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RESUME

Le projet de maitrise vise a contribuer au développement durable de I’aquaculture en
replagant I’huile de poisson a 75 % par de I’huile végétale (soya, canola, mélange de canola
et d’algues) dans la moulée de salmonidés. De plus, les ratios protéines digestibles/énergie
digestible (PD/ED) ont été modifiés pour minimiser [’'utilisation de sous-produits de
poissons sauvages. Contrairement a 1’huile de poisson qui est dispendieuse et contient des
polluants organiques persistants (POPs), nous prévoyons que 1’huile végétale permettra de
réduire les colits de production et I’exposition aux contaminants pour les poissons et pour
les consommateurs. De plus, elle ne modifiera pas les propriétés sensorielles des filets et
sera hautement digestible pour la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss). Enfin, I’huile de
canola, avec ou sans Schizochytrium sp., permettra de remplacer I’huile de poisson sans
affecter la qualité des filets, suite a une courte période de finition pour restaurer les niveaux

bénéfiques d’acides gras essentiels.

ABSTRACT

The Master’s degree project seeks to contribute to the development of sustainable
aquaculture. A high percentage of fish oil (75 %) was replaced by vegetable oils (soybean,
canola and a blend of canola and algae) and digestible protein/digestible energy (DP/DE)
levels were modified to minimize the utilisation of wild fish by-products. Unlike fish oil,
vegetable oils are less expensive and do not accumulate persistent organic pollutants
(POPs), so we predict that production costs can be lowered with vegetable oil-based diets,
as well as contaminant exposure for fish and consumers. Additionally, these feeds will not
alter organoleptic properties of the fillets and will be highly digestible for rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). Furthermore we expect that canola oil, with or without
Schizochytrium sp., can effectively replace fish oil without altering the quality of the fillets,

after a short finishing period to restore beneficial fatty acid levels.
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INTRODUCTION GENERALE

Depuis les années 1970, I’industrie de 1’aquaculture connait une croissance exponentielle
mondiale de production de poissons marins et d’eau douce, de mollusques, de crustacés, de
plantes aquatiques et autres produits de la mer. Contribuant a seulement 3,9 % de la
production totale de produits de la mer en 1970, cette industrie représentait 32,4 % en 2004
(FAO, 2007). Le taux de croissance moyen est d’ailleurs le plus ¢levé de 1’industrie de
I’alimentation, avec 8,8 % par année, contre 1,2 % pour les péches et 2,8 % pour les
animaux terrestres. En 2004, la production totale mondiale de ’aquaculture se chiffrait a
59,4 millions de tonnes, représentant 70,3 milliards $US (FAO, 2007). Pour les salmonidés
seulement, 1 978 109 tonnes ont été¢ produites mondialement en 2004 (6 637 026 $US)
(FAO, 2004), dont 55,6 % en Europe. Au Canada, les principales especes élevées sont le
saumon Atlantique et du Pacifique. La truite arc-en-ciel n’est pas encore considérée comme
une ressource importante. En effet, sur 101 645 tonnes de salmonidés produites en 2004,
1 150 tonnes étaient de la truite arc-en-ciel, représentant 315 046 millions $US et 4 519
millions $US respectivement. La production canadienne connait une croissance similaire
par rapport a la production mondiale. En effet, de 1994 a 2004, la production mondiale de
salmonidés a augmenté de 243 %, tandis que la production canadienne a augmenté
d’environ 251 %. Pour sa part, la production de truite arc-en-ciel a connu une croissance

plus modeste, avec 138 % d’augmentation en 10 ans au Canada (FAO, 2004).

Mondialement, la principale cause de I’augmentation de la production est reliée a
I’accroissement de la demande en produits de la mer. En effet, la population humaine croit
rapidement et la consommation journaliére a augmenté per capita depuis quelques années.
Selon I’Organisation des Nations Unies pour I’alimentation et 1’agriculture (2007), on
estimait d’ailleurs a 20 % D’apport total en protéines animales provenant de poissons en
2004. De plus, la malnutrition est en baisse mondialement. Entre 1969-1971 et 2000-2002,
elle a diminué de 16 %, dont 25 % dans les pays en développement (FAO, 2007). De 1983
a 2003, la consommation de poisson per capita dans ces pays a doublé, passant de 7,7 kg a
14,6 kg, grace a I’amélioration des techniques de production, de commercialisation et a la

fixation des prix qui ont permis de rendre le poisson plus abordable (FAO, 2007). La



conscientisation du public face aux propriétés nutritives du poisson, surtout les poissons
gras comme les salmonidés, influence aussi 1’industrie de 1’aquaculture. En outre, il est
reconnu qu’une alimentation riche en poissons gras aide a la croissance et au
développement du feetus et de 1’enfant, tout en contribuant a prévenir la démence, les
maladies coronariennes et 1’évolution des maladies dégénératives (Horrocks et Yeo, 1999).
Dans le cadre d’un programme de mise en forme, le poisson est recommandé pour atteindre
et maintenir un poids santé tout en fournissant les protéines, acides gras, acides aminés,
vitamines et minéraux nécessaires au bon fonctionnement du corps (American Heart
Association, 2000). L’industrie de I’aquaculture s’est donc développée considérablement

grace a ’amélioration de la qualité de vie des consommateurs et de la mise en marché.

En 2005, on estimait que la moitié des stocks sauvages était exploité a leur maximum (52
%) et que le quart était soit surexploité (17 %), en déclin (7 %) ou en train de se remettre de
la surexploitation (1 %) (FAO, 2007). Les pécheries ne peuvent donc plus compenser pour
I’augmentation de la demande, ce qui laisse a 1’aquaculture la pleine possibilité
d’expansion. Depuis la moitié¢ des années 80, plusieurs especes a haute valeur commerciale
ont d’ailleurs vu leur approvisionnement principal passer des péches a I’aquaculture et leurs
prix ont diminué considérablement, comme dans le cas des crevettes, du saumon et des
bivalves (FAO, 2007). Contrairement a I’¢élevage des animaux terrestres, 1’industrie de
I’aquaculture élargit constamment la diversité des produits de consommation. En 2004, les
especes officiellement cultivées étaient estimées a 240 (94 familles), ce qui représente 20

especes de plus qu’en 2002 (FAO, 2007).

