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Sammendrag

Ettersporselen etter fisk og skalldyr globalt er stadig ekende. Okt kjopekraft og anbefalinger
om & spise mer sjgmat har bidratt betydelig til dette. De fleste villfiskbestander er allerede
maksimalt utnyttet og ekningen i produksjonen har i de siste 30 drene derfor utelukkende
kommet fra oppdrett. I dag produseres mer fisk til humant konsum i oppdrett enn hva som
hestes av villfisk.

En av de storste utfordringene med den gkende akvakulturproduksjonen er tilgangen pa
naringsrike og barekraftige forrastoffer. I 1990 inneholdt lakseforet i Norge 65% protein fra
marine kilder, hovedsakelig fiskemel. P4 grunn av den begrensede tilgang pé fiskemel hadde
dette 1 2016 forandret seg til 40% planteprotein og bare 14% marine proteiner. Formélet med
denne oppgaven var & undersegke om mel av mikroalgene Porosira glacialis, Chlorella vulgaris
og Odontella aurita, og makroalgen grisetang (Ascophyllum nodosum) kan veare alternative
proteinrastoff i fiskefor.

Proteininnholdet i algemelene var lavere sammenlignet med fiskemelet (51,3%) noe
som 1 utgangspunktet gjor de mindre egnet som proteiningredienser. Mel av grennalgen
C. vulgaris hadde et innhold pa 38,1%, mens mel av kiselalgene P. glacialis og O. aurita
inneholdt henholdsvis 17,9 og 16,2% protein. Grisetangmel hadde et proteininnhold pa kun
4,3%. Fiskemel hadde hoyest innhold av de viktige essensielle aminosyrene lysin og metionin.
Av algemelene var det P. glacialis som hadde heyest innhold av disse aminosyrene, til sammen
cirka 73% av mengden 1 fiskemel. Mel av P. glacialis og fiskemel hadde likt fettinnhold (11-
12%) og bare disse to er a regne som gode kilder til langkjedede omega-3 fettsyrer. Det lave
proteininnholdet gjor likevel at en ma tredoble mengden P. glacialis 1 fiskefor for & oppnd
samme proteininnhold som i fiskemel. Hoyt innhold av aske og ufordeyelige karbohydrater
gjor det ogsa problematisk a inkludere store mengder av algemel i foret.

In vitro fordeyelse med pepsin og pankreatin viste at protein i mikroalgemelene, spesielt
P. glacialis, ble brutt ned nesten like effektivt som fiskemel. I magefasen dannes det et relativt
heyt antall sterre peptider (500 — 5000 Da) som ble brutt ned til mindre forbindelser 1 tarmfasen.
Grisetang hadde lavest proteinkvalitet av de undersekte produktene. Melet hadde et lavt
proteininnhold, lav andel essensielle aminosyrer og proteinfordeyelighet, og er derfor lite egnet

som et alternativt proteinrastoft.
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Summary

The global demand for fish and shellfish is constantly increasing. This is mainly due to
increased purchasing power and recommendations to eat more seafood. Wild fish stocks are
maximally utilized or overexploited and the increase in production over the last 30 years has
therefore exclusively come from the farming industry. Today, more fish is produced for human
consumption in aquaculture than what is harvested from wild fish stocks.

One of the biggest challenges with the increasing aquaculture production is the supply
of nutrient-rich sustainable feed ingredients. In 1990, salmon feed in Norway contained 65%
proteins from marine sources, mainly fishmeal. Due to the limited supply of fishmeal, this had
in 2016 changed to 40% plant proteins and only 14% marine proteins. The purpose of this thesis
was to investigate whether meal of the microalgae Porosira glacialis, Chlorella vulgaris and
Odontella aurita and the macroalga Ascophyllum nodosum can be alternative protein
ingredients in fish feed.

The protein content of the algae meals were lower than in fishmeal (51.3%), which make
them less suitable as protein ingredients in feed. Meal of the green microalga C. vulgaris had a
content of 38.1%, while the diatoms P. glacialis and O. aurita contained 17.9 and 16.2%
protein, respectively. Meal of Ascophyllum nodosum had a protein content of only 4.3%.
Fishmeal had the highest content of the important essential amino acids lysine and methionine.
Among the algal meals, P. glacialis had the highest content of these amino acids, about 73% of
the amount in fishmeal. Meal of P. glacialis and fishmeal had the same fat content (11-12%)
and are the only ones considered to be good sources of long-chain omega-3 fatty acids. The low
protein content still means that one must triple the amount of P. glacialis in fish feed to achieve
the same protein content as in fishmeal. In addition, ash and indigestible carbohydrates prohibit
inclusion of large amounts of algal meal in the feed.

In vitro digestion with pepsin and pancreatic enzymes showed that proteins in the
microalgae meals, especially meal of P. glacialis, were broken down almost as efficiently as
fishmeal. In the gastric phase, a relatively high number of larger peptides (500 - 5000 Da) are
formed which further were broken down into smaller compounds in the intestinal phase.
Ascophyllum nodosum had the lowest protein quality of the products examined. The meal had
a low protein content, low proportion of essential amino acids and poor protein digestibility. It

is therefore unsuitable as an alternative protein ingredient in fish feed.
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1 Introduksjon

Fisk og skalldyr er ettertraktet mat. Fra 1984 til 2018 steg det arlige forbruket i verden fra cirka
12 kg til nesten 21 kg per person. Dette til tross for at befolkningen okte fra 6 til omtrent 7,5
milliarder i samme periode (FAO, 2020). Arlig fangst av fisk og skalldyr pa verdensbasis har
veert ganske stabil de siste 30 arene pé ca. 90 - 92 millioner tonn (figur 1). Okningen i forbruket
har nesten utelukkende kommet fra oppdrett. I 2018 gikk ca. 74 millioner tonn (mt) villfisk til
humant konsum, mens i oppdrett ble det produsert 82 millioner tonn til menneskemat (FAO,
2020). De siste 10 arene har cirka 20 — 25 mt av den villfangede fisken ikke blitt brukt til
menneskemat, men hovedsakelig til produksjon av fiskemel og fiskeolje (FAO, 2020). Dette
har fort til at rundt 6 mt fiskemel og 1 mt fiskeolje har veert tilgjengelig arlig (Tacon et al.,
2011). Volumet pelagisk fisk brukt i slik produksjon vil antakelig bli redusert i fremtiden blant
annet fordi en sterre andel av disse fiskeslagene vil bli brukt direkte til humant konsum (Olsen

& Hasan, 2012).
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Figur 1: Villfanget fisk og akvakulturproduksjon i verden (FAO, 2020).

Det er anslatt at det vil fortsette a4 vaere en gkende ettersporsel av fisk de kommende érene. (I
denne masteroppgaven innebefatter begrepet fisk og skalldyr fra bade ferskvann og hav).

Endring 1 den sosiale strukturen med flere i middelklassen er forventet som en direkte effekt av



hayere gjennomsnittslenn (Kharas, 2017), og klare anbefalinger fra helsemyndighetene om &
spise mer sjogmat pavirker ettersperselen positivt (Kris-Etherton et al., 2009; Rimm et al., 2018).

Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) har slatt fast at
majoriteten av verdens villfiskbestander nd er maksimalt utnyttet eller overbeskattet (FAO,
2020). Derfor ma ekningen i produksjon av fisk og skalldyr komme fra akvakulturneringen.
Det er ikke bare marin og anadrom fisk i oppdrett som fér fiskemel inkludert i formulert for,
men ogsad ferskvannsfisk som for eksempel karper og tilapia. Samtidig har ogsd andelen
ferskvannsfisk som far formulert for ekt (Olsen & Hasan, 2012). I figur 1 kommer det ogsa
tydelig fram at volumet av ferskvannsfisk produsert i oppdrett er betydelig hoyere enn fisk
oppdrettet i havet. Viktige drsaker til at fiskemel er en ettertraktet ingrediens i oppdrettsfor er
det heye proteininnholdet med en god sammensetning av essensielle aminosyrer, god
fordeyelighet og gode smak. I tillegg kommer blant annet innhold av lipider, inkludert
fosfolipider, som inneholder langkjedede omega-3 fettsyrer (Olsen & Hasan, 2012).

Mangelen pa fiskemel og fiskeolje til bruk i for til den sterkt voksende
akvakulturnzringen er godt illustrert i utviklingen av laksefor i Norge de siste 25-30 &rene
(figur 2). Marine ingredienser har gradvis blitt erstattet med plantebaserte produkter. I 1990
inneholdt foret 65,4% fiskemel og 24% fiskeolje, mens stivelse og mikroingredienser utgjorde
henholdsvis 9,5 og 1,0% (Aas et al., 2019). I 2016 utgjorde proteinrastoffene 64,8% hvorav
40,3% kom fra plantekilder og bare 14,5% fra marine proteinkilder, hovedsakelig fiskemel fra
pelagisk fisk, men ogsd noe mel fra fiskeavskjer og andre restrastoffer (Aas et al., 2019).
Planteproteinene er hovedsakelig soyaproteinkonsentrat og hvetegluten, og mindre mengder
andre planteproteinrastoffer som for eksempel mais gluten og solsikkemel. I 2016 inneholdt
foret 30,6% olje hvor to tredjedeler var planteolje, hovedsakelig rapsolje som ikke inneholder

langkjedede flerumettede omega-3 fettsyrer (LC-PUFA n-3), mens resten var fiskeolje.
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Figur 2: Sammensetningen (%) 1 laksefor i Norge fra 1990 til 2016 (Aas et al., 2019).

Bruken av store mengder plantebaserte ravarer i fiskefor har imidlertid fatt mye kritikk.
Produksjonen av soyabenner har mer enn tredoblet seg siden 1980 - tallet og har okt fra omkring
100 millioner til 350 millioner tonn i 2020. Pa starten av 2000 - tallet var USA den klart storste
produsenten av soyabenner, men i dag er Brasil pd god vei til & bli verdens sterste produsent.
Okningen 1 produksjonen har fort med seg en betydelig avskoging av regnskog med de
bekymringene dette har for klimautviklingen. I Brasil har regnskogen blitt redusert med en
storrelse pd 2,5 ganger arealet av det norske fastlandet siden 1980 — tallet (Gjesund et al., 2020).
I tillegg kommer det negative med & bruke landarealer velegnet til matproduksjon for &
produsere forrastoffer. Nar det er sagt er det imidlertid nedvendig & huske at det kun er rundt
4% av foringredienser fra landbruk (kraftfor) i verden som blir brukt i akvakulturneringen,
mens 40% gér til fjerfe, 30% til gris og 25% til drovtyggere (Troell et al., 2014). Bide
akvakulturproduksjon og fangst av villfisk generer et betydelig lavere karbonavtrykk
(klimagassutslipp) enn produksjon av storfe i landbruket (Gephart et al., 2021; Poore &
Nemecek, 2018). Transport av ravarene (foringredienser) over lange distanser og
drivstofforbruk ved fiske utgjor en stor del av karbonavtrykket i sjomatneringen. En av de
storste utfordringene ved den ekende produksjon av fisk og skalldyr i oppdrett er altsa tilgangen
pa foringredienser, hovedsakelig protein og olje, for 4 kompensere for mangel pa fiskemel og
fiskeolje. I Norge er det ogsa som nevnt ovenfor et enske om a redusere bruken av importert

soya fra Ser-Amerika og andre landplanter dyrket pa arealer som kan brukes til matproduksjon.
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1.1 Alternative proteinrastoffer til fiskefor

En rekke alternative proteinrdstoffer har blitt foreslétt til bruk i fiskefor, og i Norge har det

naturlig nok vaert mest sgkelys pa rastoff til bruk i laksefor (Albrektsen et al., 2022; Gjosund et

al., 2020; Olsen & Hasan, 2012). Det er i midlertidig flere kriterier som mé vere tilfredsstilt

for et mulig proteinrdstoff er av kommersiell interesse hos en forprodusent:

Réstoffet ber foreligge i torket form (mel) eller i det minste ha et vanninnhold
pd mindre enn 45-50% (Olsen & Toppe, 2017). Arsaken er knyttet til
lagringsmulighet og stabilitet, og at kommersielt formulert for produseres som
torrfor (Olsen & Hasan, 2012).

Foringrediensen ma vare tilgjengelig hele aret og produseres i store kvanta
(Albrektsen et al., 2022). Sistnevnte illustreres blant annet ved at prisen pa
fiskemel oppgis per tonn. Prisen pd fiskemel har i hovedsak variert mellom
1200 og 1 500 US $ per tonn de siste 10 arene (Acién Fernandez et al., 2021;
Olsen & Hasan, 2012).

Prisen pé proteinristoffet ber ikke vere betydelig dyrere enn de som benyttes i
dag. Foret er den sterste utgiften, og star for opp mot 70% av de totale
produksjonskostnadene i havbruksnaringen (Brambilla & Filippis, 2005).

Hoy proteinkvalitet: Heyt proteininnhold, heyt innhold av essensielle
aminosyrer, og fri for antinzringsstoffer eller andre stoffer som reduserer
proteinfordeyelsen eller hemmer opptak av fordeyd protein (Albrektsen et al.,

2022).

