; National Research Council, 2011). Atlantisk laks har tradisjonelt spist for som
inneholder store andeler fiskemel med en balansert mengde essensielle aminosyrer Ved a
erstatte fiskemel med andre proteinkilder som plantekilder har laks vist tendenser til redusert
forinntak og vekst (Espe et al., 2006). Laks har behov for en balansert profil av aminosyrer
(Hardy & Kaushik, 2021). Attraktive alternative kilder til proteiner i fiskefor trenger derfor a

vaere av god kvalitet for a sikre effektivt forutnyttelse og vekst.

Med gkende ettersporsel etter fiskeolje og fiskemel, og videre planer om vekst i oppdrett av
atlantisk laks, er det behov for behov for bzrekraftige alternative kilder til omega-3 fettsyrer
og proteiner. Diatoméer har mulighet for & vere et godt alternativ til marine rastoffer og
plantekomponenter i fiskefér. Neeringsinnholdet i mikroalger har en gunstig blanding av lipider,

proteiner og karbohydrater for & opprettholde god fiskehelse (Nagappan et al., 2021).

2.3 Sesongmessige variasjoner

Med en kontinuerlig produksjon av mikroalger er det viktig a kartlegge hvordan sesongmessige
variasjoner pavirker den biokjemiske sammensetningen for a kunne kultivere pa en mate som
produserer den mest gunstige sammensetningen av neringsstoffer. En slik kultur er eksponert
for miljget utenfor og dette vil til gjengjeld ha en pavirkning pa kulturen. I nordligere strgk er
det store endringer i daglengde og sjetemperatur. Bade temperatur og lys pavirker vekst,
fettinnhold og fettsyresammensetning i flere mikroalgearter (Mortensen et al., 1988; Svenning
et al.,, 2019). Tidligere studier har vist at det er en korrelasjon mellom temperatur og
fettsyresammensetning, ved lavere temperaturer vil andel PUFA kunne gke for & regulere
fluiditet i membranen (Hu & Gao, 2006; Jiang & Gao, 2004; Svenning et al., 2019). Mikroalger
har stressresponser til lave temperaturer, som kan fgre til akkumulasjon av fettsyrer, dette vil
ogsa kunne begrense vekst (Teoh et al., 2013). Tidligere studier har vist at det er en klar
sammenheng mellom daglengde og temperatur pa fettsyresammensetning til mikroalger (Chen,
2012; Mortensen et al., 1988). Ved mindre tilgjengelig lys ville algene stoppe celledeling og
akkumulere lipider, mens ved mer tilgjengelig lys vil veksten vaere hgyere (Guihéneuf et al.,
2008).

Mikroalgene ma kunne tale stgrre variasjoner i parametere som temperatur, pH og lysintensitet
og fortsatt inneholde haye nivaer av attraktive naringsstoffer. For eksempel er det en fordel om

artene er euryterme, at den kan kultiveres og vokse pa et bredt spekter av temperatur. Det er
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flere faktorer enn temperatur og lysintensitet som vil variere og pavirke den biokjemiske
sammensetningen. Hgy CO»-konsentrasjon i kulturen kan fare til gkt vekstrate og fettinnhold
(Artamonova et al., 2017b; Wu et al., 2015). Nitrogenbegrensende forhold vil ogsa kunne
pavirke fettsyresammensetningen ved & gke mengde mettede fettsyrer (SFA) og enumettede
fettsyrer (MUFA) og senke mengden PUFA (Qiao et al., 2016). Det er ogsa vist at ved ulike
temperaturer og lysintensitet vil pavirke bioaktiviteten i P. glacialis, noe som kan bety at ulike
kultiveringsforhold kan aktivere produksjonen av mer attraktive metabolitter enn andre
(Ingebrigtsen et al., 2015). Ved a studere en rekke uttak gjennom hele aret blir det mulig &
kartlegge om den naeringsmessige verdien holder seg konstant gjennom et helt ar og hvilke

miljefaktorer som pavirker kulturen.
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3 Materialer og metode

3.1 Kjemikalier

Diklormetan (DCM) (>99%), Saltsyre (37%) og Svovelsyre (95-97%) fra Sigma Aldrich, St
Louis, Mo, USA. Metanol fra VWR Chemicals, Fontenat-sous-Bois, Frankrike. Heptan fra
Honeywell, Muskegon, Mi, USA. Internstandard: Heptadekansyre (C17:0) og FAME standard
GC (PUFA 1, PUFA 2 og PUFA 3) fra Spelco Analytical, Bellefonte, PA, USA. DL-Norleucine
(Sigma-Aldrich katalog nr. N1398. Molekylvekt 131,17g/mol), Saltsyre (37%) fra Honeywell,
Fluka, katalog nr. 30721. Lithium loading buffer, ph 2,2, Biochrom. Katalog nr. 80-2038-10)

3.2 Kultivering og hgsting av P. glacialis

Prevematerialet brukt i forsgkene ble hgstet ved 12 uttak fra algedyrkningsanlegget pa
Finnfjord. I reaktoren (300 000L) var det en kontinuerlig kultivering av P. glacialis og kulturen
var alltid i en eksponentiell vekstfase. Reaktoren sto ute, sa kulturen var eksponert for de
naturlige forholdene ved Finnfjordbotn, i tillegg var det vedvarende kunstig belysning inne i
reaktoren, bade ovenfor vannflaten og neddykket i kulturen. Kulturen fikk kontinuerlig tilsatt
rayk med 6 - 12% CO:; eller trykkluft med unntak av prgven hgstet i august 2021. | tillegg ble
det tilsatt naeringsstoffer i form av Kristalon Flower fra Yara (Oslo, Norge) og natrium
metasilikat pentahydrat fra Permakem (Bergen, Norge). pH i kulturen ble holdt mellom 6,8 og
8,3 og temperaturen varierte fra mellom 2 — 12 °C. Prgvene ble hgstet ved at vann fra kulturen
gikk inn i et trommelfilter for a fjerne det overflgdig vannet, deretter ble uttaket fra kulturen
sentrifugert for & oppna en hegyt konsentrert algebiomasse. Den sentrifugerte biomassen ble
deretter fryst ned til lagring pa — 20°C. Tabell 1 viser forholdene i kulturen ved hgsting av

biomasse ved de ulike uttakene.
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Tabell 1 Forhold ved hgsting for de ulike prgveuttakene. Tabellen viser dato, NAPIS, celletall per liter, temperatur
ved hgsting, lys-marke syklus og pH ved hgsting for praveuttakene.

Forhold ved hgsting

Dato Prove ID Cell/L Temp (°C) L-DCycle pH
16.01.2020 12665200 22205505 8,3 L24:D0 7,8
19.02.2020 12666217 17034360 6,2 L24:D0 79
18.03.2020 12665232 39341260 7,2 L24:D0 8,2
17.03.2021 12665255 19135710 4,4 L24:D0 7,8
21.04.2020 12665247 17744125 9,5 L24:D0 7,8
23.04.2021 12665271 9317715 8,3 L24:D0 7,5
14,05,2021 12665302 6503640 7,5 L24:D0 79
17.06.2021 12665302 8942320 9,8 L24:D0 7,8
27.08.2021 12665308 3952212 10,5 L24:D0 8,5
14.09.2021 12665319 10818555 11,8 L24:D0 7,7
14.11.2019 12665176 12116703 1,7 L24:D0 8,2
18.12.2019 12665192 17009520 7,3 L24:D0 6,8

For a regne ut veksthastigheten i algekulturen ble formel 1 brukt. Denne dataen var bare

tilgjengelig for prgvene fra 2021.

Vann innpr.time*24+l ) letall or.1 — loa? celletall pr.L
Total volum(l) 0g< x cetietatt pr. 0gax

@ Antall dager

3.3 Vann- og askeinnhold

Det ble laget tre paralleller av hver prgve med vat biomasse av P. glacialis (ca. 5 g) pa
forhandsveide aluminiums beger. Deretter ble pravene satt i varmeskap (Heratherm OMS180,
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) pa 105°C til veksten var konstant. VVanninnhold ble

regnet ut med formel 2.

2) Vekt prave(for torking) — Vekt prgve(etter torking)

X 1009
Vekt prove(for terking) &

Videre ble de vannfrie prevene overfert i forbrenningsovn (Nabertherm GmbH. Program
Controller S27, Lilienthal, Tyskland) pa 540 °C. Etter 16 timer i ovnen ble prgvene tatt ut og
veid. Askeinnholdet kunne deretter bli beregnet prosentvis ved bruk av formel 3.

Vekt prave (etter tgrking og forbrennin
(3) LekLprove (etter torking og Jorbrenting) . 4y,
Vekt (for tgrking og forbrenning)
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3.4 Frysetgrking

Ca. 80 g av hver pragve av P. glacialis ble frysetarket med bruk av Genesis EL35 FreezeDryer
(VirTis SP Scientific, NY, USA). Prgvene av P. glacialis ble farst fryst ned til -70°C far de ble
frysetarket i 72 timer til all fuktigheten var fjernet.