La moulée de poissons d’¢élevage carnivores est fabriquée a base de poissons sauvages. En
2004, on estimait que 25 % (34,8 millions de tonnes) des captures mondiales étant destinées
a la production de farine et d’huile de poisson (FAO, 2007). Ainsi, I’industrie ne contribue
pas réellement a diminuer la pression sur les stocks sauvages, car elle se nourrit de ces
mémes stocks pour produire du poisson d’élevage. L’huile et la farine de poisson sont des
ingrédients trés onéreux et on prévoit que leur colit augmentera avec le déclin des stocks

sauvages. L’industrie aquacole est donc dépendante non seulement de la disponibilité des



stocks sauvages pour fabriquer la moulée, mais aussi des fluctuations des prix des sous-

produits de poissons.

Les huiles végétales sont des alternatives intéressantes afin de remplacer partiellement
I’huile de poisson dans la moulée, car elle sont accessibles et peu cotliteuses (Bimbo, 1990).
Elles sont aussi dépourvues de POPs et mercure, ce qui permet de réduire 1’exposition des
poissons a ces contaminants. De plus, leur utilisation réduit la pression d’exploitation sur
les stocks sauvages en minimisant la quantité totale de sous-produits de poissons inclus
dans la moulée. Cependant, les huiles végétales ont un profil en acides gras différent des
huiles de poissons, surtout concernant les acides gras polyinsaturés a longues chaines
(AGPLC) bénéfiques pour la santé. Ces huiles peuvent donc influencer négativement la
qualité de la chair en réduisant la concentration en AGPLC et diminuer 1’appétence en
modifiant les propriétés sensorielles du poisson. Cependant, en combinant une source
¢levée d’AGPLC, par exemple le Schizochytrium sp, une microalgue marine, a une moulée
a base d’huile végétale, la qualité du poisson pourrait étre conservée tout en y combinant

les avantages des huiles végétales pour le développement d’une aquaculture durable.



CHAPITRE 1
REVUE DE LITTERATURE



1. Les POPs et le mercure

1.1. Identification et dangers pour I’homme

Les polluants organiques persistants (POPs) sont des composés industriels a base de
carbone hautement toxiques, lipophiles, hydrophobes et persistants dans 1’environnement
comme dans les organismes. Les POPs représentent, entre autres, les biphényles
polychlorés (BPC), les toxaphénes, les pesticides organochlorés et les agents ignifuges
organobromés. Les POPs et les métaux lourds comme le mercure sont des composés
hautement persistants dans la nature, se bioaccumulent le long de la chaine alimentaire et
sont liposolubles. Puisque I’homme se retrouve au sommet de cette chaine, il accumule ces
contaminants dans ses tissus adipeux ce qui peut entrainer un risque a long terme pour sa

santé (Environnement Canada, 2004).

1.1.1. Le mercure

Ce métal est liquide a température ambiante, un bon conducteur d’¢lectricité et réagit aux
moindres changements de pression et de température (Environnement Canada, 2004). Ses
propriétés permettent son utilisation dans plusieurs produits, tels les thermometres, sondes
gastriques, dilatateurs cesophagiens, amalgames dentaires, piles, interrupteurs, etc.
L’augmentation de mobilisation de mercure a conduit a son accumulation dans les
différentes couches de la biosphere. Dans I’environnement, le mercure se transforme en
méthylmercure (MeHg), fortement toxique (Environnement Canada, 2004). Sous cette
forme, le MeHg peut se bioaccumuler et se bioamplifier dans les tissus le long de la chaine
alimentaire. Les organismes au sommet de cette chaine, les carnivores, sont donc plus
exposés a de fortes quantités de mercure, notamment les salmonidés et ’homme. La
consommation de poissons contaminés constitue 1’une des principales causes d’intoxication
alimentaire au mercure et présente des risques importants pour la santé, particuliérement
chez les jeunes enfants et les faetus qui peuvent voir leurs développements physique et

psychologique ralentis par rapport a la moyenne (Myers et al., 1999).



1.1.2. Les BPC

Les biphényles polychlorés (BPC) sont résistants a la combustion, stables, peu volatils a
température normale et d’excellents isolants électriques (Conseil Canadien des Ministres
des Ressources et de I'Environnement, 1986). Ils forment une famille de 209 congénéres
dont 12 sont classés comme « dioxine-like » ou BPC analogues (DLPCB) car leur toxicité
est similaire a celle ces dioxines. Le congénére le plus toxique est le 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD) (Van den Berg et al., 1998), un DLPCB
potentiellement cancérigene (Travis et Hattemer-Frey, 1991). Les BPC ont été utilisés
mondialement, notamment dans les équipements électriques, les résines synthétiques, les
caoutchoucs, les colles, les plastiques, les fluides hydrauliques et les asphaltes. Les
gouvernements ont interdit leur production et leur rejet au début des années 1980 (Conseil
Canadien des Ministres des Ressources et de 1'Environnement, 1986) dia a leurs effets

perturbateurs sur I’environnement et ’homme.

Des études sur des rats de laboratoire concluent a une influence des BPC sur les systémes
reproducteurs et endocriniens, ainsi que sur la croissance des jeunes (Cooke et al., 1996;
Faqi et al., 1998; Kim, 2001; Hsu et al., 2003; Rozman et al., 2005). Chez I’homme, les
conséquences pour la santé sont visibles, surtout chez le fcetus et I’enfant. En outre, chez les
enfants provenant de populations consommant beaucoup de poisson, 1’exposition prolongée
aux dioxines pourrait avoir un effet immunosuppresseur (Nagayama et al., 1998) et
provoquer des dommages neurologiques (Jacobson et Jacobson, 1997). Les DLPCB
peuvent perturber les systémes reproducteur, endocrinien, cardiovasculaire, circulatoire et
respiratoire de ’homme. Ces effet sont habituellement observés suite a des contaminations

accidentelles ou excessives (Bertazzi et al., 2001; Kogevinas, 2001; Lin et al., 2004).

1.1.3. Les pesticides organochlorés

Les pesticides organochlorés (toxaphéne, chlordane, dichlorodiphenyltrichloroéthane
(DDT), mirex, aldrine, endrine, dieldrine, andrine, endosulfane, heptachlore,
hexachlorobenzeéne (HCB), hexachlorocyclohexane technique (HCH) et lindane) ont fait

leur apparition dans les années 1940-1950. Ils ont été utilisés mondialement en agriculture



et en industrie comme biocides de toutes sortes (Environnement Canada, 2002). Ce sont des
composés ubiquitaires et sont fortement persistants. Par exemple, la concentration de HCB
n’a pas diminuée depuis 1975 dans la région des Grands Lacs et la demi-vie de 1’endrine est

de douze ans (Environnement Canada, 2002).