Foreslitte mulige proteinrastoffer:

1. Restrastoff fra prosessering av fisk og bifangst som ikke kan brukes til

menneskemat. Under sloying og videreforedling oppstar det en rekke restrastoffer. I

2020 ble 85% (ca. 861 000 tonn) av alt restrastoff fra norsk fiskeri- og havbruksnaring

utnyttet. Mesteparten, 576 000 tonn, ble utnyttet til for enten ved tradisjonell fiskemel

og oljeproduksjon eller ved ensilering (Myhre et al., 2021). Det er i hvitfisksektoren at

potensialet for gkt utnyttelse er storst, spesielt i den havgéende flaten, og totalt ble det

estimert at 123 000 tonn restrastoff i denne sektoren ikke ble utnyttet i 2020 (Myhre et

al., 2021). Dersom man antar et vanninnhold pd 80% 1 restrastoffet, vil dette gi cirka



27 000 tonn fiskemel (10% vann). Den havgéende flaten er langt fra land og fisken blir
derfor prosessert om bord for innfrysing. Uten tilgjengelig teknologi eller plass blir en
stor andel av det som kunne vert utnyttet (slo, rygger og hoder), kastet over bord.
Produksjonen av fiskemel og fiskeolje fra restrastoff har imidlertid ekt de siste arene,
fordi nyere norske fartoyer som bygges har lagt til rette for slik utnyttelse. I 2020 ble
det produsert nesten 4 000 tonn mel og vel 800 tonn fiskeolje fra restrastoff i den
havgaende flaten (Myhre et al., 2021). Restrastoff fra ombordproduksjon mé kunne

karakteriseres som «lavt hengende frukt» med hensyn pé framstilling av forréstoffer.

. Biprodukter fra prosessering av varmblodige landdyr.

Slakting av varmblodige dyr og fjaerkre genererer en stor andel restrastoff (Gjosund et
al., 2020), og mel av slike restrastoffer regnes & ha god ern@ringsmessig kvalitet til bruk
1 for (Olsen & Hasan, 2012). Epidemien med «kugalskap» i 1986 forte imidlertid til at
det ble forbudt & bruke animalske proteiner (mel) i for grunnet frykt for overfering av
prioner som kan gi opphav til spongiforme encefalopatier («hjernesvinn») hos
mennesker og dyr (Woodgate et al., 2022). 1 2013 kom det en ny lovgivning som igjen
gjorde det lovlig & bruke sdkalt kategori 3 biprodukter i for til dyr. I
akvakulturproduksjon i Europa gjelder dette for prosessert animalsk protein fra dyr som
ikke er drevtyggere (Woodgate et al., 2022). Animalske biprodukter (hovedsakelig fra
fjeerkre) har blitt brukt i laksefor 1 Chile og Canada i mange &r. Lakseproduserende land
1 Europa har til tross for at forbudet ble opphevet valgt & ikke inkludere slike ravarer i
foret. Grunnen til dette er ikke sikker, men det kan ha sammenheng med god tilgang til
fiskemel og andre proteinkilder, og lav konsumentaksept for bruk av slike forrastoffer

(Albrektsen et al., 2022).

. Hosting pa lavere trofiske nivier (krill, raudite og mesopelagisk fisk).

Pé lavere trofiske nivder er det hoy biomasse av organismer av ernaringsmessig god
kvalitet (Olsen et al., 2020). Den marine kopepoden raudéte (Calanus finmarchicus) og
Antarktisk krill (Euphausia superba) har vist heyt potensiale for 4 kunne delvis erstatte
fiskemel i for til flere arter (Albrektsen ef al., 2022; Olsen & Hasan, 2012). Forsek med
reker og laks har vist at sma mengder krillmel tilsatt 1 foret har positiv effekt pa vekst,

sannsynligvis som smaksattraktant (Hatlen ef al., 2017; Nunes et al., 2019). Begge
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artene hostes med trdl for primaert & produsere oljer rik pa langkjedede omega-3 fettsyrer
til bruk som kosttilskudd for mennesker. Sannsynligvis er kostnadene med hesting og
prosessering av slike dyreplankton for store til at de kan brukes som et generelt
proteinrastoff (Olsen & Hasan, 2012). Dyreplankton som krill og raudate er nekkelarter
1 neringskjeden 1 havet og hesting ma derfor gjores med stor forsiktighet for ikke &
pavirke mattilgangen til fisk, sjepattedyr og sjefugl negativt. I tillegg kan traling etter
dyreplankton fore til bifangst av fiskeyngel og kontrollen ved slik hesting ma derfor
vaere god.

Mesopelagisk fisk er ofte en blanding av sma fiskearter og virvellese dyr
(<10 cm), som hovedsakelig lever i den mesopelagiske sonen, 200 — 1000 meters dyp
(Olsen et al., 2020). Her migrerer de ofte opp i vannseylen gjennom natten og ned igjen
pa dagtid (Gjesxter & Kawaguchi, 1980). Biomassen av mesopelagisk fisk globalt sett
er estimert til & vaere pa hele 6 til 10 billioner tonn (Irigoien et al., 2014), noe som
tilsvarer opp til 100 ganger den &rlige fangsten 1 tradisjonelle fiskerier (Alvheim et al.,
2020). Kommersiell utnyttelse av mesopelagisk fisk til for eksempel fiskefor, er fortsatt
begrenset grunnet tekniske utfordringer knyttet til fangst, prosessering og manglende
kunnskap om baerekraftig hosting av ressursen (Albrektsen et al., 2022). Sterrelsen pa
disse mesopelagiske artene og at flere inneholder fett i form av voksestere (Olsen et al.,

2020) har gjort at de til na ikke har vert aktuelle som menneskemat.

. Insektsmel.

Interessen for insektsmel, egentlig mel av insektslarver, til bruk i for til akvakultur har
de siste arene vert okende (Hua et al., 2019; Llagostera et al., 2019). 1 2017 godkjente
den Europeiske Unionen prosessert insektsprotein (f.eks. insektsmel) fra syv insektarter
til bruk i akvakultur (Mattilsynet, 2017). Sort soldatflue (Hermetia illuscens), husflue
(Musca domestica) og gul melbille (Tenebrio molitor) er de mest undersegkte artene
(Hua et al., 2019). 1 dag produseres insektslarvene til for i Europa hovedsakelig pé
landbruksavfall fra produksjon av frukt, grennsaker og korn (Gjesund et al., 2020), men
det er ogsd tillatt & bruke fiskemel, blodmel fra ikke-drevtyggere, egg og
meieriprodukter (Mattilsynet, 2017). Det er sd langt ikke lov & fore larvene med
matavfall fra husholdninger. Det er vist til suksess ved inkludering av insektsmel i for

til Atlantisk laks (Belghit et al., 2019), likevel er det ogsa studier som har vist til redusert
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appetitt og vekst hos fisk som har fatt dette inkludert i foret (Kroeckel et al., 2012;
Reyes et al., 2020). Til tross for store fremskritt innen forskning med bruk av
insektsmel, er ikke dagens tilgengelige mengder tilstrekkelig for omfattende bruk av
insektsmel 1 akvakulturfor (Aas et al., 2022). Det er ogsa behov for gkt kunnskap knyttet
til prosessering og automatisering av insektsproduksjon (Albrektsen et al., 2022). Prisen

pa insektsmel er i dag betydelig hoyere enn prisen pa fiskemel (Gjosund et al., 2020).

. Mikrobielle proteinrastoffer («Single cell proteins»).

Bakterier, sopp (gjer) og mikroalger har vert foreslitt som proteinrastoff til bruk i
oppdrettsfor (Glencross et al., 2020; Tacon et al., 2006). Slik mikrobiell biomasse kan
produseres pé flere méter. Det enkleste og billigste alternativet er biomasse i form av
biprodukt fra industrielle gjeringsprosesser som spritproduksjon eller ved glbrygging.
Flere studier ha vist at slik gjerbiomasse kan brukes i for til fisk (Ferreira et al., 2010;
Li et al., 2010; Oliva-Teles & Gongalves, 2001; Webster ef al., 1992). Alternativt kan
bakteriell biomasse produseres ved & bruke et ganske billig organisk karbonsubstrat, for
eksempel metan (naturgass) og nyttes til fiskefor (Qverland et al., 2010; Aas ef al.,
2006). Kostnadene ved & produsere en bakteriell biomasse basert pd naturgass er relativt
haye (Olsen & Hasan, 2012), og sa vidt jeg vet sd foregér det i dag ingen kommersiell
produksjon rettet mot forproduksjon.

Industriell produksjon av mikroalger for bruk i fiskefor er et tema som har veert
forsket en god del pa de siste arene (Beal et al., 2018; Cerri et al., 2021; De Cruz et al.,
2018; Nagappan et al., 2021; Tibbetts et al., 2017; Yarnold et al., 2019). Mikroalger er
en stor gruppe mikroorganismer som er primarprodusenter i akvatisk miljo, og med
svaert ulike levesett. Heterotrofe mikroalger kan vokse i merket pd et organisk
karbonsubstrat, for eksempel glukose, mens autotrofe (fotoautotrofe) mikroalger bruker
lys som energikilde og CO2 som karbonkilde slik som andre fotosyntetiserende planter.
Kostnader ved industriell produksjon av heterotrofiske mikroalger er vanligvis heyere
grunnet behovet for organisk vekstsubstrat enn produksjon av autotrofe mikroalger
(Acién Fernandez et al., 2021). Autotrofe mikroalger deles gjerne inn i to grupper:
gronnalger med en cellevegg bestdende av ufordeyelige polysakkarider, og kiselalger
(diatomeer) med et kiseskall som er bygd opp av silisium. Diatomeer er den storste

gruppen av mikroalger i det akvatiske miljo og mer enn 12 000 arter har sa langt blitt
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indentifisert (Svenning, 2020). Autotrofe mikroalger kan produseres i &pne dammer
med god tilgang pa sollys, eller i lukkede tanker eller rorsystemer med kunstig lys. S&
langt er det relativt smi volumer (< 500 tonn/ar) med alger som blir produsert pa
verdensbasis og det er produksjon i dpne dammer som dominerer. Anvendelsen er
primart til helsekostprodukter, spesialfor og kosmetikk (Acién Fernandez et al., 2021).
Hoyt askeinnhold og heye produksjonskostnader gjor det utfordrende & bruke
mikroalgemel som proteinkilde i for, og kostnadene ma derfor reduseres (Olsen &
Hasan, 2012). Prisen varierer pd mellom 15 og 25 €/kg, til sammenligning ligger prisen
til fiskemel pa rundt 1,5 €/ kg, og soyaprodukter har en pris pd rundt 0,5 €/kg (Acién
Fernandez et al., 2021).

. Makroalger.

Akvatiske planter, 1 all hovedsak marine makroalger (tang og tare), produseres serlig i
Asia, men produksjonen i Norge er ogsé ekende (Biancarosa ef al., 2017). 1 2018 ble
det hestet 32,4 millioner tonn globalt, hvor av mesteparten (97,1%) ble oppdrettet
(FAO, 2020). Fordelene med utnyttelse av makroalger er at de har hgy veksthastighet
og er ikke avhengig av ferskvann, landarealer eller gjodsling. Anvendelsen er primert
fersk eller torket til humant konsum og for utvinning av marine polysakkarider som
karragenan, agar og alginater til bruk i matvarer (Albrektsen ef al., 2022). Algene deles
normalt inn i tre hovedgrupper; brunalger (Phaeophyta), grennalger (Chlorophyta) og
redalger (Rhodophyta). En ulempe i1 forsammenheng er at makroalger har et lavt
proteininnhold pa terrstoffbasis; brunalger 2,4 til 16,8%, grennalger 3,2 til 35,2% og
redalger 6,4 til 37,6% (Overland et al., 2018). Innholdet av aske og ufordeyelige
polysakkarider i alle tre gruppene er derimot hoyt, henholdsvis fra 11 til 55% og fra 15
til 66% avhengig av art. Alt dette bidrar til at mel av makroalger antakelig er lite egnet
som proteinrdstoff i fiskefor, som beskrevet av flere (Angell et al., 2016; Fleurence,
1999; Mahre et al., 2014; Overland et al., 2018). En mulighet kan vare 4 ekstrahere og
konsentrere protein fra makroalger (Harnedy & FitzGerald, 2013; Mehre ef al., 2014;
Overland et al., 2018), men dette er noe som sannsynligvis vil gjere proteinet for dyrt

for bruk 1 for.



1.2 Proteinkvalitet

Proteiner er helt sentrale 1 vekst, utvikling og funksjon av organer og vev, og har et mangfold
av roller i kroppen. Eksempler er enzymer, strukturelle proteiner som kollagen, de kontraktile
muskelproteiner som aktin og myosin, transportproteiner som lipoproteiner, hormoner som
insulin og forsvarsproteiner som antistoffer (immunglobuliner). Proteinene syntetiseres i
organismen med utgangspunkt i 20 forskjellige aminosyrer. Oftest regner man med at 10 av
aminosyrene er essensielle, det vil si at dyr, inkludert fisk, ikke er i stand til & syntetisere dem
selv, men ma fa de tilfort gjennom kosten (tabell 1). De ikke-essensielle aminosyrene kan
organismen syntetisere selv, likevel betraktes noen av de som betinget essensielle, fordi de

syntetiseres direkte fra essensielle aminosyrer.

Tabell 1: Oversikt over essensielle og ikke essensielle aminosyrer hos dyr og fisk. Modifisert
fra Nelson og Cox (2000).

Essensielle og ikke essensielle aminosyrer hos dyr og fisk
Essensielle Ikke-essensielle
Arginin Alanin
Histidin Asparaginsyre
Isoleucin Asparagin
Leucin Glutaminsyre
Lysin Glutamin
Metionin > Cystein
Fenylalanin > Tyrosin
Treonin Glycin
Tryptofan Prolin

Valin Serin

Aminosyren tyrosin lages med utgangspunkt i fenylalanin, og cystein dannes av metionin. I
oversikter over anbefalte mengder essensielle aminosyrer er derfor summen tyrosin og
fenylalanin, og cystein og metionin oppfert (Damodaran, 1996). Behovet for essensielle
aminosyrer er storst i organismer som vokser, og ved for liten mengde i kosten kan veksten
reduseres og helsa svekkes. Hos voksne pattedyr blir aminosyren arginin regnet som ikke-
essensiell fordi den kan lages i ureasyklusen nar overskudd av nitrogen skilles ut i form av urea.
Hos voksende individer er den essensiell fordi behovet er sa stort (Nelson & Cox, 2000). Hos
fisk regnes arginin som essensiell fordi fisk ikke har en fungerende ureasyklus.
Overskuddsnitrogen skilles ut som ammoniakk, ikke som urea (Espe et al., 2001).