3.5 Totale aminosyrer

Pravene av P. glacialis brukt i analysen var frysetgrket biomasse. Ca. 40 mg av det frysetgrkede
prevematerialet ble veid opp og tilsatt i 4 mL glassrar, videre ble 0,7 mL destillert H2O og 0,5
mL internstandard 20mM DL-norleucine (Sigma-Aldrich, MO, USA) tilsatt. Dette ble blandet
med 1,2 mL saltsyre (37%) (Honeywell Fluka, NC, USA, katalog nr. 30721) i glassrer. Deretter
ble pravene flushet med N2-gass i ca. 10 sekunder for & hindre oksidasjon. Videre ble prgvene
puttet i varmeskap for hydrolyse i 22-24 timer pa 105°C. Deretter ble provene avkjglt og 1000
ul ble overfert til eppendorf-rar. For a fierne partikler ble pragvene sentrifugert (sentrifuge 5424
R, Eppendorf, Hamburg, Tyskland) ved 18 400 g i 5 minutter. 100 pl ble overfgrt til analyserar
og dampet til tarrhet i en nitrogeninndamper (Sample Concentrator SBHCONC/1, Stuart
Equipment, Staffordshire, Storbritannia) ved 30°C. Videre ble provene lost ut i 1 mL loading
buffer (Lithium loading buffer, pH 2,2, Biochrom, Cambridge, Storbritannia). Prgvene ble sa
analysert pa en Biochrom 30+ aminosyreanalysator (Biochrom Co, Camebridge, Storbritannia.

For & kvantifisere aminosyrer, ble det brukt en ionebyttekromatograf, som er en type
vaeskekromatograf. Her ble stoffene separert og fordelt mellom to faser, en mobil som er vaeske
0g en stasjonzr som bestar av kolonnemateriale. Ved bruk av aminosyreanalysatoren separeres
aminosyrer i kolonnen ved bruk av buffere med ulik pH og ionestyrke. Deretter farges
aminosyrene ved at ninhydrin derivatiserer aminosyrene. Fargen var proporsjonal med den
mengden aminosyre som er i prgven. Et fotometer malte absorbert lys i de fargende
forbindelsene for & bestemme andel aminosyrer. Lysabsorbsjonen blir malt pa 570 nm og 440
nm. P4 570 nm ble de aminosyrene med en primar aminofunksjon absorbert. Pa 440 nm ble de

sekundzere aminosyrene prolin og hydroksyprolin absorbert.

Resultatet ble presentert i et kromatogram, med flere topper, hvor hver topp representerte en
aminosyre med unik retensjonstid. Retensjonstidene ble sammenlignet med kjente standarder
som kunne identifisere de ulike aminosyrene i prgvene. Internstandarden ble tilsatt i en gitt
konsentrasjon og ble brukt for a regne ut mengden av de ulike aminosyrene i prgven. Mg
aminosyre per g prgve ble regnet ved bruk av formel 4.

Side 12 av 45



AA mlom Nleucine ml x Nleucine nM
Nleucine nmol © Vekt prove (g)

1000

x Molekylvekt AA

(4)

Totalproteinet (%) i prevene ble utregnet ved at vannmolekylet ble trukket fra hver enkelt

aminosyre. Utregningen vises i formel 5.

. AA (mg) Molekylvekt aminosyre — molekylvekt vannX 100
®) Vekt prgve (g) x Molekylvekt aminosyre

3.6 Fettinnhold

Metoden for & bestemme fettinnhold i P. glacialis var en modifikasjon av Folch et al. (1957)
metode, beskrevet i Svenning et al. (2020). Tre paralleller av 150 mg av fryseterket P. glacialis
ble veid opp i 15 mL sentrifugerer. 3 mL diklormetan/metanol (DCM:MeOH) (2:1, v/v) og 3
mL NaCl i MiliQ Vann ble tilsatt i sentrifugergrene og ristet. Deretter ble prgvene sentrifugert
i 5 min ved 3000 g. Den organiske fasen fra de sentrifugerte prgvene ble overfert til de
forhandsveide rgrene. 3 mL diklormetan/metanol (2:1, v/v) ble igjen tilsatt i sentrifugergrene
og prevene ble sentrifugert i 5 min ved 3000 g. Deretter ble siste del av den organiske fasen
overfart til pravergrene. Pravene ble dampet av med nitrogen inndamper (Sample Concentrator
SBHCONC/1, Stuart Equipment, Staffordshire, Storbritannia) i ca. en time far prgvergrene ble
veid. Andel fett (g) i prevene ble regnet ved bruk av formel 6.

(6) Prgvergr etter inndamping (g) — forhandveid proveresr (g)
Videre ble fettinnhold (%) regnet ut ved bruk av formel 7.
Fett (g)

1 0,
™ Oppveid materiale (g) x 100%

Pravene ble brukt videre til & bestemme fettsyresammensetning og matte derfor lgses ut til 10
mg/mL i DCM:MeOH (2:1, v/v).

3.7 Fettsyremetylering og gasskromatografi

Metoden for metylering av fettsyrer som ble brukt i dette forsgket ble utviklet av Stoffel et al.
(1959) og modifisert av Svenning et al. (2020). 100 pl ekstrahert fett (10 mg/mL) ble overfart
til glassrar. 100 ul internstandard (Heptadekansyre (C17:0), 0,1 mg/mL i diklormetan), 800 pl
diklormetan og 2 mL 10% H>SO4 ble tilsatt i glassrarene. Deretter ble prgvene overfart til
varmeblokk (Thermo Fisher Scientific, Osterode, Tyskland) ved 100°C i en time. Prgvene ble

kjalt ned for 3 mL heptan og 3 mL 5% NaCl ble tilsatt. Pravene ble vendt om noen ganger slik
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at pregven ble homogenisert. Videre ble den gverste organiske fasen overfart til 4 mL provergr.
Prevergrene ble dampet av i en nitrogen inndamper (Sample Concentrator SBHCONC/1, Stuart
Equipment, Staffordshire, Storbritannia) pa varmeblokk (Stuart Block Heater, Stuart®, Stone,
Staffordshire, UK) ved 30°C til de ble tgrre. Pravene ble deretter lgst ut i 100 pl heptan og
overfart til analyserar far det ble analysert med gasskromatografi.

En Agilent 6890N gasskromatograf utstyrt med en 7683B autoinjektor og
flammeionisasjonsdetektor (FID) (Agilent Techologies, Santa Clara, CA, USA) ble brukt for &
analysere prgvene. Helium ble brukt som berergass (1,6 mL min-1). Fettsyrene ble bart
gjennom en Varian CP7419 kapilleerkolonne (L 50 m x ID 250 um x FT 0,25 um) og separert
ved ulik vandringshastighet. Temperaturen ved injektoren var 240°C og 250°C ved FID. |
begynnelsen holdt GC ovnen en temperatur pa 60°C i et minutt, deretter ble temperaturen hevet
til 130°C, deretter 195°C og til slutt opp til 240°C i 10 minutter. Fettsyrene ble identifisert ved
a se pa tiden fettsyrene brukte gjennom vandrekolonnen og sammenlignet med kjente
standarder. Kalibrering ble gjort ved & sammenligne ratio mellom individuelle fettsyrer og
7,8125-2000 ug mL-1gLC 502 (Nu-Chek. Prep, USA) og Heptadekansyre (C17:0) (Sigma
Aldrich, USA) som internstandard. Utregning for a finne arealprosent og mengde fettsyre per
100 g for hver fettsyre ble brukt for & bestemme andel fettsyrer. Arealprosent (%) ble bestemt
ved bruk av formel 8.

Areaelet av den enkelte fettsyretoppen i kromatogrammet
(8) X 100%
Totale arealet av alle fetsyretoppene

Ved bruk av kalibreringskurven, ble mengde fettsyre mg/g lipid beregnet ved bruk av formel 9.