Ces POPs entrent dans I’écosystéme et nuisent a la faune. Entre autres, le DDT et le HCB
se bioaccumulent et se bioconcentrent dans les graisses animales ou ils ont des effets
hautement mutagénes et cancérigénes (Environnement Canada, 2002). Pour sa part, le
toxaphéne comprend plusieurs congénéres a toxicité aigué et chronique pour la faune
terrestre et aquatique et peut entrainer des troubles neurologiques, respiratoires, cardiaques
et la mort (Environnement Canada, 2002). L’utilisation de masse des pesticides
organochlorés a aussi entrainé des effets néfastes sur I’environnement. Notamment, il a été
démontré qu’ils contribuent a I’amincissement de la coquille des ceufs de divers espéces
d’oiseaux (Peakall et al., 1973). De plus, la différenciation des sexes et le développement
normal des ovipares sont influencés par ces polluants antagonistes ou protagonistes du
systéme hormonal (Guillette et al., 1994; Guillette et al., 1996). Les effets perturbateurs sur
les systemes endocriniens et reproducteurs de I’homme ne sont pas clairement démontrés,
mais plusieurs études sont en cours (Lopez-Espinosa et al., 2006; Meeker et al., 2007).
Dans les pays industrialisés, la plupart de ces pesticides ont été bannis et remplacés par des
organophosphatés, puis par des carbamates, des pyréthroides et des pesticides naturels
(Environnement Canada, 2002). Les pesticides actuels sont donc moins persistants dans
I’environnement et leur spécificité est accrue, comparativement aux pesticides dit « de
premicre génération » a large spectre dont font partie les pesticides organochlorés (Maguire
et al., 2003). Cependant, plusieurs pesticides organochlorés sont encore utilisés
mondialement, tel le chlordane, un insecticide pouvant altérer la qualité des érythrocytes

chez I’homme (Suwalsky et al., 2005).

1.1.4. Les agents ignifuges organobromés
Parmi les 70 classes d’agents ignifuges, on retrouve les polybromodiphényles (PBB) et les

éthers diphényles polybromés (EDPB). Ces produits de synthése sont utilisés comme



ignifugeants dans diverses maticres plastiques, tel le polystyréne. La fabrication des PBB a
¢té bannie mondialement en 2005 due a leur toxicité, par contre les EDPB ne sont pas
encore contrdlés (Environnement Canada, 2004). Ces composés synthétiques pénétrent
dans I’environnement soit par 1’air ou par I’eau et s’accumulant ensuite dans les tissus
adipeux. De plus, les produits de dégradation ont une activité hormonale supérieure a celle
des substances d’origine (Environnement Canada, 2004). L’accumulation des produits de
dégradation a considérablement augmenté dans le sang, le foie, les tissus adipeux et le lait
maternel au cours des 20 derni¢res années (Meironyté Guvenius et al., 1999; Norén et
Meironyté, 2000; Meironyté Guvenius et al., 2001; Schecter et al., 2003; Fischer et al.,
2006). Branchi et al. (2003) a démontré leurs effets neurotoxiques et hormonaux sur des

rats et souris de laboratoire.

Les propriétés des POPs et du MeHg entrainent leur bioaccumulation, leur bioconcentration
et leur biomagnification le long de la chalne alimentaire (Corsolini et al., 2005). Les
carnivores sont donc les plus contaminés, car ils accumulent les POPs dans leur tissus
adipeux et le MeHg dans leurs organes qui ont été absorbés par les strates inférieures
(Bonefeld-Jorgensen, 2004). Les salmonidés sont vulnérables a cette bioaccumulation, mais
aussi I’homme qui en consomme. Bien que le poisson ne représente qu’une fraction du
régime quotidien des populations nord-américaines (environ 10 %), il est la principale

source de contamination aux POPs (Alcock et al., 1998; Harrison et al., 1998).

1.2. Contamination chez les salmonidés

Etant donné que les salmonidés se situent au sommet de la chaine alimentaire marine et que
les POPs et le mercure s’accumulent dans les tissus adipeux, I’évaluation de la
concentration de ces contaminants dans la chair s’impose. Une étude réalisée par Blanchet
et al. (2005) sur le saumon Atlantique et la truite arc-en-ciel de souches sauvages et
d’élevage compare leur contamination au mercure, a 14 congénéres de BPC et a la
sommation des dioxines et furanes. Pour le saumon, 46 spécimens d’¢levage et 10 sauvages
furent analysés, tandis que 37 individus d’¢élevage et 10 sauvages ont été testés pour la

truite. Aucune différence significative n’a été démontrée entre les souches de saumon pour



la charge en BPC (moyenne 0,01 mg/kg) et pour la somme des dioxines et furanes (0,116
ng NATO-TEQ/kg). Cependant, le mercure était plus élevé chez la souche sauvage (0,056
mg/kg) que chez la souche d’¢levage (0,018 mg/kg). Des résultats similaires ont été
observés entre les souches de truite avec une moyenne de 0,006 mg/kg pour la somme des
BPC et 0,073 ng NATO-TEQ/kg) pour les dioxines et furanes. Les truites d’élevage
présentaient une charge en mercure (0,021 mg/kg) significativement inférieure aux truites
sauvages (0,045 mg/kg). De plus, 169 substances actives de pesticides ont été investiguées

chez les souches de saumon et de truite d’élevage et aucun résidu n’a été détecté.

En 2002, Santé Canada et I’Agence Canadienne d’Inspection des Aliments (ACIA) ont
réalisé une étude sur des souches sauvage et d’élevage de différents produits de la mer, dont
le saumon Atlantique et I’omble (Santé Canada et ACIA, 2002). Ces poissons provenaient
de Vancouver, Toronto et Halifax. Les saumons (19 d’¢élevage et 3 sauvages) et les ombles
(6 d’¢élevage et 5 sauvages) ont été analysés pour leur teneur en dioxines, furanes, BPC,
EDPB et drogues vétérinaires. Les résultats préliminaires montrent des concentrations en
BPC du saumon d’¢levage de 0,0175 mg/kg, tandis que le sauvage affiche 0,006 mg/kg.
L’omble d’¢levage a obtenu des valeurs similaires, soit 0,0065 mg/kg pour la souche
d’élevage et 0,0054 mg/kg pour la souche sauvage. Pour les EDPB, le saumon d’élevage a
obtenu une moyenne de 0,002 mg/kg et le sauvage, 0,0006 mg/kg. L’omble d’¢levage
(0,001 mg/kg) et sauvage (0,0006 mg/kg) est encore similaire au saumon. Les poissons
avaient donc accumulé des contaminants dans leur chair, mais les concentrations étaient
faibles. Santé Canada a donc conclu que la teneur en BPC et en EDPB dans les poissons ne
constitue pas un risque pour la santé et qu'il n'y a aucun besoin d'avis spécifiques quant a la

consommation du poisson et I'exposition au BPC et aux EDPB.