Proteinréstoff fra fisk og dyr er av god kvalitet grunnet et heoyt innhold av essensielle



aminosyrer. Planteproteiner er gjerne av lavere kvalitet pd grunn av at mengden lysin og- /eller
metionin oftest er lav (Damodaran, 1996).

I tillegg til innholdet av essensielle aminosyrer er ogsa fordeyeligheten til protein av
betydning for proteinkvaliteten. Fordeyeligheten pavirkes blant annet av proteinets struktur.
Delvis denaturerte proteiner vil vaere lettere & bryte ned enn ikke-denaturerte («native»)
proteiner. I tillegg vil fibrese og svart denaturerte globulare proteiner vare vanskelige &
fordeye. En annen faktor som er av betydning, er mengden antinaringsstoffer. Slike stoffer,
som 1 hovedsak finnes 1 planter, kan redusere proteinfordeyeligheten og derved
tilgjengeligheten av aminosyrer og peptider (Damodaran, 1996). Heye nivaer har vist 4 kunne
redusere fordeyeligheten med opptil 50% (Gilani et al., 2005). Eksempler pa antineringsstoffer
i planter er ifelge Damodaran (1996) hemmere av fordeyelsesenzymene trypsin og
chymotrypsin, og lektiner som binder seg til karbohydratmolekyler pd celleoverflaten til
tarmcellene og hemmer opptak av for eksempel aminosyrer. Disse antin@ringsstoffene er
proteiner som i ganske stor grad vil inaktiveres (denatureres) ved varmebehandling. Et storre
problem i forsammenheng er de varmestabile antinzringsstoffene som fytinsyre som hemmer
opptak av mineraler og polyfenoler (for eksempel tanniner) som binder seg til proteiner og gjor
det vanskelig for fordeyelsesenzymer a virke. Ufordeyelige polysakkarider (kostfiber) vil ogsa
binde seg til proteiner og gjere at fordeyelsesenzymene virker darligere. Antineringsstoffer vil
imidlertid vare et mindre problem dersom proteinene isoleres for de blir brukt i for. For

eksempel brukes ikke soyamel i1 laksefor, men soyaproteinkonsentrat.

1.3 Proteinfordeyelse
I fordeyelsen hydrolyseres proteiner ved hjelp av enzymer til mindre forbindelser; di- og
tripeptider og frie aminosyrer, som kan absorberes i tarmcellene (mucosacellene). Den
enzymatiske nedbrytning av protein starter i magesekken. Her bidrar lav pH til & aktivere
pepsinogen til pepsin. Den lave pH bidrar ogséd til & denaturere proteiner slik at
peptidbindingene blir mer tilgjengelig for pepsin og protein kan spaltes til storre
polypeptidkjeder (figur 3). Optimal pH for pepsinaktivitet hos pattedyr er pa rundt 2,0 mens i
fisk er pH optimum pa cirka 4,0 (Espe et al., 2001).

Inaktivt trypsinogen syntetisert i bukspyttkjertelen skilles ut i tarmen hvor det blir
aktivert til trypsin av enzymet enterokinase. Eksempler pa andre inaktive proteaser som

syntetiseres 1 bukspyttkjertelen er chymotrypsinogen, proelastase og prokarboksypeptidase A
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og B. Disse blir aktivert i tarmen av trypsin til henholdsvis chymotrypsin, elastase og
karboksypeptidase A og B. Trypsin aktiverer ogsé trypsinogen til trypsin. Disse svakt basiske
fordeyelsesenzymene spalter polypeptidene som kommer fra magesekken videre til frie
aminosyrer, di- og tripeptider (figur 3). Trypsin, chymotrypsin og elastase er endopeptidaser,
og spalter peptidbindinger inne i peptidkjeden. Karboksypeptidasene fungerer som
eksopeptidaser og fjerner den ytterste aminosyren ved karboksylenden. Amino-, di og tri-
peptidaser 1 mucosaveggen, kalt berstesem enzymer, bidrar videre i nedbrytningen (figur 3).
Ikke bare frie aminosyrer, men ogsé di- og tripeptider blir absorbert av tarmcellene hvor

peptidene blir brutt ned intracelluleert til fire aminosyrer.

Munn/svelg
Magesekk
pH=1,5-2,0
Pepsin )
HCI
Protein v Tynntarm
pH=7,5

N

Bukspyttkjertel proteaser

>l
\ Borstesgm enzymer

o
Polypeptider . : o
Oligopeptider 0000 O
Tripeptider ()
Dipeptider ... ‘

Aminosyrer ®

Polypeptider

Figur 3: Fordeyelse av protein i magesekk og tynntarmen med enzymer. Figuren er modifisert
fra Espe et al. (2001)

God fordeyelighet kan bidra til 4 redusere forfaktor og faecesvolumet (Annamalai et al., 2021).
I hvor stor grad protein i rastoff fordeyes er derfor relevant & vurdere nér et for skal settes
sammen. /n vivo analyser er svaert tidskrevende og kostbare (Fernandez-Garcia et al., 2009),
samt gjor det vanskelig & gjore uttak fra spesifikke omrader i fordeyelsen (Orlien et al., 2021).
Derfor har in vitro metoder blitt utviklet som et alternativ. Denne metoden simulerer de
fysiologiske forholdene i fordeyelsen (mage og tynntarm). Dette gjores ved bruk av blant annet
temperatur, omrering, regulering av kjemiske forhold og tilsetning av proteolytiske enzymer.
Metoden er ikke helt neyaktig, men gir likevel et godt estimat av fordeyelse av ulike

proteinrastoffer (Fernandez-Garcia et al., 2009).
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Det overordnede mélet med masteroppgaven var 4 underseke om mel av tre mikroalger og
en makroalge kan vare mulige proteinrdstoff i fiskefor. Mikroalgene var en grennalge,
Chlorella vulgaris, og to kiselalger, Porosira glacialis og Odontella aurita, mens makroalgen
var grisetang, Ascophyllum nodosum. Algemelene ble sammenlignet med kommersielt fiskemel
som brukes i laksefor. Konkrete delmal var:

1. Undersoke den kjemiske sammensetningen, inkludert aminosyre- og fettsyreinnhold i

melene.

2. Studere in vitro fordeyelse av melene ved a bruke pepsin og bukspyttkjertelenzymer

(pankreatin) fra gris.
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2 Materialer og metoder

2.1 Materialer (rastoff)

Frossen biomasse av kiselalgen Porosira glacialis var fra Finnfjord AS. Denne véte biomassen
ble i de fleste tilfeller frysetorket for bruk. Terket Odontella aurita (kiselalge) var fra KissPlanet
(Gembloux, Belgia), og terket Chlorella vulgaris (grennalge) var fra helsekostbutikk (Life) i
Tromse. Terket og finmalt grisetang: Ascophyllum nodosum var fra ProBio, Arctic Seaweed
AS (Flekkefjord, Norge). Fiskemel (GQH LT/ Prime nonEQ) var gitt av direkter Mads
Martinsen, Skretting AS.

2.2 Kjemikalier
Pepsin fra gris (P7125, > 400 Units/mg protein), pankreatin fra gris (P1750, 4xUSP),
trikloreddiksyre, svovelsyre (97%), Folin & Ciocalteus fenol reagens, Natriumkarbonat,
Kopper(Il)sulfat pentahydrat, Kaliumklorid (=99,5%), L-tyrosin (T3754), DL-norleucine
(N1398) og Heptadekansyre (17:0) (= 98%), aminosyrestandarder (A6407 og A6282), OPA-
reagens (o-phthaldialdehyd) (P7914), di- Natriumhydrogenfosfat (NaHPO> 1.06580),
Natriumdihydrogenfosfat (NaH2PO4 1.06342), fettsyrestandard PUFA 1 og bovine serum
albumin (BSA) (A7906) var alle fra Sigma - Aldrich (St. Louis, MO, USA). Acetonitril (MS
kvalitet) og maursyre (MS kvalitet) var begge fra Sigma - Aldrich (Steinheim, Tyskland).
Saltsyre (37%; 12 M), dithiothreitol (DDT), diklormetan (100%), metanol (100%),
n-heptan (99,8%) og natriumklorid var fra VWR Chemicals (Fontenaye-sous-Bois, Frankrike).
Magnesiumklorid, kaliumdihydrogenfosfat (>99,0%) og dikaliumhydrogenfosfat (>99,0%) var
fra Fluka (Buchs, Sveits). Fettsyrestandard GLC 502 og GLC 411 var fra Nu-Chek Prep, Inc
(Elysian, MN, USA). Kalsiumklorid (p.a., > 98,0) og trinatriumsitrat dihydrat fra Merck
(Darmstadt, Tyskland). Lithium loading buffer, pH 2,2, var fra Biochrom Co. (Cambridge,
Storbritannia). N»-gass var fra AGA AS (Oslo, Norge).
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2.3 Metoder

2.3.1 Frysetorking

Frossen, vakuumpakket blokk (20x10x2 cm) med vét P. glacialis oppbevart ved -80 °C ble delt
i 1 cm brede staver ved hjelp av hindsag, og lagret ved -80 °C i 2 timer for fryseterking i en
Scanvac CoolSafe frysetarker (LaboGene AS, Allered, Danmark). Det frysetorkede melet ble

s& oppbevart i kjeleskap, sammen med de andre melproduktene.

2.3.2 Vann- og askeinnhold

Vanninnholdet ble estimert ved bruk av AOAC metoden 950.46b (AOAC, 1975). Det ble
benyttet seks paralleller av hver prove. Noyaktig 2 gram av melproduktene og 5 gram av vt
P. glacialis ble overfort til tarerte aluminiumsbeger og terket ved 105 °C i varmeskap
(Heratherm Oven, Thermo Scientific, Langenselbold, Tyskland) i ett til tre degn, til stabil vekt.

Vanninnholdet ble beregnet ved hjelp av formelen:

Vatvekt — Tagrrvekt
Vanninnhold (%) = \Eﬁg’zvekt @ &) * 100%

Terrstoffinnholdet ble enkelt beregnet:

Torrstoff (%) = 100% — Vanninnhold (%)

De torkede provene ble videre brukt for bestemmelse av askeinnhold ved & bruke AOAC
metoden 938.08 (AOAC, 1975). Provene ble forbrent ved 540 °C 1 forbrenningsovn
(Nabartherm GMbH. Program Controller S27, Lilienthal, Tyskland) i 16 timer, for de ble veid
pa nytt. Askeinnholdet pd vitvektsbasis ble beregnet ved hjelp av formelen:

Vekt etter tgrking og forbrenni
Askeinnhold (%) = Vﬁtviktg(g) g (e) * 100%

For & beregne innholdet av de ulike komponenter 1 melproduktene, for eksempel aske, pé

torrstoftbasis (TS) ble folgende ligning brukt:
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Aske (%) Askeinnhold pa vatvektsbasis (%) 100%
= *
SKelo Terrstoffinnhold (%) °

2.3.3 Aminosyre- og proteininnhold

Proteininnhold 1 melproduktene ble beregnet ut fra kromatografisk analyse av
aminosyreinnholdet etter syrehydrolyse, opprinnelig beskrevet av Moore og Stein (1963). Det
ble laget 2 paralleller av hver prove. Cirka 40 mg mel ble veid ut i 4 ml glassrer (Thermo
Scientific, Langerwehe, Tyskland) for deretter & bli tilsatt 0,7 ml Milli-Q H>O og 0,5 ml
internstandard (20 mM, DL-Norleucine). Dette ble sa blandet med 1,2 ml konsentrert
saltsyre (12 M) til en sluttkonsentrasjon pad 6 M. Provene ble deretter «flushet» med N2-gass i
ca. 15 sekunder og raskt lukket med skrukork. Pregvene ble si satt i varmeskap (Heratherm
Oven) pa 110 °C i ca. 24 timer og avkjelt, for 1 ml ble overfort til Eppendorf rer. Rerene ble
sentrifugert (Eppendorf sentrifuge 5424 R, Hamburg, Tyskland) pa 14 000 rpm i 5 minutter for
fjerning av partikler. 100 pl ble overfort til analyserer beregnet for aminosyreanalysatoren og
dampet til torrhet med Na-gass. De torre provene ble sa lost ut i 1 ml «loading» buffer (Lithium
loading buffer, pH 2,2). Provene ble oppbevart med kork i kjoleskap fram til analyse.
Aminosyrene ble separert med ionebytterkolonne pd en Biochrom 30+ aminosyreanalysator
(Biochrom Co., Cambridge, Storbritannia) og derivatisert med Ninhydrin. Aminosyrene ble
identifisert ved bruk av to standardblandinger av aminosyrer. Proteininnholdet ble kalkulert ved
a bruke DL-norleucine som standard og beregnet ut fra summen av molekylvektene til de
individuelle aminosyrene etter at molekylvekta til vann (18 dalton) er fratrukket (Mahre et al.,
2018). Analysene av pravene som viste lavt innhold av aminosyrer ble gjort pa nytt med storre
innveid prevemateriale; ca. 120 mg Porosira glacialis og Odontella aurita, og ca. 200 mg

grisetang.