Areal topp FA Tilsatt mengde IS (g)
Areal topp IS * Fettinnhold % x vekt prgve (g)

x 1000 mg

3.8 Data analyse og statistiske metoder

| alle metoden for totale aminosyrer (TAA) ble det brukt to replikasjoner, i de resterende
metodene ble det brukt tre replikanter. Videre i analysen ble parallellene brukt for a regne ut
gjennomsnitt + standardavvik, som videre ble brukt for & presentere resultatene i tabeller
og/eller grafer. Alle enkle kalkulasjoner ble gjort med Excel Versjon 2108. Statistiske analyser
som PCA, Shapiro-Wilk’s, ANOVA og TukeyHSD brukt med hjelp av RStudio Versjon 4.2.0.
PCA-plottet ble laget i R-studio ved bruk av pakken factoextra (Kassambara & Mundt, 2017)
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Analysene gjort pa RStudio er tilgjengelig pa RPubs (https://rpubs.com/ola_d_landa/versjon1).
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4 Resultater

Tabell 2 viser oversikten over den biokjemiske sammensetningen til P. glacialis bestemt fra 12
preveuttak. Vanninnholdet varierte mellom 81,5 + 0,4 til 90,5 £ 0,2%. Det laveste registrerte
vanninnholdet var fra uttaket i mai 2021, mens den stgrste andelen var registrert i uttaket fra
august 2021. Gjennomsnittet for vanninnholdet var 87,0 = 2,6%. Askeinnholdet hadde starst
variasjon med et spenn pa 34,6 + 0,1 til 53,7 + 0,1%, med gjennomsnitt pa 44,3 + 5,9%. Uttaket
i april 2020 hadde lavest askeinnhold, mens uttaket i august 2021 hadde hgyest askeinnhold.
Fettinnholdet hadde minst variasjon av de malte parameterne med 8,9 + 0,2 - 12,3 + 0,6%.
Shapiro-Wilk’s test for normalitet viste at fettinnholdet var normalfordelt (W = 0,95, P > 0,05).
En enveis ANOVA ble utfart for a teste om det var varians mellom beregnet fettinnhold fra de
ulike praveuttakene (F = 7,7. P < 0,05). Gjennomsnittlig fettinnhold ble pavist for & vare
forskjellig mellom minst to av prevene. Tukey’s HSD test for multiple sammenligninger viste
at gjennomesnittlig fettprosent fra praven av mars 2021, med et gjennomsnittlig fettinnhold pa
12,3 + 0,6% var signifikant forskjellig fra ti andre prgvene. Dette var den hgyeste registrerte
fettprosenten fra alle de 12 prevene. Prgven fra desember 2019 hadde en fettprosent pa 8,9 +
0,2%, dette var den laveste registrerte fettprosenten av de 12 prgvene og var signifikant
forskjellig fra fem av de andre prevene.

Innholdet av protein hadde et spenn pa 18,3 + 0,4 — 34,4 + 0,5%, med et gjennomsnitt pa 26,5
* 4,3%. Shapiro-Wilk’s test for normalitet viste at proteininnholdet var normalfordelt (W =
0,97, P > 0,05). En enveis ANOVA ble utfert for & se om det var varians mellom malt
proteininnhold i de forskjellige gruppene (F = 93,1. P < 0,05). Tukey’s HSD Test for multiple
sammenligninger viste at flertallet av prevene hadde signifikant forskjellig proteininnhold fra
minst et annet preveuttak. Prgven fra august 2021 var den eneste prgven som var signifikant
forskjellig fra alle de andre prgvene, dette var ogsa den preven med lavest pavist

proteininnhold.
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Tabell 2 Den biokjemiske sammensetningen til P. glacialis. Vanninnhold ble regnet utfra vatvekt, aske-,
fettinnhold (n = 3 £ SD) og proteininnhold (n = 2 £ SD) ble regnet utfra tarrvekt.

Biokjemisk sammensetning
% av vatvekt 9% av tarrvekt

Vann Aske Fett Protein
Januar 2020 85,7+0,1 40,1+0,0 10,0+£0,5 27,2%0,2
Februar 2020 87,0+04 415+0,1 10,7+0,4 30,0+0,1
Mars 2020 84,8+0,0 39,6 +0,0 105+0,2 32,1+0,5
Mars 2021 90,3+0,1 499+0,1 123+0,6 23,2+0,3
April 2020 83,3+0,4 34,6 +0,1 104+0,1 34,4+0,5
April 2021 88,1+0,3 48,0+ 0,1 9,7+0,2 28,7+0,3
Mai 2021 81,5+0,3 36,7+0,1 106 +0,4 27,7+11
Juni 2021 87,3+0,3 476+0,1 9,8+0,5 248+0,0
August 2021 90,5+0,2 53,7+0,1 95+04 18,3+ 0,4
September 2021 88,2+ 0,5 51,9+0,1 105+0,3 248 +0,1
November 2019 88,1+0,2 431+0,1 10,1+0,6 244+0,5
Desember 2019 89,0+£0,5 445+0,2 8,9+0,2 22,1+0,3
Gjennomsnitt 87,0+ 2,6 443+59 10,3+£0,9 26,5+4,3

4.1 Totale aminosyrer

Totale aminosyrer vises i tabell 3. TAA varierte fra 208,5 £ 4,8 til 370,5 + 5,9 mg/g, med en
gjennomsnittsverdi pa 310 + 50,7 mg/g for alle pravene. Andel essensielle aminosyrer varierte
mellom 99,9 + 2,7 til 170,5 + 4,9 mg/g, og gjennomsnittlig 136,4 + 18,2 mg/qg for alle pravene.
Uttaket i august 2021 hadde lavest innhold av totale aminosyrer og essensielle aminosyrer med
henholdsvis 208,6 + 4,8 mg/g TAA og 99,7 + 2,7 mg/g EAA. Uttaket fra april 2020 hadde
hgyest andel TAA og EAA med henholdsvis 397,1 £ 59 mg/g og 170,5 + 4,9 mg/g.
Gjennomsnittsandelen av EAA fra alle prgvene var 44,2 + 2,2% av TAA. Alle provene av P.
glacialis utenom prgven november 2019 inneholdt alle de essensielle aminosyrene med unntak
av tryptofan som ble denaturert av syrehydrolyse. Prgven fra november 2019 manglet i tillegg
histidin, cystein og tyrosin. Glutaminsyre var den aminosyren det var hgyest innhold av med
41,4 + 8,2 mg/g av TAA. Innholdet av asparaginsyre, alanin og prolin var ogsa hgyt med i snitt
329+5,6,32,8+7,30920,8+52 mg/gav TAA. Av EAA var det hgyest andel av leucin og
arginin med 24,4 + 3,4 mg/g og 19,1 £ 5,4 mg/g av TAA.
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Tabell 3 Aminosyresammensetning (mg/g) til P. glacialis for alle preveuttakene (n = 2 + SD)

Totale Aminosyrer P. glacialis

Januar Februar September November  Desember

2020 2020 Mars 2020 Mars 2021  April 2020  April 2021  Mai 2021 Juni 2021  August 2021 2021 2019 2019
Essensielle Aminosyrer
Arginin 99+05 10,7+0,7 155+15 17,1+0,4 26,3+0,5 25,5+0,0 18,4+0,2 15,3+0,8 192+14 235+18 255+24 215+21
Histidin 65+00 6,9+0,0 75+0,2 52+0,1 75+0,2 6,2+0,3 58+29 55+0,2 3801 50+0,1 45+0,1
Isoleucin 153+04 16,7+0,3 16,8+ 0,0 12,2+0,1 15,7+0,5 14,4+0,1 142+0,2 13,7+0,1 9,7+0,0 13,2+0,2 14+0,1 119+0,1
Leucin 26,0+0,2 28,2+0,2 28,5+04 22,1+0,3 295+0,7 259+0,2 25,0+0,3 235+0,2 17,1+0,2 225+0,2 235+0,2 20,5+ 0,1
Lysin 17,0+0,1 17,301 19,4+0,2 15,7+0,5 23,0+0,7 19,1+05 19,1+0,1 178+0,4 11,9+0,2 16,4+0,3 18,2+0,2 15,4+0,1
Metonin 85+02 93+00 9,7+0,3 70+0,2 10,4+ 0,7 8,3+0,2 94+1,0 8,9+0,1 6,1+0,2 7,7+0,4 7,3+0,3 75+0,2
Fenalynin 152+01 17,2+0,2 18,3+ 0,4 147+£0,2 19,2+05 16,9+0,1 16,8+ 0,5 16+£0,2 11,8+0,1 151+0,1 15+£04 135+04
Treonin 17,1+02 18,7+0,2 18,8+ 0,2 13,3+0,4 19,4+0,4 16,3+ 0,0 16,4+0,1 15,1+0,2 10,0+0,2 14+0,0 155+04 129+0,0
Tryptofan
Valin 17,0£0,1 19,2+0,2 195+04 13,2+0,2 19,3+0,7 16,4+0,2 16,5+0,1 155+0,3 10,3+0,3 14,5+ 0,2 15,7+0,0 13,1+0,1
Ikke- essensielle aminosyrer
Alanin 350+0,1 389+03 420%05 26,4+0,5 42,009 30,7+0,0 37,8+0,1 31,8+0,7 16,9+0,3 27,9+0,3 38,2+0,5 25,7+0,2
Asparginsyre  36,8+0,1 39,2+0,2 37,7+0,4 262+04 40,3+0,8 39,4+0,1 32,7+0,1 31,2+0,5 229104 31,2+0,2 31+0,3 259+0,1
Cystein 23+0,1 29%01 25+0,1 2,1+0,0 38+0,2 2,4+0,3 24+12 1,9+0,5 1,7+0,0 2,4+0,3 23+0,3
Glycin 20,2+0,0 22,4+0,1 23,5+0,3 16,8+ 0,3 243+0,7 20,5+0,1 18,5+0,1 18,4105 12,3+0,3 16,5+04 185+0,5 15,8+0,2
Glutaminsyre 42,0+05 46,3+03  49,1+0,5 33,1+0,9 57,1+0,8 43,2+0,3 50,4 £ 0,7 40,8+0,9 26,2+0,9 36,9+0,3 39,2+0,2 33+0,3
Prolin 245+0,1 283+05 28,4+0,3 185+1,2 248+25 168+2,4 26,4+0,1 19,2+05 11,8+0,5 16,7+0,7 16,4+0,3 17,2+0,2
Serin 17,0+0,1 18,3%0,0 18,5+0,3 129+0,4 19,7+0,4 16,5+ 0,0 16,4+ 05 149+0,3 10,1+0,2 143+0,1 143+0,5 13+0,1
Tyrosin 11,2+0,3 13,1+0,2 145+0,2 11,2+0,4 145+0,3 125+0,0 11,1+£55 14+£39 6,5+£0,5 10,7+0,7 78+34
TAA 3215+2,3 3535+17 3705+63 2678+39 3971+59 331,4+35 3374+128 290,8+0,0 2085+48 2885+14 2925+57 261,7+29
EAA 1325+1,8 1442+19 1542+3,7 1205+24 1705+49 1491+15 141,7+54 1314+25 99927 132,1+33 1348+40 121,1+£32
EAA% 412+55 408+60 41557 45,0+ 4,8 429+6,5 45,0+6,3 42,0+5.2 452+ 48 479+45 45,8 +5,7 46,1+7,3 46,3+5,1
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4.2 Fettsyresammensetning