Le Ministére de 1I’Agriculture et de I’Alimentation de 1’Ontario (MAAQ) a réalisé une
¢tude sur 171 truites arc-en-ciel d’élevage afin de déterminer la charge en POPs et métaux
(Cassidy et al., 2002). Les analyses ont démontré des résidus de mercure (n = 59) a des
concentrations aussi faibles que 0,01 a 0,07 mg/kg. La concentration moyenne de BPC était

de 0,024 mg/kg (n = 63). La TCDD (n = 63) n’a pas été détectée. Des analyses incluant les
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dioxines, les furanes et les DLPCB ont démontré une variation entre 0,55 et 4,32 ng-
TEQ/kg, ce qui est plus élevé que dans I’étude de Blanchet et al. (2005), ou les valeurs
¢taient plutot situées entre 0,0002 et 0,175 ng NATO-TEQ/kg. Néanmoins, les valeurs
obtenues par le MAAO sont tres faibles.

Hites et al. (2004) ont évalué la contamination POPs chez le saumon Atlantique d’élevage
et chez les especes sauvages suivantes (n = 700): saumon du Pacifique kéta (Oncorhynchus
keta), coho (O. kisutch), chinook (O. tshawytscha), rose (O. gorbuscha) et sockeye (O.
nerka). Un total de 14 contaminants a ¢été analysé (BPCs, dioxines, pesticides
organochlorés). Les teneurs en contaminants des saumons d’¢levage étaient plus élevées
que dans les sauvages, mais toujours sous les valeurs recommandées par Santé¢ Canada et la
Food and Drug Administration (FDA, Etats-Unis), comme dans les études mentionnées
précédemment. D'autre part, les saumons d’¢levage du Chili avaient les valeurs les plus
faibles en BPCs, dioxines, toxaphénes et dieldrines. Puisque le saumon chilien est
majoritaire dans les marchés québécois (60-90 %) (Blanchet et al., 2005), ces valeurs
indiquent qu’un consommateur moyen n’est pas significativement exposé¢ aux POPs. La
source de nourriture (poisson frais ou moulée) serait la cause principale des différences
significatives entres les souches sauvage et d’¢levage selon Hites et al. (2004), mais la
comparaison entre deux especes différentes de saumon peut étre discutable du point de vue
de la rigueur scientifique. En effet, d’autres facteurs pourraient avoir une influence sur
I’accumulation de contaminants, tels la génétique et la physiologie, variables entre les
especes de saumon. En somme, les études présentées démontrent que les salmonidés sont

des produits de consommation sans risques majeurs pour la santé¢ humaine.

Pourtant, 1’étude de Hites et al. (2004) a entrainé une désinformation médiatique qui a
généré, dans I’esprit du consommateur, une peur de la contamination aux POPs par la
consommation de poissons d’élevage. En se basant sur les recommandations de la
Environmental Protection Agency (US-EPA), I’équipe a conclu qu’il était plus risqué pour
la santé humaine de consommer du poisson d’élevage par rapport a du poisson sauvage.

Ces recommandations sont cependant plus séveres que celles de Santé Canada, la FDA et
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I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) qui sont de 0,1 ppm pour les toxaphénes, 5
ppm pour le DDT, 0,1 ppm pour le mirex, 0,3 ppm pour le chlordane, 2 ppm pour les BPC
et 0,5 ppm pour le mercure. Les recommendations pour les agents ignifuges organobromés
ne sont pas encore établies par ces organismes. Bien que depuis la situation ait été clarifiée,
I’inquiétude est restée chez le public. Afin de palier cette appréhension et aider 1’industrie
aquacole a promouvoir le poisson d’¢levage, les recherches pour produire des salmonidés
d’élevage plus « propres » se sont donc multipliées. Une possibilité serait de remplacer
I’huile de poisson, la principale source de contamination dans la moulée, par des huiles
végétales. Le produit final serait donc moins contaminé en POPs car les huiles végétales

sont presque totalement dépourvues de contaminants.

2. Acides gras a longue chaine polyinsaturés (AGPLC)
2.1. Propriétés des AGPLC

Les acides gras a longue chaine polyinsaturés entrent dans la composition des huiles
végétales et animales. Parmi eux, deux acides gras sont essentiels pour les salmonidés et
I’homme: L’acide linoléique 18:2(n-6) (LA) et I’acide a-linolénique 18:3(n-3) (ALA). Ces
acides gras sont dits « essentiels », car ils ne peuvent pas €tre synthétisés complétement de
novo a partir de composés non-lipidiques. En effet, les enzymes nécessaires pour la
désaturation du 18:1(n-9) en LA (A12 désaturase), puis en ALA (A15 désaturase) ne sont
pas présentes (Henderson, 1996). Ces AGPLC doivent donc étre absorbés via le régime

alimentaire.

La bioconversion des acides gras essentiels, par des processus d’élongation et de
désaturation via les A6 et A5 désaturases, permet la production de dérivés importants pour
I’organisme. Lorsque le LA est présent en quantité suffisante, il entre en compétition avec
I’acide oléique 18:1(n-9) pour la désaturation par les A6 désaturases, ce qui limite la
formation de dérivés n-9 au profit de dérivés n-6 essentiels a 1’organisme. Le LA se
converti en acide y-linolénique 18:3(n-6) (GLA) et en acide dihomo-y-linolénique 20:3(n-6)
(DGLA), puis en acide arachidonique 20:4(n-6) (AA) (Virkkunen et al., 1987). L’ALA

entre aussi en compétition avec le LA pour son ¢élongation et sa désaturation. L’organisme
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convertit préférentiellement le 18:3(n-3), mais cette réaction atteint un plateau selon la
concentration initiale de 18:2(n-6) qui interfére dans le processus de bioconversion (Greene
et Selivonchick, 1987) par les A6 désaturases. L’ALA se converti en acide
eicosapentaenoique 20:5(n-3) (AEP) via les élongases et les A6 et A5 désaturases, puis en
acide docosahexaenoique 22:6(n-3) (ADH) via les A6 désaturases, les élongases et la §3-

oxydation peroxysomale (Nakamura et Nara, 2003).