2.3.4 Lipidekstraksjon

Fettinnholdet ble bestemt ved & bruke en modifisert utgave av metoden opprinnelig publisert
av Folch ef al. (1957). Det ble brukt 3 - 4 paralleller av hvert mel. Cirka 200 mg ble veid ut i
tarerte 15 ml sentrifugeror og neyaktig vekt ble notert. Provene ble tilsatt 4 ml
diklormetan/metanol (2:1) og 4 ml 5% NaCl i Milli-Q vann. Det ble satt pa lokk og prevene ble
ristet for hand fer sentrifugering i 5 minutter ved 300xg (Eppendorf sentrifuge 5804 R). Den
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organiske fasen (nederst) ble overfert til 8 ml forhdndsveide glassror (VWR, Darmstadt,
Tyskland), ved hjelp av glasspipette. Diklormetan/metanol (2:1) (4 ml) ble pa nytt tilsatt
sentrifugererene, pravene ble ristet og sentrifugert, for den organiske fasen ble tilsatt de samme
8 ml glassrorene. Rarene ble sa dampet til torrhet med N»>-gass og lipidinnholdet beregnet ved

bruk av formelen nedenfor:

Glassrgr med innhold — Tomt glassrgr
Fett (%) = ( . ® & &) * 100%
Innveid mengde prgve (g)

2.3.5 Fettsyresammensetning

Fettsyreanalyse ble utfort med modifisert utgave av metoden til Christie & Han (2010).
Ekstrahert fett ble lost ut til 10 mg/ml i diklormetan/metanol (2:1) og 100 pl ble overfort til
metyleringsreor (Duran GL 18, Mainz, Tyskland). Diklormetan (900 pl) og 2 ml H>SO4 ble
tilsatt for provene med lokk ble satt i varmeblokk (Thermo Fisher Scientific, Osterode,
Tyskland) og inkubert ved 100 °C i en time. Provene ble sa tatt ut og kjelt ned for tilsetning av
3 ml heptan og 3 ml 5% NaCl. Den organiske fasen (everste fasen), ble pipettert over i proveror
ved hjelp av glasspipette og dampet til torrhet under nitrogengass. Til slutt ble pravene lost ut
1 100 pl heptan og overfort til GC ror (VWR, Darmstadt, Tyskland). Rerene ble plassert i en
Agilent 6890N gasskromatograf (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) for analyse av
de metylerte fettsyrene. Gasskromatografen er utstyrt med en 7683-auto-injektor, en Varian
CP7419 kapillerkolonne og flammeionisasjonsdetektor. Helium ble benyttet som baregass og
temperaturen var 240 °C pd injektoren og pad 250 °C i detektoren. Fettsyrene ble identifisert
ved a sammenligne retensjonstidene med kjente metylerte fettsyrestandarder (GLC 502, GLC

411 og PUFA 1). Arealprosent av fettsyrene ble beregnet ved hjelp av formelen:

Areal (%) Areal av den enkelte fettsyre i kromatogrammet 100%
= *
reatis Totalt areal av alle fettsyrestoppene 0
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2.3.6 Fettsyremengder i melproduktene

Det ble gjort en separat analyse for beregning av mengde fettsyre per 100 gram terrstoff.
Internstandard, heptadekansyre (17:0) ble tilsatt melproduktene for fettekstraksjonen. Det ble
tilsatt 200 pl 17:0 (5 mg/ml diklormetan) til provene med 3-5% fett, og 400 pl til prevene med
10-12% fett. Deretter ble lipidene ekstrahert og fettsyrene analysert som beskrevet ovenfor.
Mengde fettsyre per 100 gram prove ble beregnet ved hjelp av formelen:

Arealtopp FA _ TilsattIS (mg)

x 100
Arealtopp IS Vekt prgve (g)

Mengde fettsyre (mg) per 100 g prgve =

2.3.7 Karbohydratinnhold

Karbohydratinnholdet ble estimert ved & trekke fra innholdet av vann, aske, protein og fett 1

melene (Tibbetts et al., 2015).

Karbohydratinnhold (%) = 100 — [vann (%) + aske (%) + protein (%) + fett (%)].

2.3.8 TCA-leselige peptider

Metoden for estimering av trikloreddiksyre (TCA)-laselige peptider var en modifisert utgave
av den beskrevet av Lowry et al. (1951) ved bruk av aminosyren tyrosin som standard (Gildberg
& Raa, 1983).

Lesninger:

Losning A: 1 g C¢HsNa3O7 x 2H20 og 0,5 g CuSO4 x 5H>0 lest i Milli-Q vann til 100 ml.
Losning B: 16 g NaOH og 50 g Na>COs lest 1 Milli-Q vann til 500 ml.

Modifisert alkalisk kopper reagens (M.A.C.R): 79 ml Milli-Q vann, tilsatt 1 ml lesning A og
20 ml lgsning B (lages daglig fer bruk).

Fremgangsméte:

Standard/preve (0,2 ml), ble tilsatt 0,8 ml M.A.C.R i 2 ml Eppendorf rer, blandet godt pd en
reagensrormikser og satt 30 min i romtemperatur. 1 N Folin & Ciocalteus fenol reagens (FC
reagens) (50 pl) ble tilsatt og provene ristet for videre henstand i 30 minutter ved

romtemperatur. Deretter ble preovene avlest spektrofotometrisk ved 700 nanometer (nm)
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belgelengde 1 et Genesys 20 spektrofotometer (Thermo Scientific, MA, USA). For a nullstille
spektrofotometeret ble 0,2 ml 5% TCA brukt som prove.

For & lage standardkurve ble det benyttet ulike konsentrasjoner av tyrosin pa henholdsvis
0; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 og 1,0 pumol/ml 5% TCA. Konsentrasjon pd 0,1 pmol
tyrosin/ml 5% TCA brukes videre. Ved hayere konsentrasjoner fir kurven en mer ikke-lineer
utvikling og absorpsjonen eoker ikke proporsjonalt med den ekende konsentrasjon. For

beregning av TCA- loselige peptider ble det brukt folgende formel:

ABS 700 nm prgve x 0,1 pumol/ml x FF
ABS 700 nm tyrosin

TE pmol/ml prgve =

TE = tyrosinekvivalenter. FF = fortynningsfaktor (ved absorpsjon > 0,80 ble proven fortynnet
slik at absorpsjonen ble mellom 0,10 og 0,80).

2.3.9 Molekylvektsfordeling under GI-fordeyelse studert med UHPLC MS
Sterrelsesfordelingen av TCA-loselige peptider etter 90 min pepsinfordeyelse og deretter 90
pankreatinfordeyelse av melproduktene, ble analysert ved & bruke en Agilent 1290 Infinity
ultra-high-performance veskekromatografi (UHPLC) koblet til en diode array detector og et
6540B Quadruple — Time of Flight massespektrometer (QToF-MS) med en dobbel
elektrosprayioniseringskilde. Systemet ble styrt av en MassHunter Data Acquisition-
programvare (B.06.01, SP1) (alt fra Agilent, Matriks, Oslo, Norge). Sterrelsen av TCA-lgselige
peptider ble ogsa undersokt ved tid 0 min etter start av pepsinfordeyelsen og i kontrollprever
uten tilsatt enzym inkubert i 180 minutter.

UHPLC-systemet var utstyrt med en Phenomenex Kinetex F5 UHPLC-kolonne (1,7
um, 100 A, 150 x 2,1 mm) (Verlese, Danmark) og 5 pl av TCA leselige peptider ble injisert.
Den mobile fasen besto av to elueringsmidler, hvor A var vann med 0,1% maursyre, mens B
inneholdt acetonitril med 0,1% maursyre. Gradienten i mobilfasen som ble brukt til elueringen
begynte med 5% B og ekte til 50% B i lopet av 8 minutter, deretter gkende fra 50-100% B 12
minutter, og holdt ved 100% B i 2 minutter til. Stremningshastigheten var 0,3 ml/min,
kolonnetemperaturen var 40 °C, og ionisering ble utfert med positiv polaritetsmodus.

Dataanalyse ble utfort ved bruk av MassHunter Qualitative Analysis B.07.00 SP2 (Agilent).

18



2.3.10 Hydrolysegrad med OPA-metoden

Hydrolysegrad ble estimert ved & bestemme antall frie aminogrupper ved bruk av o-
Phthaldialdehyd (OPA). Metoden er en modifisert versjon av de publisert av Held (2006) og
Nielsen et al. (2001). Mengde frie aminogrupper ble undersekt i supernatanter fra
pepsinfordeyelse (90 minutter) og pankreatinfordeyelse (90 minutter), samt for prever 0
minutter etter start og kontroll (180 minutters fordeyelse) uten enzym for alle mel. BSA 1 ulike
konsentrasjoner (2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 og 0,156 mg BSA/ml PBS-buffer, fosfatbufret
saltvann) ble brukt som mal for antall frie aminogrupper (figur 4). PBS-buffer pH 7,4 bestod
av 10 mM Na;HPOg4, 1,8 mM NaH,PO4, 137 mM NaCl og 2,7 mM KCI.

Metoden ble utfert ved at 30 ul supernatant, BSA-standardlesninger og blank (PBS
buffer) ble overfort til en blank 96-brenners plate (Thermo Scientific, Roskilde, Danmark). For
bruk ble OPA-reagens aktivert ved 4 tilsette 0,93 mg dithiothreitol/ml OPA reagens. 225 pl
aktivert OPA reagens ble tilsatt hver brenn ved hjelp av en multikanalpipette, og blandet ved a
pipetere opp og ned. Etter 5 minutter ble breonnene mélt ved 340 nm 1 SpectraMax i3 (Molecular

Devices, San Jose, CA, USA).

1,2

y=0,4212x - 0,0161
1 R2=0,9992

Absorbans (340 nm)
o o
(@) oo

k=)
~

0,2

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Konsentrasjon [BSA mg/ml]

Figur 4: Standardkurve for reaksjon mellom antallet frie aminogrupper og OPA reagens.
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2.4 Invitro fordeyelse av protein

2.4.1 In vitro gastrointestinal fordeyelse av protein i melprodukter
Fordoyelsesforsokene ble gjennomfert 1 2 faser, magesekk- og tynntarmfordeyelse
(gastrointestinal fordeyelse), med henholdsvis pepsin og pankreatin fra gris. Analysen er en
modifisert versjon av tidligere publiserte metoder (Ageeva, 2014; Jensen et al., 2009).
Fordeyelsesforsekene ble utfort med cirka 0,4 - 0,5 g protein per 100 ml saltlesning som
inneholdt 50 mM NaCl, 12 mM KCI, 10 mM CaCly, 2,4 mM MgCl; og 2,5 mM K;HPOs.
Surhetsgraden (pH) ble justert i saltlasningen med 1 M HCI til pH 2,0 etter at melet var tilsatt.
For & oppnd samme proteinkonsentrasjon i fordeyelsesblandingene ble det brukt 1,0 g fiskemel,
1,3 g mel av C. vulgaris, 2,65 g mel av P. glacialis, 3,15 g mel av O. aurita og 12,05 g
grisetangmel. I forsgket med vat biomasse av P. glacialis ble det tilsatt 23,3 g biomasse for &

oppnd samme proteininnhold i 100 ml saltlesning.

Prosedyre fordeyelsesforsek:

1. Melblandingene ble pre-inkubert i varmeskap (Heratherm Oven) ved 37 °C i 15
minutter for tilsats av 0,4 g pepsin/100 ml. Inkubasjonsblandingen var under konstant
roring med magnetrarer (250 rpm), og prever ble tatt ut ved ulike tidspunkt fra tid 0 og
opptil 180 min magesekkfordayelse.

2. P& hvert uttakstidspunkt ble fordeyelsen stoppet ved a tilsette 1 ml 10% TCA til 1 ml
prove i Eppendorf rer og blandet ved bruk av reagensrermikser i 5 sekunder. Blandingen
ble avkjelt pé is i minimum 30 minutter for sentrifugering ved 14000 rpm i 5 minutter
(Eppendorf sentrifuge 5424 R). Mengden TCA-lgselige peptider i supernatanten ble
bestemt.

3. Etter siste uttak av magesekkfordeyelse ble pH justert opp til cirka 7,5 ved dripevis
tilsetning av 2 M NaOH. 10 ml 0,1 M K;HPO4/KH>PO4 buffer pH 7,5 ble tilsatt. pH ble
eventuelt justert til 7,5 med 2 M NaOH for tilsats av 0,4 g pankreatin.

4. Etter tilsats av pankreatin ble 1 ml inkubasjonsblanding tatt ut ved tid 0 og ved ulike
tidspunkt ved opptil 90 min tynntarmsfordeyelse. Ved hvert uttak ble enzymfordeyelsen
stoppet med 1 ml 10% TCA og mengden TCA-lgselige peptider ble bestemt i
supernatant etter avkjeling og sentrifugering som beskrevet ovenfor.

5. Kontrollforsgk ble gjennomfert uten tilsatte enzymer for alle melproduktene.
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2.4.2 Pepsinfordeyelse (24 timer)

For & undersgke om det var noen videre nedbrytning i magesekken, ble det gjort et 24 timers
magesekkfordoyelsesforsgk for fiskemel. Her ble det benyttet samme prosedyre som i 2.4.1,
men med uttak etter 0, 1, 2, 3, 4, 10 og 24 timer. Det ble gjort 3 parallelle uttak for hvert
tidspunkt.