Fettsyresammensetning (%) vises i tabell 3 for alle preveuttakene. Gjennomsnittlig fettinnhold
av uttakene viser at 74,9 + 3,5% av lipid var flerumettet med to eller flere dobbeltbindinger.
Andel PUFA fra de ulike tiltakene varierte fra mellom 69,2 £+ 1,5% til 80,2 + 0,9%. En Shapiro-
Wilk’s test for normalitet viste at de registrerte mélingene av PUFA 1 de ulike prevene var
normalfordelte (W = 0,98. P > 0,05). En enveis ANOVA viste at det var signifikant forskjell i
innhold av PUFA mellom minst to av preveuttakene (F = 23,8. P < 0,05). Tukey‘s HSD test
viste at flertallet av prgvene hadde signifikant forskjellig PUFA-innhold fra hverandre.

P. glacialis hadde jevnt hgyt innhold av omega-3 med gjennomsnittlig 41,1 + 4,6%. Pa det
laveste var 37,0 + 1,5% av fettsyrene omega-3 og pa det hgyeste var det 47,8 + 1,7%, en
Shapiro-Wilk’s test for normalitet viste at malingene av omega-3 var normalfordelte (W = 0,97.
P >0,05). En enveis ANOVA viste at det var forskjell mellom mengde omega-3 mellom minst
to av prgvene (F = 15,8. P < 0,05). En Tukey‘s HSD test viste at om lag av halvparten av

prevene var signifikant forskjellig fra hverandre.

Det ble funnet spesielt store andeler EPA, det var gjennomgaende den mest betydelige fettsyren
i alle prevene med en gjennomsnittsverdi pa 32,1 + 2,7%. Andel EPA varierte fra ca. 27,8 +
1,1% til 35,7 + 0,2%, med lavest andel pavist i prgven fra november 2019 og hgyest andel
funnet i april 2021. Shapiro-Wilk’s test for normalitet viste at malingene av EPA i pravene var
normalfordelt (W = 0,97. P > 0,05). Andel DHA var betraktelig lavere med gjennomsnittlig
andel 3,9 + 0,41%. 16:4 n-1 var etter EPA, den fettsyren funnet i stgrst andel, med
gjennomsnittlig rundt 22,5 + 4,3% av totale fettsyrer. Gjennomsnittlig n-6/n-3-ratio for alle

prgvene var 0,008, rundt 125 ganger sa mye omega-3 som omega-6 i prgvene av P. glacialis.
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Tabell 3 Fettsyresammensetningen (%) til P. glacialis for alle praveuttakene. | tabellen er det SFA presentert farst, deretter MUFA, PUFA og til slutt omega-3 fettsyrene. Total
mengde av SFA, MUFA, PUFA og omega-3 er summert i tabellen (n = 3 £ SD).

FETTSYRESAMMENSETNING % P. glacialis

Fettsyre ggg(‘)‘ar gggguar Mars 2020 Mars 2021 April 2020 April 2021 Mai 2021  Juni 2021 90“291““ gggiember g'gi’;mber ?gfgmber
14:0 84+12 82+05 73+00 4809 8007 79+02 100+07 83+06 67£02 8703 6400 7,901
16:0 60£01 58+06 42+00 6601 59+01 47+00 73+05 63+09 79+04 80+03 64+04 5703
18:0 06+01 10£05 06+00 06+00 01801 06+00 18+01 15+06 11+01 22+01 1504 11402
20:0 02401 03+01 02+01 0300 03+00 02+00 0202 04+00 03+00 01%02 0201 01+01
22:0 02+0,1 0,1+0,1 0,3+0,0 01+01 0101 0,1+0,1

24:0 02402 04+00 04201 02+00 03+00 03+02 0301 02+02 04+01 04+00 0500
14:1n-5 0,1+0,1 0,1+0,1

16:1n7  101+02 96+03 71+00 77+01 125+01 7,9+00 10206 82+00 81+01 72%02 8700 90+01
18:1n7 02%02 02+01 01+01 06£00 03£00 02£02 0101 01%01 03+00 0101
16:2n4 31+22 34+24 50+00 0,0 £0,0 22415 19426

16:3 n-4 93+03 55%39 11,3+0,0 9,2+0,2 10,2+01 104+27 6344 124+03 118+01 114%+03 84+01 58+00
16:4 n-1 245+08 264+10 21,7+00 231+06 186+02 214+01 187+14 192+05 220+01 152+03 305+03 286+0,3

18:2 n-6 02+02 02%+02 03%0,0 06+00 03+00 06+00 04+00 0,101 04+00 01+01 03%0,0
18:4 n-3 56+02 54+02 5700 92+03 6,1+0,1 56+x00 54+04 45+0,1 38+00 64+02 5400 60%00
20:3n-3 02+00 03%+00 05+00 0,1+01

20:4 n-6 02+0,1 01%0.2 00+0,1 0,1+0,1 01+0,1

20:5n-3 278+11 297+11 318+0,1 348%+13 318%+09 357+02 348+20 342+x09 31,1+02 344+12 281+02 31,4+00
22:6 n-3 36+02 40+x01 45+x00 38%02 45+02 41+00 35+02 40+£01 4501 3701 3400 35%00
¥ SFA 154+19 155+16 12,7+04 123+10 147+09 139+03 196+16 168+23 163+09 194+08 150+10 153+08
YMUFA 104+x04 9905 71x01 7,7+0,1 130+0,1 8,2%00 105+08 8,3+0.2 8,2+0,2 72+0,2 193+145 92+0,.2
¥ PUFA 741+08 692+15 802+09 801+09 723+09 779+02 698+12 748+x19 755+10 734+07 760+x08 755+03
Yomega-3 370+x15 390+x14 420x02 478+17 427+12 456+03 441+26 427+12 394+x03 445+x15 370+03 409+01
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En enveis ANOVA ble brukt for a teste variasjon i innholdet av EPA fra prgveuttakene viste at
minst to av preveuttakene hadde forskjellig innhold fra hverandre (F = 15,32. P < 0,05). En
Tukey’s HSD prosedyre ble utfgrt pa det for a teste om hvilke prgveuttak som var forskjellig
fra hverandre. Innholdet av EPA varierte noe mellom prevene og rundt 40% av prgvene hadde
signifikant forskjellig EPA innhold fra hverandre. Enda en Tukey’s HSD prosedyre ble brukt
for a teste om det var forskjell i EPA-innholdet mellom 2019, 2020 og 2021. Resultatene viste
at EPA-innholdet var hgyere i pravene fra 2021 sammenlignet med prgvene fra 2019 og 2020.
Pravene fra 2019 og 2020 hadde det samme EPA-innholdet. Figur 2 illustrerer variasjon i EPA
og DHA for alle praveuttakene.
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Figur 2 Variasjon i innhold (% av fett) av EPA + DHA gjennom et helt ar for praveuttakene av P. glacialis (n = 3
+ SD)

Fettsyresammensetningen (mg fettsyrer (FA)/g lipid) vises i tabell 4. Total mg fettsyre (FA)

per g lipid var 115,3 = 22,6 mg/g fett i snitt, den minste andelen funnet var 71,6 + 50,5 mg/g

lipid fra prgven fra februar 2020, mens den stgrste andelen funnet var 150,6 = 13,5mg/g fett i

mai 2021. | snitt var mengden SFA 18,7 £ 5,7 mg/g, og varierte fra 10,0 = 6,6 til 28,7 + 13,0
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mg/g. Gjennomsnittlig MUFA var 11,3 + 4,9 mg/g og varierte mellom 6,7 + 4,7 — 25,1 + 11
mg/g. PUFA var i snitt 85 mg/g, pa det minste 51,7 + 37,8 mg/g og pa det meste 102 + 38,3
mg/g. Omega-3 var i snitt 48 mg/g med en variasjon pa 26,5 + 18,1 — 63,4 + 6,9 mg/g. Den
fettsyren det ble funnet mest av var EPA, i snitt 36,6 + 8,5 mg/g som varierte mellom 20,1 +
13,8 -50 * 3,8 mg/g.
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Tabell 4: Fettsyresammensetningen (mg FA/g fettsyre) til P. glacialis for alle prgveuttakene. | tabellen er SFA presentert farst, deretter MUFA, PUFA og til slutt omega-3
fettsyrene. Total mengde av SFA, MUFA, PUFA og omega-3 er summert i tabellen (n = 3 + SD).