Les n-3 et n-6 AGPLC, plus particuliecrement I’AA, "AEP et le DGLA, sont des
précurseurs des eicosanoides jouant plusieurs roles dans 1’organisme, notamment en entrant
dans la composition des phospholipides membranaires, les leucocytes, les érythrocytes, les
neutrophiles, les monocytes, les hépatocytes et les neurones (Simopoulos, 2000; Yehuda et
al., 2002). Les AGPLC agissent aussi sur la transcription et la transduction de certains
genes (Clarke et Jump, 1994; Graber et al., 1994). L’ADH est 1’acide gras structural qui
prédomine dans la matiére grise, la rétine et les spermatozoides des mammiferes qui ne
peuvent que faiblement le synthétiser (Connor et al., 1991). Les eicosanoides produits sont
bénéfiques pour I’organisme, entre autres, en réduisant I’inflammation et 1’agrégation
plaquettaire (Ritter et Taylor, 1988), tout en augmentant la perméabilit¢é membranaire, la
transmission des signaux intercellulaires et en prévenant le mauvais cholestérol (Clarke et
Jump, 1994). 11 est donc fondamental que le régime alimentaire fournisse 1’apport

nécessaire en AGPLC pour subvenir aux besoins de I’organisme.

2.2. Les AGPLC et ’homme

Chez I’enfant, I’ADH est essentiel pour le bon développement des capacités cognitives, du
systeme nerveux et de la vision (Dyerberg et al., 1995). Le développement de I’enfant est
positivement corrélé avec un apport adéquat en ADH (Boehm et al., 1996). Par ailleurs, un
déficit de cet acide gras essentiels entrainerait une mauvaise résistance du systeme
périventriculaire, provoquant des hémorragies, puis la naissance prématurée de 1’enfant
(Horrocks et Yeo, 1999). Connor et al. (1991) mentionne que si la carence en n-3 est bien
établie des l’age de dix mois, il est peu probable qu’un apport adéquat ne regle

complétement les pathologies entrainées par cette déficience en n-3. Les patients atteint de
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fibrose kystique (Roulet et al., 1997) et de troubles du comportement, comme le déficit
d’attention avec hyperactivit¢ (ADHD) (Stevens et al., 1995), démontrent aussi une carence
en acides gras essentiels. Ces troubles du comportement sont causés par un déficit en n-3
qui entraine une altération des synapses dans I’hippocampe (Yoshida et al., 1997).
Finalement, les enfants qui consomment du poisson réguliérement ont un risque
significativement réduit de développer de 1’asthme, comparativement aux enfants qui n’en
mangent pas (Peat et al., 1992). En effet, les n-3 ingérés inhibent la synthése de
leucotriénes (LT), formés a partir de I’AA, qui sont impliqués dans la vasoconstriction des

voies respiratoires et la sécrétion excessive du mucus (Dahlen et al., 1981).

Chez I’adulte, I’apport en ADH est essentiel pour le maintient des fonctions du cerveau, par
exemple la myélinisation lors de la formation de neurones. Ce processus se poursuit a 1’age
adulte, mais a un rythme plus lent que durant I’enfance (Horrocks et Yeo, 1999). Les
AGPLC ralentissent le vieillissement du cerveau en maintenant la perméabilité des
neurones qui permet a une transmission adéquate des signaux (Yehuda et al., 2002).
L’ADH contribuerait aussi a réduire les migraines (Youdim et al., 2000), I’obésité (Awad et
al., 2000), le diabéte de type II (Nettleton et Katz, 2005), la proténurie chez les patients
atteints de maladies glomérulaires chroniques (De Caterina et al., 1993), I’hypertension et
le pourcentage de triacylglycérols et de cholestérol LDL et VLDL dans le sang (Horrocks et
Yeo, 1999). Chez les alcooliques, I’agressivité et la dépression secondaire seraient par
ailleurs reliées a I’augmentation du ratio n-6/n-3 dans le sang causée par une réduction de la
synthése de I’ADH et une augmentation de la synthése de DGLA (Virkkunen et al., 1987).
Les patients souffrant d’Alzheimer et de schizophrénie présentent aussi une carence en
ADH (Horrocks et Yeo, 1999), ainsi que les patients atteints de Parkinson (Youdim et al.,
2000) et de dyslexie (Richardson, 2004). Le développement du diabéte de type I (Nestler et
al., 1991) et des maladies cardiovasculaires (Horrocks et Yeo, 1999) est aussi minimisé par
la consommation réguliere d’ADH. Il contribue également a réduire les symptomes de
’athérosclérose, une des principales causes de maladies coronariennes, en inhibant
I’expression de la cytokine qui cause l’inflammation et en réduisant I’adhésion des
leucocytes, ce qui limite I’accumulation d’athéromes sur les parois artérielles (De Caterina

et al., 1994). De plus, la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV)
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est ralentie, ce qui réduit I’accumulation de lipides et 1’épaississement des parois des
grosses arteres. Plus précisément, I’ADH agit sur la multiplication cellulaire durant la phase
G, en bloquant la synthése d’ADN, ce qui empéche la cellule de passer en phase S, donc de
se diviser (Terano et al., 1997). Etant donné que les cellules cancéreuses se multiplient
rapidement, I’ADH agit aussi sur ces cellules en inhibant leur prolifération. En revanche,
I’AA et le 18:2(n-6) stimulent la multiplication des cellules cancéreuses (Horrocks et Yeo,

1999).

L’AEP prévient la production de thromboxanes issus de I’AA, ce qui prévient la
vasoconstriction, bronchoconstriction et 1’agrégation plaquettaire excessives (Ritter et
Taylor, 1988; Hirai et al., 1989). L’ADH et ’AEP pourraient aussi aider a prévenir la
dépression grave (Hibbeln, 1998). Ils agissent sur le cceur en réduisant la révolution
cardiaque et la pression systolique du ventricule gauche. De plus, ils prolongent la
conduction de l'influx cardiaque-artériel tout en réduisant sa durée d’émission et en
prolongeant la phase de quiescence. En somme, ces mécanismes réduisent les risques de
fibrillation du cceur, donc d’infarctus du myocarde. L’ ADH serait par contre plus efficace
que I’AEP pour prévenir les pathologies cardiaques (McLennan et al., 1996). Enfin, un
régime a haute teneur en ADH et en AEP permet de réduire les symptomes des maladies
inflammatoires et auto-immunes comme I’arthrite rhumatoide (Horrocks et Yeo, 1999), le

psoriasis (Das et al., 1992), la maladie de Crohn (Belluzzi et al., 1996).