2.4.3 Pepsinfordeyelse med ulike konsentrasjoner av pepsin

For & undersoke hvordan ulike konsentrasjoner av pepsin pavirket nedbrytningen i
magefordeyelse ble det utfort et hydrolyseforsek i 4 timer med ulike konsentrasjoner av pepsin
for alle de 5 melene. Det ble gjort uttak etter 0; 0,5; 1; 2 og 4 timer. Mengde tilsatt pepsin var
0,4; 0,8 0g 2,0 g pepsin/ 100 ml saltlesning. En kontrollgruppe (uten enzym) ble ogsa undersekt
for alle melprodukter. Det ble gjort to parallelle uttak for hvert tidspunkt.

2.4.4 Tarmfordeyelse av varmebehandlet fiskemel

For & undersoke om varmebehandling pavirket tarmfordeyelse av fiskemel ble 1,0 g fiskemel
suspendert i 100 ml saltlesning, som beskrevet i 2.4.1. Det ble tilsatt 10 ml 0,1 M
kaliumfosfatbuffer (pH 7,5) og surhetsgraden justert med 2 M NaOH til pH 7,5. Losningen ble
varmebehandlet pa kokende vannbad i 15 min. Etter avkjeling til 37 °C, ble blandingen tilsatt
0,4 g pankreatin og plassert med magnetroring i varmeskap (37 °C) (Heratherm Oven). Prover
for bestemmelse av TCA-lgselige peptider ble tatt ut etter 0 min og ved ulike tidspunkt fram til
30 minutters fordeyelse. Kontrollforsek uten kokt fiskemel, men med tilsatt enzym ble

inkludert i forsgket.
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3 Resultater

3.1 Kjemisk sammensetning
Fiskemel hadde et vanninnhold pa 8,0% og inneholdt 51,3% protein, 11,0% fett og 17,2% aske
pa terrstoftbasis (tabell 2). Frysetorket P. glacialis inneholdt 0,8% vann og 17,9% protein,
12,1% fett og 50,7% aske pa torrstoftbasis. Mel av O. aurita hadde et vanninnhold pé 8,1% og
pa tarrstoffbasis et protein-, fett- og askeinnhold pa henholdsvis 16,2; 5,7 og 19,5%. Mel av C.
vulgaris inneholdt 4,9% vann, og 38,1% protein, 3,5% fett og 8,0% aske pa terrstoftbasis. For
mel av grisetang ble i samme rekkefolge verdiene funnet & vaere 8,9; 4,3; 4,0 og 24,9%.
Innholdet av karbohydrat ble beregnet til 20,5% i fiskemel, mens tilsvarende verdier i
melene av P. glacialis, O. aurita, C. vulgaris og grisetang ble funnet a veere henholdsvis 19,3;

58,7; 50,5 og 66,9%.

Tabell 2: Vanninnhold (%) og innhold (% terrstoff) av protein, fett, aske og karbohydrat i
fiskemel og mel av P. glacialis, O. aurita, C. vulgaris og grisetang. Verdiene er basert pa 3-6
parallelle analyser av hver melprove.

Vann Protein Fett Aske Karbohydrat
Fiskemel | 8,0+0,1 51,3+34 11,0+ 04 17,2+ 0,1 20,5
P. glacialis | 0,8+2,2 17,9+ 0,1 12,1 +0,7 50,7+ 1,1 19,3
O. aurita | 8,1+0,2 16,2+ 0,2 5,7£0,2 19,5+ 0,1 58,7
C. vulgaris | 4,9+0,1 38,1 £0,0 3,5+0,2 8,0=£0,1 50,5
Grisetang | 8,9+0,1 43+0,1 4,0+0,2 249+0,3 66,9

Vanninnholdet i vit biomasse av P. glacialis mottatt fra Finnfjord AS var 90,4 + 0,2%.

3.2 Aminosyresammensetning
Det totale innholdet av essensielle aminosyrer 1 fiskemel og mel av P. glacialis, O. aurita,
C. vulgaris og grisetang ble malt til & veere henholdsvis 514,1; 503,8; 482,1; 618,7 og 413,9
mg/g protein (tabell 3). Det totale innholdet av de ikke-essensielle aminosyrene var for melene
i samme rekkefalge henholdsvis 575,5; 661,5; 592,6; 544,3 og 639,5 mg/g protein.

Fiskemel inneholdt 98,4 mg lysin og 39,2 mg metionin/g protein. Algemelene inneholdt
mellom 55,8 og 76,5 mg lysin/g protein med heyst innhold 1 mel av P. glacialis. 1 algemelene
varierte metionininnholdet mellom 18,6 og 30,2 mg/g protein. Ogsd for denne essensielle

aminosyren var det heyest innhold 1 P. glacialis av algemelene. Innholdet av arginin i
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C. vulgaris ble funnet til & vere sarlig hoyt, hele 220,7 mg/g protein. Den totale summen av

aminosyrer i mg i produktene var 5-16% heyere enn det kalkulerte proteininnholdet i gram.

Tabell 3: Aminosyresammensetning (mg AA/g protein) i fiskemel og mel av P. glacialis,
O. aurita, C. vulgaris, grisetang. ID = ikke detektert, EAA = essensielle aminosyrer, IEAA =
ikke essensielle aminosyrer. Verdiene er basert pd 2 parallelle analyser av hver melprove.

ID= ikke detektert.

Fiskemel P. glacialis O. aurita C. vulgaris Grisetang
Arginin 38,2+0,7 6,1 +0,1 84,6+ 0,3 220,7+0,2 53,5+0,2
Histidin 40,2 +0,5 25,1 £0,0 16,0 £ 0,1 22,0£0,1 16,3+0,0
Isoleucin 47,0+0,2 60,3 +£0,2 47,5+£0,3 37,0+ 0,0 39,5+ 0,0
Leucin 89,9 +0,2 103,9 +0,2 80,9 + 0,1 92,9+0,3 72,1 +0,1
Lysin 98,4+ 0,6 76,5+ 0,1 61,1 +£0,0 67,7+0,5 55,8+ 0,0
Metionin 39,2+0,0 30,2+0,0 25,3+£0,0 23,1+£0,5 18,6 £0,0
Fenylalanin 50,1 +0,2 70,4 £ 0,0 51,9+0,1 48,0 £ 0,1 48,8 £ 0,1
Treonin 54,0+ 0,2 63,1 £0,1 57,4+0,2 472 +0,1 55,8+0,1
Valin 57,1+ 1,0 68,2+0,2 57,4+04 60,1 £0,2 53,5+0,1
Tryptofan ID ID ID ID ID
EAA 514,1 503,8 482,1 618,7 413,9
Alanin 81,9+4,5 120,7+0,0 93,8+ 0,1 113,6 +0,4 79,1 +£0,2
Asparaginsyre* 88,7+0,4 120,7 £ 0,1 101,2+0,5 82,9+0,2 116,3+0,1
Glutaminsyre**  169,0 +2,0 165,9 + 0,0 1741+ 1,0 131,8 + 1,8 234,9+0,2
Glycin 79,1 £ 1,4 75,4 +0,1 69,1 £0,4 75,6 +£0,3 65,1 +0,1
Serin 51,3+0,3 63,1 +£0,0 56,8 + 04 459+0,3 55,8+0,1
Tyrosin 40,0 £0,3 42,5+0,0 28,4+0,2 37,3+0,0 20,9+ 0,0
Prolin 542 +5,6 66,5+ 0,1 63,0+ 1,0 50,1 £1,2 55,8+0,2
Cystein 11,3+0,0 6,7+0,0 6,2+0,1 7,1+0,0 11,6 £0,0
IEAA 575,5 661,5 592,6 544,3 639,5
AA tot. 1089,6 1165,3 1074,7 1163,0 1053,4

*inneholder ogsé asparagin. **inneholder ogsa glutamin

3.3 Fettsyresammensetning og fettsyremengder
I tabell 4 er fettsyresammensetningen uttrykt i prosent av det totale fettsyreinnholdet
(arealprosent). Det totale innholdet av mettede fettsyrer (SFA) var 35,6% 1 fiskemel, 12,1% i
P. glacialis, 56,3% 1 O. aurita, 32,2% 1 C. vulgaris og 26,6% 1 grisetang. Palmitinsyre (16:0)
var den dominerende mettede fettsyren i produktene med unntak av i P. glacialis hvor innholdet
av laurinsyre (14:0) var nesten like hoyt.

Fett i fiskemel, P. glacialis, O. aurita, C. vulgaris og grisetang inneholdt henholdsvis
22,1; 36,5; 39.4; 5,3 og 53,9% enumettede fettsyrer (MUFA). Disse fettsyrene besto nesten

utlukkende av palmitolensyre (16:1n-7) og oljesyre (18:1n-9) der sistnevnte var den
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dominerende fettsyren. Unntaket var i fett fra O. aurita hvor MUFA nesten utelukkende var
16:1n-7. Fett ekstrahert fra fiskemel inneholdt ogsa smé& mengder av langkjedede enumettede

fettsyrer (20:1n-9, 22:1n-9 og 24:1n-9).

Tabell 4: Fettsyreinnhold (areal %) i fett ekstrahert fra fiskemel og mel av P. glacialis, O.
aurita, C. vulgaris og grisetang. SFA = mettede fettsyrer, MUFA = enumettede fettsyrer, PUFA
= flerumettede fettsyrer, LC-PUFA= langkjedede flerumettede fettsyrer, n-3 = omega-3
fettsyrer, n-6 = omega-6 fettsyrer. ID=ikke detektert (tilstede i 0,5% eller mindre areal).
Verdiene er basert pd 3 parallelle analyser av hver melprove.

Fettsyrer Fiskemel | P. glacialis O. aurita C. vulgaris Grisetang
C14:0 6,3+0,5 54+0,4 14,8 +0,8 0,7+0,0 9,9+ 0,6
C16:0 23,5+ 1,5 6,7+ 0,4 40,0 + 0,3 29,8+ 0,3 14,7+ 0,3
C18:0 58+£04 ID 1,5+0,0 1,7+0,1 2,0+0,2

Total SFA 35,6 12,1 56,3 32,2 26,6

Cl16:1 n-7 69+04 | 10,1+0,4 38,3+0,6 0,8+0,2 1,4+0,0

C18:1 n-9* 129+09 | 264+1,2 1,1 £0,1 4,5+0,0 52,5+0,3

C20:1 n-9 0,9+0,1 ID ID ID ID

C22:1 n-9 0,7+0,5 ID ID ID ID
C24:1 n-9 0,7+ 0,4 ID ID ID ID
Total MUFA 22,1 36,5 39,4 53 53,9
Cl18:2n-6 3,0£0,1 ID 0,7£0,2 40,0 + 0,1 8,9+0,2
C20:2 n-6 D D D D 12+0.,0
C18:3n-3 0,7+0,1 ID ID 21,8 +0,1 19+0,1
C20:3 n-3 1,1£0.0 D D D 44+0.1
Cl18:4 n-3 ID 4,6 +0,3 ID ID ID
C20:5n-3 15,1£0,8 | 372+14 2,1+£0,2 ID 1,5+0,1
C22:5n-3 22=+0,1 ID ID ID ID
C22:6 n-3 18,6 + 1,0 55402 0,6 +0,0 ID 1D
Total PUFA 40,7 47,3 34 61,8 17,9
Total FA 98,4 95,9 99,1 99,3 98,4
PUFA n-6 3,0 ID 0,7 40,0 10,1
PUFA n-3 37,7 47,3 2,7 21,8 7,8
LC-PUFA n-3 35,9 42,7 2,7 D 1,5

*Kan ogsa inneholde C16:4 n-1

Fiskemel, P. glacialis, O. aurita, C. vulgaris og grisetang inneholdt henholdsvis 40,7,
47,3; 3,4; 61,8 og 17,9% flerumettede fettsyrer (PUFA). LC-PUFA n-3 utgjorde 35,9% av alle
fettsyrene i1 fiskemelet. Innholdet av eikosapentaensyre (EPA; 20:5n-3), dokosapentaensyre
(DPA; 22:5n-3) og dokosaheksaensyre (DHA; 22:6n-3) var henholdsvis 15,1; 2,2 og 18,6%. I
mel av P. glacialis var andelen EPA, stearidonsyre (SDA; 18:4n-3) og DHA henholdsvis 37,2;
4,6 og 5,5%. Totalt utgjorde LC-PUFA n-3 42,7% av fettsyrene. Linolsyre (LA; 18:2n-6) ble

ikke pévist i P. glacialis mens 1 fiskemel var det 3,0% av denne fettsyren. O. aurita hadde et
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svart lavt innhold av PUFA og her bidro linolsyre, EPA og DHA til henholdsvis 0,7; 2,1 og
0,6% av fettsyrene. PUFA 1 C. vulgaris inneholdt bare LA (40,0%) og a-linolensyre (ALA;
18:3n-3) (21,8%). Den dominerende PUFA i mel av grisetang var LA (8,9%), mens EPA bare
utgjorde 1,5%. Omega - 3 fettsyren 20:3n-3 ble funnet a utgjere 4,4% av fettsyrene i melet.

I en separat analyse ble en internstandard (17:0) tilsatt melene for ekstraksjon av fettet,
for & underseke hvor mye det var av de enkelte fettsyrene per 100 g torrstoff (tabell 5). I
fiskemel var innholdet LC-PUFA n-3 (EPA, DPA og DHA) 2,41g per 100 g tort mel. I mel av
P. glacialis var det 1,94 g per 100 gram. I 100 gram av O. aurita og grisetang ble det funnet
henholdsvis 36,9 og 14,9 mg til sammen av disse fettsyrene. LC-PUFA n-3 ble ikke pavist i C.

vulgaris.