FETTSYRESAMMENSETNING mg FA/qg lipid P. glacialis

Fettsyre gg%af gggguar Mars 2020 Mars 2021 April 2020 April 2021 Mai 2021  Juni 2021 ?0”291”5t gggiember '2\'5’1"5”“’” ?gfgmber
14:0 80+18 54+36 8701 408  105+11 99£06 144£06 112:2 8905 8803 69+16 11816
16:0 58+14 37+25 51%03 5601 77:02 58%03 105:04 84+08 105+06 81%01 70+19 7,516
18:0 0602 04%02 0709 05%00 0202 07£00 2602 1904 15%£02 2201 17£07 3324
20:0 02£02 0201 0202 0200 0400 03+00 0403 05+01 04%00 01%02 03%01 25%34
22:0 02402 0.3£0,0 02401 00£01 0101
24:0 02£02 0302 05%02 03:00 0300 0403 0401 0202 0401 0401 3539
14:1n'5 01%01

16:1n7  99+24 65%45 B85+00 65:02 16304 9904 147:09 112+24 108+06 73%01 9421 112:39
18107  02:02 02+01 0100 88114 03:0 0403 0102 02%01 0301 27%00
16:2n-4 2822 32%26 6004 2021 2028

16:3n-4 9022 39+48 136+00 77+03 13403 129+05 05%68 169439 158+10 115+02 912  83+176
16:4n1  239%57 179:122 261+01 194+08 163110 267+1 269+19 263+61 294+14 15303 329+73 31,337
182n6 02+02 02+01 030, 08£00 0401 0800 05:01 0201 04+00 0001 3544
18:4n-3 54+14 37%25 68+13 77:01 80£01 6903 77%06 6115 5102 65%00 5913 8811
20:3n-3 03£00 0300 07%01

20:4 -6 0201 02£227 0101 01%01 0101

20:5n-3 272471 201+138 382+01 293+07 417+09 445+16 500+38 468+110 41,7+18 347+05 30367 34,9+186
22:6n-3 35+09 2718 5402 32:01 59£02 51:02 50%24 54:13 6002 37£01 3708 6721
SFA 150+4 152+17 10066 103409 191+15 173409 283+18 224+34 217416 196+08 163%45 287+13
MUFA  101+26 86+00 6747 65%02 251+118 102+04 151+12 11427 11,0207 7301 07%22 139476
PUFA 720197 964+22 517+378 673+20 864+125 97,038 ég%s * ;g?dl £ 101,2+69 74240 81,9+182 935+451
omega-3  361+94 504+16 265+181 402+09 550+12 568+21 63469 583138 528+22 449:06 399+88 504218
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4.3 Sesongmessige variasjoner

4.3.1 Variansanalyse pa innhold av Protein, Fett, PUFA og EPA

En enveis ANOVA test ble brukt for @ sammenligne pavirkningen av pH, temperatur, lys, vekst,
fluorescens, nitrat (NOs), nitritt (NOy), silikat (Si) og fosfat (PO4) pa protein, fett, PUFA-, EPA-
og DHA-innholdet i pravene. Testene ble gjort pa pravene fra 2021, siden de hadde tilstrekkelig
data for vekst, lys, fluorescens, temperatur- og pH (syv dagers snitt). En Shapiro-Wilk’s test

ble gjort for & teste normaliteten pa alle parameterne fra 2021 (P > 0,05).

Variansanalysen viste at pH, fluorescens og vekst hadde en pavirkning pa proteininnholdet (P
< 0,05, R?=10,96). Analysen gjort pé fettinnholdet viste at veksthastighet var det eneste variabel
med pavirkning (P < 0,05, R? = 0,77). Temperatur, lys, og veksthastighet hadde en péavirkning
pé& andel PUFA (P > 0,05, R? = 0,85). For innholdet av EPA hadde verken lys, pH, temperatur
eller veksthastighet noe signifikant pavirkning pa innholdet av EPA i prgvene, P > 0,05 for hver
faktor. P < 0,05 for den samlede analysen, R? = 0,45. Innholdet av DHA ble pavirket av
temperatur, pH og vekst i kulturen (P < 0,05, R?= 0,83). Temperatur, pH, fluorescens og vekst
pavirket innholdet av 16:4 n-1 (P < 0,05, R?=0,92).

4.3.2 Multivariant analyse — PCA

For & fa oversikt over korrelasjonen mellom de ulike variablene ble det gjort en PCA (Principal
Component Analysis). Analysen tar utgangspunkt i alle prgvene fra 2021 som hadde
tilstrekkelig data for & gjere en helhetlig analyse. Tabell 5 viser hvordan de ulike variablene
korrelerer med hverandre ved de fire farste dimensjonene i PCA. Figur 3 illustrerer hvordan de

ulike variablene korrelerer med de malte observasjonene med et PCA-Biplot.
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Tabell 5 PCA gjort pa 18 individer, beskrevet av 21 variabler. Viser korrelasjon-koeffisientene for variablene pa
de fire PC ekstrahert fra analysen av data fra individer. | radene for hver enkelt variabel viser verdien styrken av
variabelen satt opp mot principal komponentene. Nar verdien var stgrre enn 0,5, ble de vurdert som viktige og
markert i tykk skrift.

PCA resultater for variablene i dyrkningskulturen

Variabel PC1 PC2 PC3 PC4
Fettprosent -0,45 -0,73 0,31 0,25
Vanninnhold 0,52 -0,50 -0,63 0,25
Askeinnhold 0,75 -0,12 -0,31 0,42
Proteininnhold -0,86 0,47 -0,03 0,05
PUFA -0,03 -0,59 -0,74 0,09
EPA -0,76 0,05 -0,22 0,30
DHA 0,64 -0,02 -0,61 -0,33
16:4 n-1 -0,04 -0,63 -0,46 -0,57
Omega-3 -0,61 -0,39 -0,33 0,43
EAA 0,85 -0,25 -0,44 0,03
pH-7dager -0,89 0,06 -0,04 0,21
Temp-7dager 0,41 0,88 -0,08 0,19
pH-hgsting 0,82 -0,12 0,15 -0,52
Temp-hgsting 0,63 0,70 0,02 0,28
N3 -0,39 0,63 -0,63 -0,21
N2 -0,51 -0,64 -0,25 -0,26
PO4 -0,62 0,24 -0,67 -0,27
Si -0,85 0,04 -0,42 -0,22
Lys (Irradiance) -0,24 0,14 0,70 -0,61
Fluorescens (Chla) -0,40 0,80 -0,32 -0,10
Vekst -0,33 -0,67 0,63 0,08
% av varians forklart 36,9 25.0 19,9 9,8
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PCA - Biplot
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Figur 3 PCA — Biplot: Punktene pa grafen representerer observasjonene pa principal komponentene. Vektorene representerer koeffisientene til variablene plottet i henhold til pricipal komponentene.
Den farste komponenten forklarer 36,9% av variasjonen, mens den andre pricipal komponenten forklarer 25% av variasjonen. «Contrib» viser hvor mange % de enkelte variablene
bidrar til PCA. Prgvene fra 2019 og 2020 manglet data for vekst, fluorescens, pH- og Temperatur syvdagers snitt. De ble derfor ikke inkludert i denne analysen.
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5 Diskusjon

Kiselalger lever og vokser der det er tilgang til nok lys, nitrogen, fosfor og silikat. |1 lgpet av
flere arstider vil en algekultur veere utsatt for en rekke forskjeller i pH, temperaturer, lys og
tilgang til neeringsstoffer. Det har blitt funnet at bade lys og temperatur pavirker bioaktiviteten
hos P. glacialis, bioaktiviteten er en er en indikator for biokjemisk sammensetning
(Ingebrigtsen et al., 2015). Malet med oppgaven var & undersgke hvordan sesongmessige
variasjoner pavirker den biokjemiske sammensetningen til den marine kiselalgen P. glacialis.
Spesielt var det interessant & undersgke variasjoner i fettinnhold, sarlig med tanke pa de
langkjedete omega-3 fettsyrene EPA og DHA. Hensikten var a undersgke om P. glacialis kan

gi god tilgang til verdifulle naeringsstoffer som EPA og DHA jevnt i lgpet av hele aret.

Pa Finnfjord skjer kultiveringen og hgstingen av P. glacialis kontinuerlig. For at Finnfjord skal
kunne produsere store mengder kiselalger til bruk i fiskefor, er det avhengige av a kunne
produsere aret rundt (Eilertsen et al., 2022). Det er derfor av stor betydning at naeringsinnholdet
er av hgy kvalitet kontinuerlig gjennom aret og at det ikke er for store forskjeller i viktige

parametere som fett- og proteininnhold.