2.3. Consommation recommandée en AGPLC

Etant donné la compétition entre les n-3 et les n-6 pour les A désaturases, la consommation
totale d’AGPLC doit étre considérée. Le ratio n-6/n-3 a respecter maximum de 4:1 chez
I’homme (Torstensen et al., 2004). Ce ratio atteint par contre 16,74:1 chez les occidentaux,
contrairement au 1:1 chez nos ancétres chasseurs-cueilleurs (Simopoulos, 2000). Il existe
deux causes majeures expliquant le fort ratio n-6/n-3 actuel. D’abord selon Crawford
(1968), I’agriculture intensive produit de la nourriture de masse, mais de moindre qualité
que celle consommée par nos ancétres. En effet, les animaux de ferme sont nourris en

majeure partie avec des grains qui fournissent moins d’acides gras n-3 a I’animal et plus de
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n-6. Puisque la composition de la chair est influencée par 1’alimentation de 1’animal, la
viande est plus pauvre en n-3 chez les animaux d’élevage que chez les animaux sauvages.
De méme, la composition des produits d’origine animale, les ceufs par exemple, suit cette
tendance (Simopoulos et Salem Jr., 1992). Simopoulos (1995) avance que les 1égumes
cultivés contiennent moins de n-3 que dans la nature. Cette modification du profil en acides
gras des aliments influence donc le ratio n-6/n-3 consommé, mais les habitudes
alimentaires entrent aussi en cause. Les occidentaux consomment peu de poisson riche en
n-3, mais beaucoup de viande animale riche en acides gras saturés et monoinsaturés et de

gras trans provenant de produits surtransformés.

Il est important de mentionner que les effets de ’ALA et de ses dérivés sont efficaces a
long terme (Indu et Ghafoorunissa, 1992), donc il est préférable de changer ses habitudes
alimentaires plutot que de faire un régime aux #-3. Il est a noter que la consommation totale
d’AEP et d’ADH est primordiale par rapport a I’ALA, car ces acides gras sont plus
efficacement incorporés dans le plasma sanguin que I’ALA (Simopoulos, 2000). Puisque
I’AEP et ’ADH se retrouvent en grande proportion dans les poissons gras, la
consommation quotidienne de poisson devrait étre privilégiée. Bien que beaucoup d’efforts
soient déployés en recherche afin de produire des ceufs (Surai et Sparks, 2001), de la viande
(Raes et al., 2004), de la volaille (Lorenz et Van Elswyk, 1997) et du lait (Gulati et al.,
2002) dit « oméga-3 », les poissons gras restent, a ce jour, la meilleure source d’AEP et
d’ADH (Simopoulos, 2000). Selon Siscovick et al. (1995), une consommation mensuelle de
5,5 g d’oméga-3, c’est-a-dire une portion de poisson gras par semaine, contribue a réduire
de 50 % les risques de crises cardiaques. De plus, deux a trois portions de poisson par
semaine contribueraient a réduire les risques de mortalité chez les patients ayant survécu a
un infarctus du myocarde (Burr et al., 1989). Pour diminuer I’incidence des maladies
cardio-vasculaires, 1’American Heart Association a révisé, en 2000, son guide
d’alimentation en pronant la consommation d’oméga-3 ou n-3 (ADH et AEP). Elle
recommande donc de consommer au moins deux portions de poisson riche en oméga-3 par
semaine, comme du saumon, de la truite, du hareng, du thon, du maquereau et des sardines.

Par contre, les enfants et les femmes enceintes ou allaitantes devraient limiter leur
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consommation de thon frais a un repas par mois, é¢tant donné leur concentration en mercure

(American Heart Association, 2000).

Les poissons d’eaux froides sont a privilégier, car ils ont une forte proportion en AGPLC
oméga-3 dans leur organisme, afin d’empécher la solidification de leurs membranes
exposées au froid (Sinclair, 1952). Le degré d’insaturation d’un acide gras agissant sur le
point de fusion, plus I’acide gras est insaturé, comme chez les n-3, plus sont point de fusion
est bas. Ainsi, les poissons d’eaux tempérées et chaudes sont plutot concentrés en AA et en
acides gras saturés qu’en ADH et AEP, car leur point de fusion est plus élevé, ce qui

empéche une perméabilité excessive des membranes (Karp, 2004).

3. Remplacement de I’huile de poisson par de I’huile végétale dans la moulée

3.1. Les enjeux

Les huiles végétales posseédent plusieurs propriétés permettant de les étudier pour remplacer
I’huile de poisson. Moins dispendieuses que cette derniere et plus accessibles, la majorité
des huiles végétales sont faibles en gras saturés et monoinsaturés et riches en acides gras
polyinsaturés a longue chaine. Puisque les végétaux sont a la base de la chaine alimentaire,
leurs huiles sont moins concentrées en contaminants organiques et en métaux lourds que les
sous-produits a base d’animaux comme les farines et les huiles. En somme, remplacer
I’huile de poisson par de I’huile végétale dans la moulée en aquaculture contribuerait au
développement durable de I’industrie et a la production de poissons de meilleure qualité et

a moindre cout.

Pour réaliser cet objectif, un choix doit étre effectué¢ parmi les huiles disponibles sur le
marché. Plusieurs études ont été réalisées afin de d’identifier I’huile de remplacement
convenant aux besoins nutritionnels des poissons carnivores d’élevage, tout en minimisant
I’appauvrissement de la qualité des filets. L huile d’olive (Buzzi et al., 1996; Torstensen et
al., 2004), de palme (Rosenlund et al., 2001; Bell et al., 2002), de lin (Olsen et al., 2000;
Rosenlund et al., 2001), de tournesol (Bransden et al., 2003), de soya (Guillou et al., 1995;
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Rosenlund et al., 2001; Caballero et al., 2002; Grisdale-Helland et al., 2002) et de canola
(Bell et al., 2001; Bell et al., 2003; Torstensen et al., 2004) ont donc été testées. Selon Bell
et al. (2002), une huile pouvant potentiellement remplacer I’huile de poisson devrait éviter
I’accumulation excessive de 18:2(n-6), permettre la rétention de fortes concentrations
d’AEP et D’ADH et fournir suffisamment d’énergie sous forme d’acides gras saturés et
monoinsaturés pour maintenir une croissance ¢levée. Selon ces conditions, il semblerait que
I’huile de canola et de soya pourraient remplacer I’huile de poisson, mais des études a long

terme doivent étre réalisées afin d’évaluer la croissance en industrie.