Tabell 5: Fettsyreinnhold mg fettsyre/100 g torrstoff, for fiskemel, P. glacialis, O. aurita,
C. vulgaris og grisetang. Forkortelser som i tabell 4. Verdiene er basert pa 3 parallelle analyser
av hvert mel.

Fettsyrer Fiskemel P. glacialis O. aurita C. vulgaris Grisetang
C14:0 487,6 £7,9 3539+54 302,4 +8.,8 ID 126,6 £ 7,3
C16:0 1520,3+17,0 367,1 £3,7 709,3 £4,1 283,8 £5,1 155,6 7,5
C18:0 362,3+5,5 ID 23,9+0,9 14,1 +0,5 22,0+1,1

Total SFA 2370,2 721,0 1035,6 2979 304,2

Cl6:1 n-7 498,4£6.,9 551,3+7.3 708,0 £ 11,0 10,6 £0,3 14,1 +0,8

C18:1 n-7 209,7 + 5,0 D 33,6 2.4 12,002 D

C18:1 n-9* 743,5+223 | 13753+ 17,3 18,1 £0,8 42,7+0,3 526,33+ 17,3

C22:1 n-9 57,1+ 1,0 ID ID ID ID

C24:1 n-9 70,4+ 0,9 ID ID ID ID

Total MUFA 1579,1 1926,6 759,7 65,3 540,4

C18:2 n-6 2033+34 1D ID 395,0+5,7 89,0+ 3,8

C20:2 n-6 ID ID ID ID 12,5+0,5

C18:3n-3 46,3+ 0,7 ID ID 218,1+29 18,3+0,9

C18:4 n-3 136,7+2,4 303,9+2,8 ID ID ID

C20:4 n-6 69,4+ 1,6 D D D 439+1,7

C20:5 n-3 1005,5+21,5 | 1692,2 + 18,3 36,9+4,7 ID 149+0,7

C22:5n-3 150,4+3,3 ID ID ID ID

C22:6 n-3 1255,2 £24,6 2498 +0,9 ID ID ID

Total PUFA 2866,8 2245,9 36,9 613,1 178,6

Total FA 6816,1 4893,5 1832,2 976,3 1023,2

PUFA n-6 272.7 ID ID 395,0 1454

PUFA n-3 2594,1 2245,9 36,9 218,1 33,2

LC-PUFA n-3 2411,1 1942,0 36,9 ID 14,9

*Kan ogsa inneholde C16:4 n-1
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3.4 Innledende forseok. In vitro GI-fordeyelse

3.4.1 Magesekkfordeyelse
I et innledende forsek beskrevet i 2.4.1 (prosedyre 1-2) ble in vitro magesekkfordeyelse av

fiskemel undersokt. Resultatene viste at konsentrasjonen av TCA-leselige peptider okte
allerede fra 0 minutter (0,58 TE umol/ml) i1 preven etter tilsats av pepsin og fortsatte & oke
gjennom forseket. Etter 60 minutter var konsentrasjonen pd cirka 1,16 TE pmol/ml.
Kontrollgruppen uten enzym, holdt seg pa et tilnermet stabilt niva (0,3 TE umol/ml) gjennom

fordeyelsen (figur 5).
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Figur 5: Konsentrasjon av TCA-leselige peptider (TE pmol/ml) i supernatant ved ulike
tidspunkt i magesekkfordeyelsen av fiskemel. Kontrollgruppen var uten tilsatt pepsin.

Det ble ogsa gjennomfert et langtidsforsek pd 24 timer med pepsinfordeyelse av fiskemel
beskrevet 1 2.4.2 (figur 6). Resultatene viste storst ekning i TCA-loselige peptider med en
okning pd nesten 2,5x den forste timen (ca. 0,7 til 1,8). Etter ett til to timers fordeyelse

stabiliserte mengden seg pé rundt 2,1 TE pmol/ml.
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Figur 6: Konsentrasjon av TCA-leselige peptider i fiskemel ved ulike tidspunkt ved 24 timers
pepsinfordeyelse (pH = 2,0). Verdiene er basert pa to parallelle uttak av hvert mel.

3.4.2 Magesekkfordeyelse — ulike konsentrasjoner av pepsin

Det ble gjennomfort en 4 timers magesekkfordeyelse med ulike konsentrasjoner av pepsin
(Materialer og metoder 2.4.3). Resultatene for fiskemel (A), P. glacialis (B), C. vulgaris (C),
O. aurita (D) og grisetang (E) er vist i figur 7. Allerede etter 0 min fordeyelse, tilsats av pepsin,
hadde konsentrasjonen av TCA-loselige peptider gkt sammenlignet med kontrollforseket for
bade fiskemel (A) og for melene av mikroalger (B, C og D). Med unntak av C. vulgaris (C),
var det tydelig korrelasjon mellom TCA-loselige peptider og mengde tilsatt enzym ved alle
uttakstidspunkt. Den storste ekningen 1 TCA-loselige peptider fant sted fra tiden 0 og til 0,5
timer ved alle konsentrasjoner av pepsin. Ved fordeyelsen av fiskemel tyder resultatene pa at
mengden frigjorte peptider generelt var hoyere, serlig ved de to laveste konsentrasjoner av
pepsin, enn for mikroalgemelene. I fordeyelsesforseket med grisetangmel (E), ble det
uavhengig av uttakstidspunkt og pepsinkonsentrasjon, ikke funnet noen forskjell i
konsentrasjon av TCA-leselige peptider mellom disse og kontrollforsgket. Det ble heller ikke

funnet noen ekning i TCA-lgselige peptider i lapet av inkubasjonsforlepet.
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Figur 7: Dannelse av TCA-lgselige peptider ved fordeyelse av fiskemel (A) og mel av
P. glacialis (B), C. vulgaris (C), O. aurita (D) og grisetang (E) med ulike konsentrasjoner av
pepsin. Kontroll var uten tilsatt enzym. Resultatene er basert pa to parallelle uttak av hver

konsentrasjon.

28



3.4.3 Tarmfordeyelse

Innledende forsek med direkte in vitro tarmfordeyelse i 30 minutter av fiskemel og av
varmebehandlet fiskemel ble undersgkt som beskrevet i Materialer og metoder 2.4.4. Resultatet
viste noe hgyere konsentrasjon av TCA-lgselige peptider i den varmebehandlede preven (0,80
til 1,22 pmol/ml), sammenlignet med kontrollgruppen uten varmebehandling (0,58 til 0,90

umol/ml). Frigjeringen av peptider avtok noe etter rundt 15 minutters fordeyelse i begge

gruppene (figur 8).
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0,00
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Figur 8: Konsentrasjon av TCA-leselig peptider 1 supernatant (TE pmol/ml) ved ulike tidspunkt
i tarmfordeyelse med varmebehandlet fiskemel. Kontrollgruppen var ikke varmebehandlet.

3.4.4 Mage og tarmfordeyelse

L in vitro GI-fordeyelse ble de innledende forsekene fra magesekk og tynntarmfasen satt
sammen. Det ble gjennomfert GI-fordeyelse med 180 min magesekkfordeyelse og 90 min
tarmfordeyelse av fiskemel (figur 9). Resultatene viste at den sterste frigjoringen av TCA-
loselige peptider fant sted mellom 0 og 90 minutters pepsinfordeyelse med en ekning pa 3x den
opprinnelige konsentrasjonen (0,6 til 1,8 TE pmol/ml). Etter 180 minutters fordeyelse var
konsentrasjonen ca. 2,1 TE pmol/ml. Etter 180 minutter ble pH justert til 7,5, og tilsatt
pankreatin (2.4.1). Konsentrasjon av frigjorte peptider ble noe redusert og stabiliserte seg pa
rundt 1,8 TE pmol/ml i pankreatinfordeyelsen. I kontrollgruppen uten tilsatt enzymer var
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konsentrasjonen av TCA-leselige peptider stabilt lav gjennom hele forseket (ca. 0,3 TE

pmol/ml).
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Figur 9: Konsentrasjon av TCA-leselige peptider (TE pmol/ml) i supernatant ved ulike

tidspunkt ved in vitro Gl-fordeyelse av fiskemel. Etter 180 minutter ble pH justert til 7,5 for &
simulere tarmfordeyelse.

30



3.5 Invitro gastrointestinal fordeyelse

Basert pé resultatene fra innledende forsek med fiskemel, ble det besluttet & gjore forsek med
90 minutters varighet for bade magesekk og tynntarmfasen. Resultatene for GI-fordeyelse av
fiskemel (figur 10) viste at konsentrasjon av frigjorte TCA-lgselige peptider gkte hele tiden
mellom 0 og 90 minutter i magesekkfasen (0,7 til 1,9 TE pmol/ml). Ved pH justering fra 2,0 til
7,5 etter 90 minutter og tilsetning av pankreatin ble konsentrasjonen av TCA-laselige peptider
redusert (1,7 TE pumol/ml) og fortsatte & reduseres i lgpet av 90 min tarmfordeyelse.
Kontrollgruppen holdt seg relativt stabil pd mellom 0,2 og 0,4 TE pmol/ml gjennom hele

fordeyelsen, med en liten reduksjon i tarmfasen.
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Figur 10: Konsentrasjon av TCA-leselige peptider (TE pmol/ml) i supernatant ved ulike
tidspunkt ved in vitro Gl-fordeyelse av fiskemel. Etter 90 minutter ble pH justert fra 2,0 til 7,5
for 4 simulere tarmfordeyelse.

Resultatene fra in vitro Gl-fordeyelse av frysetorket mel av P. glacialis er vist i figur 11.
Allerede 0 minutter etter tilsetning av pepsin var konsentrasjonen av TCA-loselige peptider i
proven med enzym pa 0,7 TE pmol/ml, noe som er mer enn det dobbelte av verdien i
kontrollgruppen (0,3 TE pmol/ml) uten enzym. Pepsinbehandlingen forte til at konsentrasjonen
av peptider okte i rundt 40 minutter av magesekkfasen, for deretter 4 stabilisere seg pd 1,3 TE
umol/ml. Etter pH ble justert til 7,5 og pankreatin ble tilsatt, okte mengden TCA-loselige
peptider til 1,5 TE pumol/ml de ferste 20 minuttene for den stabiliserte seg. I kontrollgruppen
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uten enzym var konsentrasjonen av TCA-lgselige peptider lav og tilnermet konstant gjennom
forsoket.

Det ble ogsa gjennomfort et forsek hvor fordeyelse av vat biomasse og fryseterket mel
av P. glacialis ble sammenlignet (resultater ikke vist). Det var ingen signifikante forskjeller

mellom forsekene og resultatene lignet de vist i figur 11.
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Figur 11: Konsentrasjon av TCA-leselige peptider (TE pmol/ml) i supernatant ved ulike
tidspunkt ved in vitro Gl-fordeyelse av Porosira glacialis.

Resultatene ved in vitro Gl-fordeyelsesforsek av mel av C. vulgaris er vist 1 figur 12.
Konsentrasjonen av TCA-loselige peptider allerede ved 0 minutter etter tilsetning av pepsin var
0,5 TE umol/ml prave noe som er over dobbelt sd mye som i kontrollforseket (0,2 TE umol/ml).
I de forste 60 minutter okte konsentrasjonen av TCA-loselige peptider for den stabiliserte seg
pa 1,2 TE umol/ml prove. I tynntarmsfasen skjedde det en videre frigjoring de forste 10
minutter for stabilisering pa 1,3 TE pmol/ml preve (figur 12). Konsentrasjonen av peptider i

kontrollgruppen holdt seg stabil gjennom hele forseket (0,2 TE pmol/ml).
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Figur 12: Konsentrasjon av TCA-leselige peptider (TE pmol/ml) i supernatant ved ulike
tidspunkt ved in vitro Gl-fordeyelse av Chlorella vulgaris.

Resultatene fra in vitro GI- fordeyelse av Odontella aurita (figur 13), viste til en gkning i
konsentrasjonen av TCA-lgselige peptider fra 0 minutter (0,55 TE pmol/ml) og til 60 minutter
pepsinhydrolyse (1,5 TE pmol/ml). I tynntarmfasen var det en videre frigjering de forste 20
minuttene for stabilisering pd rundt 2,1 TE pmol/ml. Kontrollgruppen holdt seg stabil pa 0,4 1

magesekkfasen og 0,5 TE pmol/ml i tarmfasen.
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Figur 13: Konsentrasjon av TCA-lgselige peptider (TE pmol/ml) i supernatant ved ulike
tidspunkt ved in vitro Gl-fordeyelse av Odontella aurita.
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Resultatene fra in vitro fordeyelse av grisetangmel viste en tilsynelatende hey konsentrasjon av
TCA-leselige peptider ved 0 minutter bade i kontrollpreven (3,1 TE umol/ml) og etter tilsetning
av pepsin (3,5 TE umol/ml) (figur 14). Deretter var det svak ekning frem til 60 minutter bade i
kontrollgruppen (3,6 TE pmol/ml) og i blandingen tilsatt pepsin (4,5 TE umol/ml). Etter 90
minutters inkubasjon var konsentrasjonen av TCA-lgselige peptider lavere og omtrent lik (3,7

TE pmol/ml) bdde i kontroll og ved inkubasjon av pankreatin.
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Figur 14: Konsentrasjon av TCA-lgselige peptider (TE pmol/ml) i supernatant ved ulike
tidspunkt ved in vitro Gl-fordeyelse av grisetang.
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3.6 Molekylvektsfordeling under GI-fordeyelse studert med UHPLC
MS

Antall TCA-leselige peptider/forbindelser med molekylvekt mellom 500 til 5000 dalton (Da)
ved ulike tidspunkt i in vitro Gl-fordeyelse av fiskemel og algemelene ble underseokt med
UHPLC koblet til massespektrograf. Antall forbindelser ble undersegkt ved tidspunkt 0 og 90
min pepsinhydrolyse, og ved 180 min fordeyelse (90 min pepsin- og 90 min
pankreatinfordeyelse). Prove gjennomgatt 180 min GI-fordeyelse uten enzym ble brukt som
kontroll.