Det var til tider store forskjeller i den biokjemiske sammensetningen i de forskjellige pravene.
Flere parametere kan pavirke den biokjemiske sammensetningen i kulturen, dette kan vare
faktorer styrt av veer og sesong, som lys og temperatur. Faktorer inne i kulturen som pH, tilgang
til neringsstoffer og CO. vil ogsa kunne ha en pavirkning pa den biokjemiske sammensetningen
(Artamonova et al., 2017b; Chen, 2012; Qiao et al., 2016; Teoh et al., 2013). I tillegg kan
lagring over tid pavirke biomassen (Dalheim et al., 2021a). Med s& mange parametere som kan
pavirke den biokjemiske sammensetningen, er det viktig & kartlegge hva som forarsaker
variasjoner i naringsinnholdet. Miljget inne i kulturen kan i stor grad kontrolleres for a
optimalisere produksjonen. Det som er mer avgjgrende er at de parameterne som ikke kan
kontrolleres, som naturlig lys og temperatur, styrt av de sesongmessige variasjoner i veret, ikke
har en for stor negativ effekt pa kulturen slik at det blir ugunstig a opprettholde en kontinuerlig

produksjon gjennom en arssyklus.

Det malte vanninnholdet i pragvene varierte fra rundt 82 - 91%, med 87% i gjennomsnitt. Dette
gir en betydelig forskjell i tarrstoff fra hver preve pa 9 - 18%. Forskjellen i vanninnhold kan i
starre grad forklares av faktorer i hgstingsprosessen som trommelfilter og sentrifugering.

Sentrifugering har serlig en stor pavirkning pa vanninnhold som en konsekvens av at intensitet
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og tid i sentrifugen kan fare til variasjoner mellom hver hgsting (Eilertsen et al., 2022;
Suparmaniam et al., 2019). Det mangler data for intensiteten pa sentrifugeringen og hvordan
dette pavirker vanninnhold og evrig biokjemisk sammensetning. Dette bgr etableres og
undersgkes videre. Celletall/L har ogsa en pavirkning pa vanninnhold, ved at haye celletall
farer til lavere vanninnhold i den hgstede biomassen (Tan et al., 2018). Celletallene i
prgveuttakene hadde ogsa store forskjeller da de varierte mellom 3952 212 celle/L til
39 341 260 celler/L.

Askeinnholdet varierte fra 35 — 54% med et snitt pa 44%. Svenning et al. (2019), fant et snitt
pa 54%, mens Giaver (2020) fant et snitt pa 44% i askeinnholdet til P. glacialis. Diatoméer har
generelt store andeler aske i biomassen, det skyldes av at stoffene funnet i asken blir brukt i
strukturen til algenes cellevegg (Courtois de Vigose et al., 2012). Aske inneholder mineraler
som fosfor, kalsium, magnesium, silisium og flere mikronaringsstoffer som er viktig for
fiskens overlevelse (Annamalai et al., 2021). Aske er lite fordgyelig sammenlignet med protein
og lipider og det kan derfor vere problematisk a inkludere store andeler mikroalger med hgyt
askeinnhold i fiskeforet (Serensen et al., 2016; Wang et al., 2021).

5.1 Protein- og aminosyreinnhold

Proteininnholdet i P. glacialis er noe mindre undersgkt sammenlignet med fettinnhold. 18 -
34% protein ble funnet med en snittverdi pa 27% for prgveuttakene i dette studiet. Eilertsen et
al. (2022) fant et proteininnhold pa 29% med rgyk og 25% uten rgyk. Giever (2020) fant
proteininnhold pa 29% og et spenn pa 19 - 34% for P. glacialis. Innholdet av protein funnet i
dette studiet samstemmer med normalen i mikroalger. Forventet innhold av protein i mikroalger

er mellom 20 — 60% av tarrstoff (Hemaiswarya et al., 2011; Wang et al., 2021).

Faktorene som pavirket proteininnholdet i P. glacialis, var pH og veksthastigheten i tankene.
Ved hgyere pH i bioreaktoren ble det ogsa pavist hgyere proteininnhold i pravene fra kulturen.
Det har tidligere blitt funnet en korrelasjon mellom pH og proteininnhold, hvor langvarig
eksponering av bade hgye og for lave pH verdier farer til lavere proteininnhold (Scholz, 2014).
pH i algetankene ved Finnfjord blir derimot sjelden utsatt for ekstreme verdier. Ved hgye
verdier for pH vil det tilsettes CO; i tanken for a fa ned pH og ved lave verdier vil det bli tilsatt
trykkluft for & fa opp pH. pH i fotobioreaktoren i Finnfjord skal variere mellom 7,5 til 7,9
(Eilertsen et al., 2022). Den prgven med lavest innhold av protein, var prgven fra august 2021.

Ved preven fra august 2021 var det registrerte snittet for pH over en periode pa syv dager 7,2,
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utenfor det normale sjiktet og kan derfor antas & veare utenfor hva som er optimalt for P.
glacialis (Scholz, 2014).

Nivaet av CO2 har ogsa en betydning for proteininnholdet i diatoméer (Wu et al., 2015). Prgven
fra august 2021 var ogsa den eneste prgvene dyrket uten tilsetting rgyk. Innholdet av protein i
denne pragven var 18%, 8,5% lavere enn gjennomsnittet for de resterende 11 prgvene dyrket
med rgyk. Pavirkning av rgyk pa proteininnholdet til P. glacialis har ogsa blitt funnet i tidligere
studier av (Eilertsen et al., 2022; Giaver, 2020). CO.-konsentrasjonen som blir tilfart i kulturen
har i tillegg en pavirkning pa veksten til mikroalgene (Singh & Singh, 2014). Diatoméer har en
generell god evne til & fiksere CO2, men dette kan variere mellom art til art (Lim et al., 2021).
Et punkt verdt & undersgke er P. glacialis sin evne til & fiksere CO2 og hvilken konsentrasjon

som gir den mest gunstige kombinasjonen av vekst og proteininnhold.

Pa de prgvene med hgyere veksthastighet ble det malt hgyere andel protein sammenlignet med
prgvene med lavere veksthastighet for P. glacialis. Tidligere studier har malt hgyere
proteininnhold ved den eksponentielle vekstfasen enn ved den stasjonaere vekstfasen pa artene
Tisochrysis lutea, I1sochrysis, Pavlova lutheri og Nannochloropsis oculeta (Brown et al., 1993;
da Costaetal., 2017; Wang et al., 2021). Vekstfasen har vist seg & veere er en viktigste faktorene
som bestemmer proteininnholdet i mikroalgearter generelt (Fidalgo et al., 1998). For P.
glacialis som hadde et proteininnhold mellom 18 og 34%, kan store deler av variasjonen
forklares av vekstfasen. Det kan derfor lgnne seg & undersgke hvorvidt man kan samkjgre
hgstingsprosessen med nar kulturen er i den eksponentielle vekstfasen for & optimalisere

proteinutbyttet i biomassen.

Variasjon i innhold av protein og essensielle aminosyrer kan antagelig delvis ogsa skyldes
feilkilder pa lab. Tyrosin og noen ganger metionin, histidin og cystein er sensitive aminosyrer
som kan bli nedbrutt under syrehydrolyse hvis det er tilgang til oksygen i prgvergrene. | pravene
fra november 2019 ble det ikke pavist histidin, cystein og tyrosin, det ble ogsa pavist store
mengder ammoniakk (NHs). Ammoniakk er et nedbrytningsprodukt fra aminosyrer, det at
mengden ammoniakk var sa stor i disse prgvene tyder pa at en stor del av aminosyrene var
nedbrutt (Rutherfurd & Gilani, 2009).

Forskjellige parametere blir brukt for & male proteinkvalitet, prosent EAA av TAA og kjemisk
verdi (CS) noen av de av de viktigste (Nagappan et al., 2021). Andel essensielle aminosyrer
varierte mellom 42 — 49% av totale aminosyrene i alle prgveuttakene. CS maler profilen av
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essensielle aminosyren opp mot en referanseverdi gitt av FAO (2007). Aminosyreprofilen til P.
glacialis gaen CS > 1 pa alle de essensielle aminosyrene som er en god indikator pa at proteinet
er av god kvalitet. Unntak var tryptofan for alle pravene og cystein og histidin fra november
2019 som ble degradert under syrehydrolyse. Mikroalger har ogsa tidligere ogsa vist seg a veere
god kilde til EAA og kan sammenlignes med andre kilder som soyabgnner og pelagisk
fiskearter (Becker, 2004; Eilertsen et al., 2022)

Protein inkluderes som ca. 1/3 av innholdet i foret til laks (Andersen et al., 2016). De viktigste
proteinkildene i dagens for er soyaproteinkonsentrat (SPC), fiskemel, og hvetegluten, det star
for henholdsvis 19, 15 og 9% av totalt protein fiskefor fra 2016 (Gjgsund et al., 2020), fiskemel
inneholder rundt 60 - 64% protein, soyaprotein rundt 57 - 65% og hvetegluten rundt 80%.
Proteininnholdet i P. glacialis varierte fra 18 - 34%, en betydelig mindre andel. Dette er dog
produkter som i stor grad har blitt prosessert for & inneholde store andeler protein. Dersom
proteinet i P. glacialis skal egne seg som fiskefor ma kvaliteten veere tilstrekkelig, det vil si at
mengden EAA og CS ma vere tilpasset laksens behov.