3.2. L’huile d’olive

L’huile d’olive est composée a 71,5 % d’acide oléique, 8,2 % de LA et de 0,7 % d’ALA
(Sheppard et al., 1978). Selon Buzzi et al. (1996), le remplacement de 100 % d’huile de
poisson par de I’huile d’olive, une huile monoinsaturée riche en acide oléique, pour une
période de 120 jours, provoque une augmentation du ratio n-6/n-3. Il en résulte une
diminution du taux de croissance de la truite arc-en-ciel, de méme qu’une augmentation de
la concentration en n-9. L’étude démontre donc qu’un régime déficient en n-3 conduit a un
changement néfaste du profil en acides gras du poisson. Par contre, une étude de Torstensen
et al. (2004) mentionne que le remplacement de 50 % d’huile de poisson par de I’huile
d’olive n’influe pas sur le taux de croissance du saumon Atlantique (Salmo salar). Les
besoins en acides gras essentiels de 1’espéce seraient comblés par la proportion de farine de
poisson dans la moulée et permettraient d’atteindre les niveaux de n-3 requis pour I’animal.
Toutefois, les besoins ne sont pas comblés pour la consommation humaine, méme si le
18:3(n-3) est mobilisé préférentiellement, car il est présent en trop faible proportion dans la
ration. L’huile d’olive modifie donc la composition lipidique des filets en augmentant le
ratio n-6/n-3 de fagcon considérable, surtout parce que les n-9 augmentent, ce qui fait baisser
la concentration relative de n-3. Les saumons analysés a 1’issue de 1’expérience de 42
semaines de Torstensen et al. (2004) ne démontraient aucune différence significative tant
pour le taux de croissance, le pourcentage de mortalité et la digestibilité des lipides. De
plus, les acides gras saturés totaux ont €té retrouvés en proportion semblable que dans le
groupe contrdle. Leur qualité nutritive pour la consommation humaine avait cependant

grandement diminuée par rapport au groupe témoin, en raison de la diminution de la
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concentration des n-3 dans les filets. La concentration d’ADH et d’AEP dans les filets était
d’ailleurs la moitié moindre a celle retrouvée chez les poissons nourris a 100 % d’huile de
poisson. L’ huile d’olive n’est donc pas la source idéale de lipides de remplacement pour les
poissons carnivores, d’autant plus qu’elle est dispendieuse par rapport aux autres huiles

végétales disponibles sur le marché.

3.3. L’huile de palme

L’huile de palme est une huile saturée riche en acide palmitique (42,0 %) et en acide
oléique (37,9 %). Elle contient aussi une faible quantit¢ de LA (9,0 %) et une quantité
négligeable d’ALA (0,3 %) (Sheppard et al., 1978). L’étude de Bell et al. (2002), portait sur
le remplacement de 1’huile de poisson, dans la moulée de saumon Atlantique, par 25 %, 50
% et 100 % d’huile de palme. Au terme des 30 semaines d’expérimentation, aucune
différence significative relative a la mortalité, au taux de croissance spécifique et a I’indice
de conversion alimentaire (ICA) n’a été constatée entre les traitements. De plus, aucune
histopathologie n’a été décelée, que ce soit pour le foie, le coeur ou les muscles. Rosenlund
et al. (2001) a obtenu des résultats similaires aprés 12 mois d’expérimentation sur le
saumon Atlantique ou I’huile de poisson était remplacée par 50 a 60 % d’huile de palme.
Par contre, le profil en acides gras des filets varie, surtout dans les moulées avec 50 % et
100 % d’huile de poisson remplacée par de I’huile de palme. Au-dela de cette limite, la
concentration de »n-3 diminue considérablement, tandis que la concentration d’acides gras
saturés totaux (surtout 1’acide palmitique), d’acides gras monoinsaturés totaux, de 18:1(n-9)
et de 18:2(n-6) augmente dans les muscles de fagon linéaire avec 1’augmentation de
I’inclusion d’huile de palme dans la moulée. Le ratio n-3/n-6 chute donc de moitié¢ pour la
moulée a 50 %. La moulée a 100 % a un ratio 6 fois inférieur a celui de la moulée a 0 %
d’huile de palme. Par ailleurs, a plus de 50 % de substitution, ’ADH et I’AEP chutent

drastiquement.

En rappelant les conditions de base d’une huile de remplacement de Bell et al. (2002),
I’huile de palme provoque une trop forte accumulation de 18:2(n-6) et une trop faible

production de 20:5(n-3) et de 22:6(n-3), issus de la bioconversion de I’ALA, pour qu’elle
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puisse étre un substitut potentiel a I’huile de poisson. En conclusion, 1’huile de palme ne
serait pas la source d’huile de remplacement la plus avantageuse pour 1’industrie, surtout
au-dela de 50 % d’inclusion, car elle contribue a augmenter la concentration d’acides gras
monoinsaturés et saturés dans la chair, au détriment d’acides gras a longue chaine

polyinsaturés.

3.4. L’huile de lin

L’huile de lin est une huile polyinsaturée n-3 riche en ALA (67,1 %). Elle contient aussi
13,0 % d’acide oléique et 12,5 % de LA (Nuernberg et al., 2005). Le fort pourcentage de
18:3(n-3) rend cette huile trés sensible a 1’oxydation. Olsen et al. (2000) a réalisé une
courte ¢tude de trois semaines sur I’omble chevalier (Salvelinus alpinus L.). Des moulées a
0, 5, 10, 15, 16 et 20 % d’huile de lin ont été formulées, ou les deux rations a 16 % étaient
additionnée de 4 % de 14:0 (acide myristique) ou de 4 % de 16:0 (acide palmitique). Au
terme des trois semaines de nourrissage, ’équipe a constaté une augmentation
proportionnelle de la présence de gouttelettes de lipides dans les entérocytes par rapport a
I’augmentation de I’inclusion d’huile de lin. Bien que mal connu, ce phénomeéne
s’expliquerait par deux principes. D’abord, les acides gras auraient été absorbés trop
rapidement pour la capacité de synthése des lipoprotéines, ce qui expliquerait qu’ils se
soient accumulés a 'intérieur des entérocytes de 1’épithélium intestinal sous forme de
gouttelettes (Deplano et al., 1991). Puisque ce sont majoritairement des n-3 qui sont
absorbés, cela aurait conditionné I’accumulation de gouttelettes (van Greenvenbroek et al.,
1995) di au ralentissement de la synthése de lipoprotéines. L.’antagoniste principal de cette
voie métabolique serait la diminution de la concentration de phosphatidylcholine (PC) dans
les entérocytes, le lipide polaire majoritairement retrouvé dans la composition des
lipoprotéines (Chapman, 1980). Etant donné que 1’huile de lin contient une forte proportion
de 18:2(n-6) et de 18:3(n-3) (69 % au total) et une faible proportion d’acides gras saturés
(9,8 %), sa composition pourrait indirectement entrainer un ralentissement de production de