Resultatene viste en betydelig okning i antall peptider (forbindelser) med molekylvekt
fra 500 til 5 000 Da fra 0 min (figur 15) til 90 min fordeyelse (figur 16) for flere av melene. For
fiskemel gkte antallet fra 8 (figur 15A) til 485 (figur 16A), mens tilsvarende tall for P. glacialis
var 47 (figur 15B) og 342 (figur 16B). Ved tid 0 og 90 min ble det funnet at C. vulgaris
inneholdt henholdsvis 21 (figur 15C) og 190 forbindelser (figur 16C) innen nevnte
molekylvektsomrade. For O. aurita okte antallet fra 13 til 51 i denne perioden (figur 15D og
16D). Grisetang hadde en tilsvarende forandring pé bare fra 69 (figur 15E) og til 100 (figur
16E). Ved 90 minutters tarmfordeyelse (figur 17) var antall peptider (forbindelser) innenfor det
valgte molekylvektsomradet synkende i fiskemel (299) og grisetang (83), svert stabilt i
P. glacialis (361) og C. vulgaris (198), men gkende i O. aurita (135). Ved sammenligning av
kromatogrammene etter 90 min pepsinfordeyelse (figur 16) og 90 min tarmfordeyelse (figurl7)
var det tydelig at antall sterre peptider (> cirka 2000 Da) var blitt redusert i1 fiskemel (A) og
melene av P. glacialis (B) og C. vulgaris (C). Samtidig ble en hagyere andel smé peptider (<
cirka 1000 Da) observert. Det ble ogsa observert en litt starre andel smé peptider (< cirka 600
Da) i mel av O. aurita (D) etter 90 min tarmfordeyelse ( figur 17D) sammenlignet med 90 min
pepsinfordeyelse (figur 16D). Grisetang viste fortsatt liten forandring fra 90 min
pepsinfordeyelse (figur 16E) til 90 min tarmfordeyelse (figur 17E). Kontrollforsgkene etter 180
min Gl-fordeyelse uten tilsatt enzym (figur 18) viste ingen eller bare liten forskjell i antall

peptider (forbindelser) sammenlignet med etter 0 min fordeyelse med pepsin (figur 15).
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Figur 15: Antall peptider (forbindelser) med molekylvektsomrade 500-5000 Da etter 0 min
pepsinfordeyelse. A) fiskemel, B) P. glacialis, C) C. vulgaris, D) O. aurita og E) grisetang.
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Figur 16: Antall peptider (forbindelser) med molekylvektsomrdde 500-5000 Da etter 90 min
pepsinfordeyelse. A) fiskemel, B) P. glacialis, C) C. vulgaris, D) O. aurita og E) grisetang

36



A ij 4 e Antall forbindelser (500-5000 Da): 299

901.47
1106.49

1
1490.70 1696.80  1942.96
1250.58
| 2134.08 44
Ju, lil‘ wld i 1 Wb " o

Antall forbindelser (500-5000 Da): 361

1728.97
92045 109456  1308.80

1605.06 || ‘ 267633 2865.39
il [ i I

babiod | il

Antall forbindelser (500-5000 Da): 198

-
2
‘@
5 1819.89
& 1941.94
5 15277 157897 | ” i i 241053 268142 2093.34
i cot hall B | i |
D - Antall forbindelser (500-5000 Da): 135
3| ssa3s
2
80245
N 1036.50 e
9 218827
o ' i 2773.47
x103 |-
E7d egn Antall forbindelser (500-5000 Da): 83
3]
24
1 74611
1030.29 1354.40 151645
u,m.h v vl L e i 167850 184055
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 4200 4400 4600 4800 5000
Masse (Da)

Figur 17: Antall peptider (forbindelser) med molekylvektsomradde 500-5000 Da etter 90 min
pepsinfordeyelse og 90 min tarmfordeyelse (180 min Gl-fordeyelse). A) fiskemel, B)
P. glacialis, C) C. vulgaris, D) O. aurita og E) grisetang
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Figur 18: Antall peptider (forbindelser) med molekylvektsomrdde 500-5000 Da i
kontrollforsgkene uten tilsatt enzym etter 180 min inkubasjon. A) fiskemel, B) P. glacialis, C)
C. vulgaris, D) O. aurita og E) grisetang
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3.7 Hydrolysegrad med OPA-metoden.

Hydrolysegraden av proteinene i fiskemel og algemelene ved in vitro Gl-fordeyelse ble bestemt
med OPA-metoden beskrevet i Materialer og metoder (2.3.10) og uttrykt som BSA
ekvivalenter. Metoden kvantifiserer antall frie aminogrupper og resultatene viser at antallet
oker gjennom hele fordeyelsen for fiskemel og mikroalgemelene (figur 19). Den storste
okningen for disse fant sted i tarmfasen. Fordeyelsen av grisetangmel viste ingen eller bare smé
forskjeller 1 antallet fire aminogrupper gjennom den 180 minutters lange inkubasjonen.
Innholdet av frie aminogrupper i kontrollgruppen for fiskemel (uten tilsatt enzym) var bare

cirka halvparten av det som ble funnet i algemelene.
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Figur 19: Konsentrasjon av BSA ekvivalent (mg/ml) for kontroll uten enzym (180 min
inkubasjon), 0 og 90 minutters magefordeyelse, og 90 minutter tarmfordeyelse (180 min
fordeyelse totalt). To paralleller ble analysert av hvert uttak.
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4 Diskusjon

Det er stor ettersporsel etter alternative og mer barekraftige proteinkilder til bruk i fiskefor. En
rekke krav méd oppfylles og alternative rastoffer blir sammenlignet med dagens beste
erngringsmessige alternativ, nemlig fiskemel. Malet med masteroppgaven var & underseke om
mel av tre ulike mikroalger og en makroalge kan vaere mulige proteinrastoff i fiskefor. Den
kjemiske sammensetningen og in vitro proteinfordeyelse til algemelene ble sammenlignet med
«gullstandarden» 1 fiskefor, fiskemel.

Den kjemiske sammensetningen av melproduktene var ganske forskjellige (tabell 2).
Proteininnholdet i fiskemel var pa 51,3% som er til dels betydelig hoyere enn i algemelene.
Mikroalgene P. glacialis, C. vulgaris og O. aurita hadde et proteininnhold som var henholdsvis
17,9; 38,1 og 16,2% mens grisetang inneholdt kun 4,3% protein. Det relativt lave
proteininnholdet 1 algemelene kommer av at disse artene inneholder mye aske (mineraler)
og/eller ufordeyelig karbohydrat fra celleveggene (tabell 2). Proteininnholdet er litt mindre eller
noenlunde i samsvar med tidligere rapporterte resultater. Eilertsen et al. (2022) fant at P.
glacialis inneholdt 25,4-28,6% protein mens for C. vulgaris og O. aurita er det rapportert
henholdsvis 51-58% (Becker, 2007) og 9,2-28,3% (Xia et al., 2013) avhengig av
dyrkningsbetingelser. Proteininnholdet i grisetang er forventet & vare 3,5-8,2% avhengig av
analysemetode (Biancarosa et al., 2017; Cruz-Suérez et al., 2009; Tibbetts et al., 2016)

Det er kjent at kommersielt fiskemel inneholder 67-70% protein, 8-10% vann og 11-
16% fett. 1 tillegg kommer 12-16% aske avhengig av mengden bein i réstoffet (Glencross,
2020). Proteininnholdet ble i denne masteroppgaven beregnet ut fra det totale innholdet av
aminosyrer. Metoden er forventet & gi et litt for lavt innhold pé grunn av at tryptofan edelegges
helt mens for eksempel tyrosin, serin og treonin delvis edelegges under hydrolyse med 6 M
HCI ved 110 °C (Fountoulakis & Lahm, 1998; Mahre et al., 2018). Kanskje den vanligste
metoden for & beregne proteininnhold er & male det totale nitrogeninnholdet med Kjeldals
metode (Mahre et al., 2018). Metoden tar utgangspunkt i at protein i gjennomsnitt inneholder
16% nitrogen. Det er imidlertid sannsynlighet for noe feilaktig resultat fordi andre molekyler
som f.eks. nukleinsyrer og fosfolipider ogsa inneholder nitrogen. I tillegg kommer det at de
ulike proteiner kan ha litt forskjellig innhold av nitrogen.

Karbohydratinnholdet ble estimert etter at innholdet av vann, protein, fett og akse var
summert. Det relativt lave proteininnholdet funnet i fiskemel har fort til at det ble feilaktig

beregnet til & inneholde ca. 20% karbohydrat. Fiskemel inneholder svert lite eller i praksis
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ingen karbohydrat (Glencross, 2020; Shah et al., 2018). Denne overestimeringen av
karbohydrater gjelder ogsa for algemelene, men med estimert innhold pé over 50% for noen av
algemelene betyr det likevel at mengden karbohydrater i1 disse melproduktene er hoyt.

Askeinnholdet representerer mengden mineraler, som fosfor, kalsium, kalium,
magnesium, mikromineraler og ikke minst silisium i kiselalger. Hoyt askeinnhold i foret til fisk
kan fore til miljomessige og ekonomiske konsekvenser i form av redusert forutnyttelse og okt
utskillelse av fosfor og fett som kan fore til eutrofieringer (Shearer et al., 1992). Et hoyt
askeinnhold i en foringrediens vil derfor begrense hvor mye som kan inkluderes i foret. Det
hoyeste askeinnholdet blant de undersgkte melene ble funnet i P. glacialis (50,7%) noe som
skyldes innhold av silisium 1 kiselskallet. Grennalgen C. vulgaris hadde lavest askeinnhold av
de undersekte melproduktene pa 8,0%. Askeinnholdet i grisetang var 24,9% som er
sammenlignbart med tidligere publiserte verdier pd mellom 21,1 og 30,9% (Cruz-Suarez ef al.
2009; Lorenzo et al., 2017; Tibbetts et al. 2016). O. aurita ble funnet a ha et askeinnhold og
karbohydratinnhold pd henholdsvis 19,5 og 58,7% (tabell 2). Det kan synes at det er et lavt
askeinnhold og heyt karbohydratinnhold til 4 vere en kiselalge, men verdiene er i
overenstemmelse med andres funn (Xia et al., 2013).

Dersom man skal bruke algemel som proteinrastoff i for vil det fore til at forfaktoren og
faecesvolumet gker pd grunn av det hoye innholdet av ufordeyelige karbohydrater og aske. I
tillegg ber prisen pa algemelene std i forhold til proteininnholdet. Dersom man skal erstatte noe
av fiskemelet 1 foret med for eksempel mel av kiselalgene (P. glacialis og O. aurita) mad man
ut fra det malte proteininnhold tilsette 3 ganger storre mengde i foret. Et mulig alternativ kunne
vaert 4 ekstrahere og konsentrere protein slik man gjer med soyaprotein fra soyamel.
Antingringsstoffer vil da ogsé i stor grad bli fjernet. Et viktig spersmaél i dette tilfellet er hva
prisen pa proteinkonsentratet i sd fall blir.

Proteinkvaliteten gjenspeiles som tidligere nevnt ogsa av proteinets innhold av
essensielle aminosyrer. Andelen essensielle aminosyrer var 51,4% 1 fiskemel, 50,4% i
P. glacialis, 61,9% 1 C. vulgaris, 48,2% 1 O. aurita og 41,4% 1 grisetang (tabell 3). Safi ef al.
(2013) fant i sin undersegkelse et lavere innhold essensielle aminosyerer (41%) 1 C. vulgaris enn
hva som er vist i tabell 3. Dette kan forklares av det svert hoye innholdet av arginin, som
utgjorde mer enn 20% av aminosyrene i proteinene (tabell 3). Annen litteratur har rapportert et
arignininnhold pa kun 1/3 av dette (Becker, 2007; Kholif et al., 2017; Lamminen et al., 2017).

Mye tyder pd at det var noe galt med den spesifikke deteksjon av arginin i
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aminosyreanalysatoren i perioden prevene til denne masteroppgaven ble analysert. I
planterdstoff er det ofte metionin og/eller lysin som er de begrensende aminosyrer (Damodaran,
1996). Det hayeste innholdet av begge disse essensielle aminosyrene ble funnet i fiskemel. I
fiskemel ble det funnet 98,4 mg lysin/g protein, mens i algemelene var det mellom 55,8-76,5
mg/g protein med heyest innhold i1 P. glacialis (tabell 3). Det var 39,2 mg metionin/g protein i
fiskemel, mens i algemelene varrierte mengdene mellom 18,6 og 30,2 mg/g protein med heyest
mengde ogsad her i P. glacialis. Det litt lavere innholdet av disse to viktige aminosyrene i
algemelene vil fore til noe redusert proteinkvalitet ssmmenlignet med fiskemel.