Figur 4 sammenligner innholdet av essensielle aminosyrer av fiskemel, soyaproteinkonsentrat,
hvetegluten og de malte observasjonene i P. glacialis. Viktige aminosyrer er spesielt lysin og
metionin. Lysin er viktig for vekst og utvikling og har viktige funksjoner i nervesystemet til
fisk, dette har blitt en begrenset AA i fiskefor ettersom fiskemel har blitt erstattet av
planteproteinkilder (Gatlin et al., 2007). Metionin er viktig for proteinsyntese, mangel pa
metionin kan fare til akkumulasjon av fett i leveren til laks (Espe et al., 2010). | P. glacialis ble
det funnet 3,8 — 7,4 ¢/100 g lysin. | fiskemel, soyaproteinkonsentrat og hvete var det
henholdsvis 6,5, 5,5 og 1,5 g/100 g lysin. Av metionin ble det funnet 2-3,4 g/100 g, dette er ca.
det samme som fiskemel med 3,4 g/100 g og hgyere enn bade soyaproteinkonsentrat og
hvetegluten som hadde 1,4 g/100 g metionin. Arginin er en essensiell aminosyre for fisk, pa
grunn av fisk mangler denne evnen til a produsere arginin endogent. Det er antageligvis siden
fisk mangler enzymet pyrroline-5-karboksylate som konverterer glutamat, glutamin og prolin
til citurilin som igjen blir konvertert til arginin (Andersen et al., 2016). Innholdet av arginin
hadde hgy variasjon fra 3,2 - 8,6 g/100 g som ble funnet i pravene av P. glacialis. | fiskemel,

soyaproteinkonsentrat, og hvete har det blitt funnet henholdsvis 6,4, 8,0 og 4,2 g/100 g.
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Figur 4 Andel essensielle aminosyrer av total mengde aminosyrer for fiskemel, soyaproteinkonsentrat (SPC) og
hvetegluten sammenlignet med gjennomsnittlig innhold i P. glacialis (Min-Max). Data hentet fra Mohsen et al.
(2009) og Gjgsund et al. (2020)

5.2 Fettinnhold og fettsyresammensetning

Med et samlet gjennomsnitt pa 10,3% fett og et spenn pa 8,9 — 12,3% for alle preveuttakene
samsvarer funnene i denne oppgaven med tidligere funn. Artamonova et al. (2017a) fant en
lignende fettprosent pa 10,6% uten rgyk og 8,9% med ragyk for P. glacialis. Eilertsen et al.
(2022) fant derimot et lavere fettinnhold pa 9,9% pa prevene dyrket med rgyk og 10,3% for
prevene dyrket uten reyk. Pregven fra august 2021 som var den eneste prgven dyrket uten rayk,
hadde et fettinnhold pa 9,5% sammenlignet med 10,3% for prevene dyrket med ragyk. I likhet
med Eilertsen et al. (2022), ble det heller ikke i dette studiet funnet noe signifikant pavirkning
pa fettinnhold ved tilsetting av CO,. Tidligere funn har vist at tilsetting av CO2 i kulturen kan
fare til gkt fettinnhold (Artamonova et al., 2017b; Widjaja et al., 2009). Eilertsen et al. (2022)
argumenterer for at forskjeller fra andres resultater kan forklares i fysiologiske forskjeller
mellom ulike arter. I tillegg til at Artamonova et al. (2017b) brukte ren CO2, mens for bade

Eilertsen et al. (2022) og dette studiet brukte urenset fabrikkrayk i kulturen.

Tidligere studier viser at diatoméer responderer ved variasjoner i temperatur ved a regulere

innholdet av fett og flerumettede fettsyrer slik at andel fett og PUFA gker ved lavere
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temperaturer (Dodson et al., 2013; Teoh et al., 2013). Resultater fra Svenning et al. (2019) viste
ogsa at det er en negativ korrelasjon mellom fett og temperatur i P. glacialis. Tukey’s HSD-
testen viste at de fleste pravene i dette forsgket hadde likt fettinnhold med unntak av spesielt
praveuttaket fra mars 2021 som viste seg a vaere en uteligger fra resten av observasjonene. Dette
kan delvis forklares ved at temperatursnittet syv dager far hgsting var 3,2°C, langt lavere enn
for de resterende prevende, fettinnholdet var da 12,3%. Dette resultatet samsvarer med
resultatene fra Svenning et al. (2019) hvor det ble funnet en fettprosent pa 12,3% ved temperatur
pa 4°C ved hgsting. Til tross for denne likheten, ble det ikke funnet noe signifikant pavirkning
av temperatursnittet syv dager fer hgsting pa fettinnholdet i pravene fra 2021. Det kan antas at
spennet i temperatur fra 3 - 12°C var for lite til & pavirke fettinnholdet i P. glacialis.

Nearingsbegrensende forhold av nitrogen, fosfor og silikat kan begrense vekst og fere til
akkumulasjon av lipider (Hoffmann et al., 2010). | provene fra dette forseket forte ikke
variasjon i noen av naringssaltene til noe pavirkning pa fettinnhold (P > 0,05). Ved
naeringsfattige forhold vil mikroalger vanligvis akkumulere fett (Fields & Kociolek, 2015). En
av grunnene til at det ikke ble pavist noe statistisk signifikant pavirkning fra naringsstoffene
pa fettinnholdet kan forklares ved at naeringssaltmalingene ble gjort bare tre ganger i uken, noe
som kan bety at observasjonene ikke ga et korrekt estimat av det faktiske ukentlige snittet for
neeringssalter. Videre kan dette veere et evolusjonert trekk for hver art og stamme, noe som i
naeringsfattige kulturer ikke vil fare til akkumulasjon av lipider hos visse arter (Fields &
Kociolek, 2015). Dette kan vere et punkt verdt & undersgke videre om dette appellerer til P.
glacialis. | fotobioreaktoren ved Finnfjord blir kontinuerlig tilsatt naeringsstoffer i kulturen for
asikre god vekst. Kulturen skal dermed ikke bli utsatt for et neeringsfattig miljg, det kan forklare
hvorfor naringsstoffene ikke pavirket den biokjemiske sammensetningen til P. glacialis i

prevene fra dette studiet.

Vekstfasen i algekulturen var det eneste parametere som viste seg a ha en statistisk pavirkning
pa fettinnholdet (P < 0,05). Ved hgyere veksthastighet var det starre andel fettinnhold enn det
det var ved lavere vekst. Wahidin et al. (2013) fant ogsa at hgyere veksthastighet korrelerte
med hgyt lipdinnhold. Variasjonen i fettinnholdet funnet i dette studiet var imidlertid liten, bare
3,4%. Det kan dermed antas at ved alle forskjellige faktorene algekulturen pa Finnfjord blir
utsatt for gjennom et ar, sa vil det fortsatt bli produsert forutsigbare mengder fett fra den hgstede
kulturen. Nar det er sagt, burde det fortsatt legges til rette for a fa et maksimalt utbytte av fett
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fra hgstingsprosessen, ved a sikre at det er nok tilgang til CO;, neringsstoffer og lys for a sikre
god vekst. Dette er ogsa faktorer som i stor grad kan kontrolleres i kulturen,

Av fettinnholdet var ca. 69 — 80% flerumettede fettsyrer, snittet for alle prgvene var 75%.
Tidligere publiseringer har funnet et PUFA innhold pa 77 og 80% i P. glacialis (Dalheim et al.,
2021b; Svenning et al., 2020). Heyt innhold av PUFA er vanlig i kaldtvannstilpassede
diatoméer, blant annet for a bevare fluiditet i cellemembranen ved lavere temperaturer (Dodson
et al., 2013; Menard et al., 2017). Dette kan bidra til & forklare at det ble funnet hgyere andel
PUFA ved lavere temperaturer i prgvene fra dette studiet og (P < 0,05). Ogsa hgyere
lysintensitet farte til gkt andel PUFA, tidligere studier fra Chen (2012) bekrefter videre at kan
veere en korrelasjon mellom gkt lysintensitet og andel PUFA for noen arter. Variasjonen i PUFA
fra dette studiet var derimot pa bare 11%, sa selv pa prgvene med lavest innhold av PUFA, er
det fortsatt hgyt sammenlignet med andre kilder til fett. Gjennom lengre tid vil lipider i
biomassen bli degradert gjennom oksidasjon og lipolyse som vil bryte ned PUFA til frie
fettsyrer (Dalheim et al., 2021a). Til tross for dette ble det ikke pavist noe forskjell i PUFA fra
prevene fra 2019, 2020 og 2021 i dette studiet. EPA-innholdet derimot viste antydning til
degradering, innholdet var lavere i 2019 og 2020 sammenlignet med i 2021. Vekstfasen hadde
ogsa en pavirkning, ved hayere vekst ble det registrert lavere andel PUFA. Ved mindre optimale
vekstforhold vil mikroalger kunne bli stresset og da akkumulere fettsyrer (Guihéneuf et al.,
2008).

16:4 n-1 var etter EPA, den flerumettede fettsyren det var mest av, med et spenn pa 15 — 30%
og et gjennomsnitt pa 22,5%. Dette er litt mindre enn det som har blitt funnet tidligere av
Dalheim et al. (2021b) og Svenning et al. (2020). Denne fettsyren er viktig for algens anti-
grazer forsvar mot zooplankton i sitt naturlige miljg og er derfor en av grunnene til at man
finner store andeler av denne fettsyren i diatoméer og ikke i s& mange andre organismer
(Gardner et al., 2012; Pohnert, 2005).

Omega-3 innholdet var jevnt hgyt i alle pravene av P. glacialis fra 37 — 48%. Funnene i dette
studiet samsvarer Eilertsen et al. (2022) sine funn som fant et omega-3 innhold pa 46% med
rayk og 42% uten rgyk. Alle prgver inneholdt store andeler EPA, ca. 32% i snitt og lave andeler
DHA, rundt 3,9% i snitt. Store andeler EPA og lavere andeler DHA er vanlig i diatoméer,

spesielt for P. glacialis er det en hgy andel EPA sammenlignet med andre kiselalger (Chen,
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2012; Sayanova et al., 2017). EPA som varierte fra 28 - 36% stemmer overens med verdier
funnet fra tidligere studier (Artamonova et al., 2017a; Svenning et al., 2019).

Innholdet av EPA (P > 0,05) ble ikke pavirket av temperaturen eller noen av de andre faktorene
i tanken. Svenning et al. (2019) fant hgyere EPA-innhold i kulturen dyrket pa -2°C
sammenlignet med kulturen dyrket pa 2, 4, 8 og 12°C, som hadde et EPA-innhold mellom 31-
34%. EPA-fettsyrene har en rekke viktige funksjoner i cellene og under vekst, derfor er det
essensielt & ha stgrre mengde tilgjengelig uavhengige av temperatur (Boelen et al., 2013;
Calder, 2013). Dette kan forklare hvorfor det ikke ble funnet noe signifikant forskjell i EPA-
innholdet i kulturene hgstet fra 3 - 12°C.

Det ble funnet stgrre mengde 16:4 n-1 og 18:4 n-3 ved lavere temperaturer som kan tyde pa at
de har en funksjon for a opprettholde fluiditet i cellemembraner. EPA-nivaet holdt seg hayt
gjennom alle pravene. Det er en viktig forutsetning at algebiomassen har et hgyt niva av LC-
PUFA n-3 gjennom hele aret. Dette er den stgrste mangelvaren i laksefor i dag og derfor en av
de mest attraktive komponentene av algebiomassen (Shah et al., 2018).

Tidligere studier har vist at det optimale nivaet EPA + DHA i for er langt hgyere enn det som
inkluderes i dagens for, ved a inkludere EPA + DHA som 3,5% av foret hadde laksen gkt vekst,
bedre velferd og filetkvalitet (Lutfi Royo et al., 2022). Fremover er det ikke bare et behov for
a erstatte det naveerende nivaet av omega-3 i lakseforet. Med et gkt fokus pa dyrevelferd,
barekraft og helse kan det ogsa bli et behov for & gke andel EPA + DHA i foret for & sikre
bedre overlevelse hos laksen og et sunnere produkt til konsumentene. Dermed er gode kilder til

EPA + DHA som P. glacialis helt essensielle for videre utvikling av laksefor.

Figur 4 viser en sammenligning av fettsyresammensetningen i fiskeolje og i rapsolje som er de
mest brukte kildene i til olje i oppdrettsfér med fettsyresammensetningen til P. glacialis.
Observasjonene fra dette studiet fant at fett fra P. glacialis inneholdt mellom 31 - 40% EPA +
DHA. Kildene til LC-PUFA n-3 kommer i dag hovedsakelig fra fiskeolje som inneholder 18 -
27% EPA + DHA av totale fettsyrer (Gjesund et al., 2020). | snitt er det nesten dobbelt sa mye
PUFA i P. glacialis som i fiskeolje og rapsolje. I tillegg er det tilngermet ingen tilstedeveerelse
av omega-6 fettsyrer i P. glacialis, 0,3% LA, sammenlignet med 19,5% som finnes i rapsolje.
P. glacialis vil bidra meget til en bedre n-6/n-3 ratio, noe som bade gagner fiskehelse og helsen

til konsumenten av fisken (Simopoulos, 2002; Sissener, 2018).
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Figur 5 Sammenligning av fettsyresammensetningen til fiskeolje og rapsolje sammenlignet med gjennomsnittlig
innhold i P. glacialis i tillegg til minimum og maksimum verdi. Data hentet fra Sissener (2018)
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6 Konklusjon

Ved & studere tolv ulike prgveuttak av kiselalgen Porosira glacialis gjennom en arssyklus
kunne variasjoner i den biokjemiske sammensetningen fastslas. Naturlige variasjoner i lys og
temperatur hadde til en viss grad pavirkning pa fettinnhold og PUFA. Forhold pavirket av
faktorer i tanken som pH, vekst og lys pavirket ogsa til en viss grad en pavirkning pa protein,
EAA, fett og PUFA. Til tross for variasjoner i den biokjemiske sammensetningen var P.
glacialis uansett en god kilde til fett, protein og spesielt omega-3 gjennom en hel
arssyklus. Videre forskning burde undersgke hvordan forholdene inne i kulturen kan pavirkes
for & optimalisere den biokjemiske sammensetningen i P. glacialis slik at innholdet av

neeringsstoffene kan maksimeres.
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Vedlegg 1

Tabell 6 Fettsyresammensetning % sammenligning av noen av de vanligste kildene til lipid i laksefor: Anchoveta
olje, Rapsolje sammenlignet med P. glacialis, inkludert maks- og minimumsverdi.

FETTSYRESAMMENSETNING %

Fettsyre Anchovetaolje  Rapsolje  P. glacialis

Gjennomsnitt  Spenn (Min-Max)
14:0 7,8 0,1 7,7 4,8- 10,0
16:0 18,2 4,7 6,2 42— 8,0
18:0 4,2 16 1 02— 2.2
16:1 n-7 8,9 7,0- 10,2
18:1n-7 3,0 0,2 0- 06
18:1n-9 16,0 56,7
20:1n-9 1,0 1,7
22:1n-9 0,3 0,9
22:1n-11 1,6
16:2n-4 1,3 0- 26
16:3 n-4 9,3 55- 124
16:4 n-1 22,5 15,2 - 30,5
18:2 n-6 (LA) 2,8 19,5 0,3 0- 0,6
18:3 n-3 (ALA) 1,8 9,4 v v
18:4 n-3 2,3 57 38- 64
20:4 n-6 0,1 0 0-01
20:5n-3 14,8 32,1 27,8 357
22:5n-3 1,8 0 0-0
22:6 n-3 10,9 3,9 34— 45
SFA 30,2 7,5 15,6 12,3- 19,6
MUFA 29,6 62,2 9,1 7,1- 105
PUFA 34,4 29 75,2 69,3 - 80,2
omega-3 29,3 9,4 41,9 37,0- 47,8

De to farste kolonnene viser to av de viktigste kildene til fett i for til laksen, anchoveta blir
brukt for & lage fiskeolje og rapsolje er den viktigste planteoljen som blir inkludert i laksefor.
De viktigste individuelle fettsyrene er med, samt sum av SFA, MUFA, PUFA og omega-3.
Tall fra fettsyresammensetningen til anchoveta olje og rapsolje var hentet fra Sissener (2018)
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Vedlegg 2

Tabell 7 Prosent essensielle aminosyrer av totale mengder aminosyrer. Figuren viser de tre vanligste kildene til
protein i fiskeefor. Fiskemel, soyaproteinkonsentrat (SPC) og hvetegluten sammenlignet med gjennomsnittlig
innhold i P. glacialis (Min-Max).

Essensielle aminosyresammensetning % av totalt protein

issgnswlle Fiskemel SPC Hvetegluten P. glacialis Spenn (Min-
minosyrer Max)
Arg 54 6,7 4,2 6,2 3,2- 8,6
His 2 2,4 1,7 1,9 1,2 - 2,5
Ile 3,6 4 4,2 4.4 3,1- 53
Leu 6,3 6,6 7,1 7,7 3,8- 9,3
Lys 6,6 55 15 5,6 3,8- 7,4
Met 2,5 1,2 1,3 2,7 2,0 - 3,3
Phe 35 4.5 4,3 5,2 3,8 - 6,0
Thr 3,9 3,6 2,9 4,8 4,0 - 6,0
Trp 1,0 1,3 2,7 v

Val 4,1 4,1 53 4,9 3,2 - 6,1
EAA 38,9 39,9 35,2 43,4 31,8 - 54,3

Fiskemel, soyaproteinkonsentrat og hvetegluten er det tre viktigste kildene til protein i
laksefor. EAA for fisk er inkludert. Data fra fiskemel var hentet fra Gjgsund (2021), data fra
SPC og hvetegluten var hentet fra Mohsen (2009)
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