Fettinnholdet i fiskemel ble i denne oppgaven funnet & vere 11,0% pa terrvektsbasis og
dette stemmer godt overens med funnene publisert av Glencross (2020). Mikroalgene P.
glacialis, C. vulgaris og O. aurita hadde ulike mengder fett pa henholdsvis 12,1; 3,5 og 5,7%,
mens grisetang hadde et innhold pa kun 4,0%. (tabell 2). Annen litteratur har rapportert et
fettinnhold 1 P. glacialis pé rundt 10% (Artamonova et al., 2017; Eilertsen et al., 2022), i
C. vulgaris pa 14-22% (Becker, 2007) og i O. aurita pa 12,8-19,7 (Xia et al., 2013). 1 grisetang
er innholdet pd 2,7- 8,6% ifelge Cruz-Sudrez et al. (2009) og Tibbetts et al. (2016). Nar
fettinnholdet 1 algemelene sammenlignes med fiskemel mé& man ha i mente at ved produksjonen
av fiskemel blir fiskeolje utvunnet for proteinfasen blir terket til fiskemel, noe som ikke ble
gjort ved torking av algene.

I fiskeforsammenheng er det forst og fremst innholdet av de langkjede flerumettede
omega-3 fettsyrene (LC PUFA n-3) som er av interesse ved vurdering av fettet tilstede. I
fiskemel utgjorde disse til sammen 35,9% av fettsyrene, mens i mel av P. glacialis var andelen
42,7% (tabell 4). Dalheim et al. (2021) fant at i olje ekstrahert fra P. glacialis var det 33,8%
LC-PUFA n-3 og av disse utgjorde EPA ca. 86% som er i samsvar med resultatene i tabell 4.
Ogsa ifelge Dalheim ef al. (2021) har oljesyre (18:1 n-9) og (16:4 n-1) samme elueringstid ved
den gasskromatografiske analysen og i motsetning til de fleste andre oljer sa fins det mye av
sistnevnte fettsyre og svert lite av oljesyre 1 P. glacialis. 1 fett fra O. aurita og grisetang var
innholdet av LC-PUFA n-3 lavt og i C. vulgaris ble det ikke pavist. Det er i overenstemmelse
med med resultater publisert av Svenning et al. (2020) og Lorenzo et al. (2017).

I tabell 5 er det oppsummert hvor mye LC-PUFA n-3 det er i 100 gram av de ulike
melproduktene. Her kommer det tydelig frem at det bare er fiskemel og mel av P. glacialis som

1 praksis har noe & tilfore av LC-PUFA n-3 i et fiskefor.

41



In vitro fordeyelsesforsgk ble utfort for & sammenligne nedbrytningen av protein i de
undersekte melene. Graden av fordeyelse ble undersekt ved & analysere mengden
trikloreddiksyre (TCA) loselige peptider som dannes under fordeyelsesforsekene. Peptider med
molekyler mindre enn 5000 Da, men ikke storre peptider og intakte proteiner, er til en viss grad
loselig i TCA. Peptider med molekylvekt lavere enn 2000 Da er fullstendig loselig (Yvon et
al., 1989). Mengden TCA-lgselige peptider under inkubasjonsforlepet ble analysert med Folin
& Ciocalteus fenol reagens (FC reagens) som kvantifiserer mengden fenol, det vil si
aminosyren tyrosin i protein (Resultater 3.4-3.5). Molekylvektsfordelingen ble ogsa undersekt
ved hjelp av heytrykks vaeskekromatografi koblet til massespektrograf (UHPLC MS; resultat
3.6). I tillegg ble hydrolysegraden bestemt ved & kvantifisere mengden frie aminogrupper med
OPA metoden (resultat 3.7).

Innledende forsek med pepsinfordeyelse av fiskemel ble gjennomfort for & underseke
dannelse av TCA-loselige peptider med FC reagens som funksjon av inkubasjonstida (figur 5
og 6). Resultatene viste til en okning ved 1-2 timers inkubasjon og deretter var det ganske
stabilt. Det er verdt & merke seg at allerede ved tiden 0 min etter tilsats av pepsin var innholdet
av TCA-leselige peptider malt som tyrosin ekvivalenter fordoblet i forhold til kontrollgruppen
uten tilsatt enzym. Dette ble observert i alle tilsvarende forsek og indikerer at nedbrytningen av
protein skjer veldig raskt etter pepsintilsetning. Det kan ogsa vare at mulige TCA-loselige
peptider i selve pepsinlesningen bidrar noe.

For & underseke hvor vidt mengden tilsatt pepsin pévirket mengden TCA-loselige
peptider ble det gjort forsek med ulike konsentrasjoner av tilsatt pepsin. Basert pa resultatene
fra det innledende 24 timers pepsinforseket, ble det besluttet 4 gjore uttak gjennom 4 timer
(figur 7). Frigjeringen av TCA-loselige peptider okte i fiskemel og mikroalgemelene med okt
mengde pepsin, med unntak av i de to laveste konsentrasjonene i O. aurita, hvor det tok litt tid
for proven med tilsatt 0,8 g passerte proven med tilsatt 0,4 g pepsin. Effekten av okt mengde
tilsatt pepsin var sterst i starten. Etter 0,5 timer med tilsats av 0,4 g pepsin i fiskemel (A), P.
glacialis (B) C. vulgaris (C), O. aurita (D) og grisetang (E) var konsentrasjonen av TCA-
loselige peptider pa henholdsvis 1,7; 1,5; 1,6; 1,3 og 3,4 TE umol/ml. I samme mel med tilsats
av 2,0 g pepsin var mengden mer lik i melproduktene pd henholdsvis 2.4; 2;4; 2,1; 2,1 og 3,5
TE pmol/ml pd samme tidspunkt. Uavhengig av tilsatt mengde pepsin var det ingen markant
okning i1 konsentrasjonen av TCA-lgselige peptider i grisetang. Dette tyder pa at tilsatt mengde
pepsin ikke i seg selv pavirker mengden TCA-loselige peptider.
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Det er kjent at lett denaturerte proteiner fordeyes raskere enn ikke-denaturerte proteiner.
I forsek 3.4.2 ble det derfor undersekt om 15 minutter i kokende vannbad fer tilsats av
pankreatin til fiskemel kunne bidra til raskere dannelse av TCA-lgselige peptider i tarmfasen
(figur 8). Bare svakt sterre mengder ble funnet etter 30 minutter inkubasjon sammenlignet med
ikke varmebehandlet fiskemel. En &rsak kan vaere at under produksjon av fiskemel inngar
varmebehandling under terkingen. Det ble derfor valgt & ikke varmebehandle melproduktene i
senere forsek.

Resultatene etter 180 minutters magefase i GI-fordeyelse (figur 9), viste at ekningen i
konsentrasjonen av TCA-loselige peptider avtok etter 90 minutter og det ble derfor besluttet &
gjennomfore forsek med en varighet pd 90 minutter, bdde i magesekk og tarmfasen.

Resultatene fra GI-fordeyelse av fiskemel og algemelene ved & méile mengden TCA-
loselige peptider med FC reagens er vist i1 figur 10 til 14. Som tidligere observert hadde det
allerede ved 0 minutter etter tilsats av pepsin skjedd en frigjering av TCA-lgselige peptider.
Mengden frigjorte TCA-loselige peptider pa dette tidspunktet i forhold til kontrollgruppen (uten
enzym) var 3,0x heyere i fiskemel (figur 10), 2,3x i P. glacialis (figur 11), 2,5x i C. vulgaris
(figur 12), 1,7x 1 O. aurita (figur 13) og 1,1x mengden i grisetang (figur 14). Disse forskjellene
mellom melene tyder pd at peptidene i stor grad kommer fra nedbrytning av protein og ikke fra
selve pepsinlgsningen. Mengden TCA-lgselige peptider fortsatte & oke i magesekkfasen og var
storst i starten av hydrolysen (ca. 0 - 60 min), for frigjeringen stabiliserte seg pa ulike tidspunkt
for ulike mel. Mengden TCA-leselige peptider ved stabilisering i magefasen var for fiskemel,
P. glacialis, C. vulgaris og O. aurita henholdsvis 2,0; 1,3; 1,2 og 1,4 TE pumol/ml prove.
Fiskemel viste en okning i mengden peptider gjennom hele den 90 min lange
magesekkfordeyelsen (figur 10). For mel av mikroalgene ble det observert en utflating av TCA-
loselige peptider etter 40 til 60 min (figur 11, 12 og 13). Dette sammen med de absolutte verdier
av tyrosinekvivalenter tyder pd at protein i fiskemel er mer tilgjengelig for nedbrytning i
magesekkfasen enn protein av algemelene. Dette kan eventuelt forklares med at mikroalgene
har cellevegger eller kiselskall som hemmer eller reduserer kontakt mellom proteinene i algene
og fordeyelsesenzymene (Colgrave et al, 2021). Grisetang var melet som klart skilte seg ut
(figur 14). Her var tilsynelatende mengden frigjort TCA-lgselige peptider mye hoyere enn i de
andre melene gjennom hele fordeyelsen for bide kontroll og enzymgruppen. Arsaken er at FC
reagens, som navnet sier, (Folin & Ciocalteus fenol reagens) kvantifiserer mengden fenoler

generelt og ikke bare aminosyren tyrosin som har en fenolgruppe som sidekjede (Blainski et
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al., 2013). Makroalgene inneholder betydelige mengder polyfenoler som for eksempel tanniner
og catechiner (Colgrave et al, 2021; Fleurence, 1999), og FC-reagens vil reagere med disse og
gi et tilsynelatende heyt innhold av TCA-leselige peptider.

Resultatene fra tarmfordeyelsen av melproduktene (figur 10-14) viste en tilsynelatende
liten videre nedbrytning av protein/peptider. Konsentrasjonen av peptider var uendret i P.
glacialis (figur 11) og C. vulgaris (figur 12), men sank i fiskemel (figur 10) og grisetangmel
(figur 14). «Fallet» 1 konsentrasjon kan forklares av tilsetningen av fosfatbuffer og NaOH som
ble brukt for & eke pH. Stabiliseringen kan kanskje tyde pa at pankreatin ikke i sarlig grad
bryter ned intakte ikke-TCA-laselige proteiner og sterre polypeptider i disse melene. Det vil si
at pepsin ma bryte ned proteinene forst for enzymene i pankreatin kan fungere som illustrert i
figur 3 1 Introduksjon. Man kan i midlertid ikke si noe om sterrelsene til de TCA-loselige
peptidene i tarmfasen fordi den absolutte mengden tyrosin er den samme uansett om peptidene
er store eller sma. Det var kun mel av O. aurita som hadde en ekning i konsentrasjonen av
TCA-leselige peptider i tarmfasen.

For 4 undersoke om pankreatin bryter ned TCA-leselige peptider dannet under
magefordeyelsen ble molekylvektsfordelingen undersekt i lopet av 180 min GI-fordeyelse med
UHPLC MS (figur 15-18). Antallet og sterrelsen pé peptider etter 90 min magesekkfordeyelse
tydet pa at fiskemel (figur 16A) fordeyes lettere enn mikroalgemelene (figur 16B, C og D).
Etter 90 min tarmfordeyelse (180 min totalt) var sterrelsen pa peptidene i alle fire melene blitt
betydelig redusert (figur 17A, B, C og D). Dette bekrefter at bukspyttkjertelenzymene bryter
ned de store TCA-lgselige peptidene dannet under magesekkfasen. Analysene etter GI-
fordeyelsen av tangmel viste at proteinene ikke ble fordeyd (figur 15E, 16E og 17E). Disse
kromatogrammene var svert lik kromatogrammet fra kontrollforseket (19E).

OPA-analyse ble brukt for & underseke mengden frie aminogrupper gjennom 180
minutters GI-fordeyelse for alle mel (figur 19). Resultatene viser at fiskemel hadde kun
halvparten av mengden frie aminogrupper 1 kontrollpreven (uten enzym) sammenlignet med
kontrollgruppen i algemelene. Dette kan forklares av at andre forbindelser enn peptider kan
inneholde frie aminogrupper. Gjennom fordeyelsen okte mengden frie aminogrupper mest fra
magesekk til tarmfasen 1 fiskemel og mel av mikroalger. I fiskemel okte mengden med 6x fra
kontrollgruppen til 90 min tarmfordeyelse. I P. glacialis, C. vulgaris og O. aurita var denne
okningen pé henholdsvis 3,9x, 3,5x og 4,6x. For P. glacialis tyder resultatene pd at mengden

frie aminogrupper dannes sarlig i tarmfasen. OPA-analysene bekrefter at protein og peptider
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hydrolyseres av pankreatin til mindre enheter i tarmfasen. I grisetang var det ingen signifikant
okning i mengden aminogrupper gjennom fordeyelsen og dette er ogsé i overenstemmelse med

resultatene fra mélingene av TCA-lgselige peptider og UHPLC MS- analysen.

5 Konklusjoner

Det lave proteininnholdet i algemelene og sarlig mel av grisetang, gjor at de i utgangspunktet
er lite egnet til bruk som proteiningredienser i fiskefor. Innholdet av de viktige essensielle
aminosyrene lysin og metionin i proteinene var ogsa lavere i algemelene enn i fiskemel. Et hoyt
innhold av ufordeyelige karbohydrater og/eller aske i algemelene vil ogsd kunne bidra til at
storre mengder ikke kan brukes i for. Det gjenstdr imidlertid 4 underseke om proteinene i
algemelene kan ekstraheres pd en kostnadseffektiv mate. Bare mel av Porosira glacialis og
fiskemel inneholdt betydelige mengder langkjedede omega-3 fettsyrer.

In vitro fordeyelse med pepsin og pankreatin viste at protein i mikroalgemelene, spesielt
P. glacialis, ble brutt ned nesten like effektivt som fiskemel. I magefasen dannes det et relativt
heyt antall sterre peptider (500 — 5000 Da) som ble brutt ned til mindre forbindelser i tarmfasen.
Protein 1 grisetangmel ble bare i liten grad brutt ned i fordeyelsesforsekene. Det lave

proteininnholdet og ufordeyeligheten gjor at melet ikke egnet seg som proteiningrediens 1 {or.
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