lipoprotéines et I’accumulation de lipides dans les entérocytes (Rosenlund et al., 2001).
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Menoyo et al. (2005) a remplacé 25, 50, 75 et 100 % d’huile de poisson par de I’huile de lin
dans la moulée de saumon Atlantique. Apres 12 semaines d’expérimentation, la croissance,
le facteur de condition physique (CF), I’indice viscéro-somatique (VIS) et I’indice hépato-
somatique (HIS) n’ont pas été affectés significativement par la moulée. Cependant, le profil
en acides gras des muscles a été influencé par la composition lipidique de la moulée
(Rosenlund et al., 2001; Caballero et al., 2002). L’huile de lin a contribué a une plus forte
accumulation de n-6 et n-3 totaux dans les muscles que I’huile de poisson, surtout a 75 et
100 % de remplacement. La majorité des n-3 étaient a courte chaine, donc du 18:3n-3 (41.6
%), et une plus faible concentration de n-3 a longue chaine (EPA et ADH) a été accumulée
par rapport a la moulée contrdle. Ainsi, la qualité¢ du poisson a diminuée significativement,
car I'huile de lin a réduit ’accumulation d’acides gras essentiels AGPLC tout en
augmentant la concentration de n-6. Tocher et al. (2003) a obtenu des résultats similaires
avec du saumon Atlantique nourris a des pourcentages variables d’un mélange 1:1 d’huile
de lin et de colza (14 a 35 %). Les poissons ont été nourris pendant 2 ans avec les moulées
expérimentales du tacon a I’age adulte (environ 2 kg). Méme si la santé générale des
poissons n’a pas été affectée, le profil en acides gras du foie, des intestins et des branchies a
significativement ¢été modifi¢ par I’huile végétale. La proportion en AGPLC a
considérablement diminué, donc la qualité nutritive des poissons a chuté. L’huile de lin,
lorsque combinée a une autre huile végétale comme le colza, pourrait donc remplacer
I’huile de poisson dans la moulée de salmonidés, mais jusqu’a une certaine limite. Lorsque
la majorité de I’huile de poisson est remplacée par de I’huile de lin, le profil en acides gras

des muscles est modifié, ce qui altére la qualité du poisson pour la consommation humaine.

3.5. L’huile de tournesol

L’huile de tournesol est polyinsaturée n-6 et elle sa composition est trés changeante selon
plusieurs facteurs environnementaux, comme la variété utilisée, le type de sol et les
conditions climatiques durant la phase de croissance de la plante (Robertson, 1972). L’huile
extraite au nord des Etats-Unis contient 66,4 % de LA, 21,7 % d’acide oléique et 0,3 %
d’ALA (Sheppard et al., 1978). L’huile de poisson a été¢ remplacée a 0, 4, 10, 20, 40 et 100
% par de I’huile de tournesol dans 1’étude de Bransden et al. (2003). Des tacons de Salmo

salar L. ont été¢ soumis a ce régime durant 63 jours. Bien que le taux de croissance
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spécifique n’ait pas été influencé par le régime, des pathologies cardiaques sont apparues et

le profil en acides gras des muscles a subit de profondes modifications.

Les n-3 totaux affichent une baisse significative de 29,1 et 47,9 % pour 40 et 100 %
d’incorporation respectivement. De plus, les concentrations d’ADH et d’AEP ont chuté
significativement lorsque 40 % et plus d’huile de poisson était remplacée, ce qui influe
considérablement sur les n-3 totaux. Ces modifications agissent sur le ratio n-3/n-6 qui
passe de 9,0 a 1,9 (régime a 40 %) et 0,7 % (régime a 100 %) aprés seulement 63 jours
d’expérimentation. Etant donné que I’huile de tournesol est riche en n-6 et que la
composition de la moulée refléte la composition des filets (Grisdale-Helland et al., 2002),
I’augmentation de I’utilisation de cette huile entraine un accroissement considérable de la
concentration des n-6 totaux, donc une baisse du ratio n-3/n-6. Les n-6 totaux, surtout le

18:2(n-6), augmentent de plus de 70 % a partir de 40 % d’incorporation.

Puisque selon Bell et al. (2002), une huile de remplacement doit limiter la déposition
excessive de 18:2(n-6), I’huile de tournesol ne peut pas étre retenue pour remplacer 1’huile
de poisson dans la moulée de salmonidés, car elle ne respecte pas cette condition. De plus,
elle ne permet pas de maintenir les niveaux recommandés de n-3 et entraine des pathologies

cardiaques et une immunosuppression face au stress (Bell et al., 1993, Bell et al., 1996).

3.6. L’huile de soya

L’huile de soya est une huile polyinsaturée n-6 riche en LA (53,0 %) et en acide oléique
(22,0 %) (Sheppard et al., 1978). Elle contient aussi 7,1 % d’ALA et 11,2 % d’acide
palmitique, donc son profil pourrait permettre de respecter les trois conditions de Bell et al.
(2002) pour une huile de remplacement. Plusieurs études ont €té réalisées afin de substituer
complétement ou partiellement 1’huile de poisson par de I’huile de soya (Hardy et al., 1987;
Greene et Selivonchick, 1990; Deplano et al., 1991; Guillou et al., 1995; Caballero et al.,
2002; Grisdale-Helland et al., 2002; Robin et al., 2003). Les résultats sont relativement
semblables entre les études : les indicateurs de condition physique tels que le taux de

croissance spécifique, le pourcentage de mortalité, 1’indice hépato-somatique, I’indice
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viscéro-somatique et la présence ou non d’histopathologies n’étaient pas influencés de
facon significative par la composition lipidique de la moulée. Deplano et al. (1991)
explique la présence de gouttelettes de lipides dans les entérocytes par une accumulation
temporaire de lipides pour la synthése des lipoprotéines. Selon Caballero et al. (2002), cette
accumulation permet au LA d’étre ensuite mobilisé pour étre stocké dans les muscles sous
forme de phospholipides grace aux acyltranférases. Les vacuoles lipidiques des hépatocytes
accumulent donc peu de lipides, car 1’utilisation du 18:2(n-6) serait assez efficace pour
¢viter ce phénomene. En effet, le 18:2(n-6) serait mobilisé rapidement pour d’étre absorbé

par le foie, puis estérifi¢ dans les muscles ou il se concentre (Henderson, 1996).

Le profil en acides gras des poissons nourris avec 50 % et 100 % d’huile de soya démontre
une augmentation de 68 et 80 % respectivement de la concentration de 18:2(n-6) dans les
filets, par rapport au groupe contrdle. Ce changement provoque une baisse de n-3/n-6,
d’abord que I’apport en n-3 est réduit par rapport a celui provenant de 1’huile de poisson,
ensuite parce que la bioconversion des n-3 diminue avec 1’augmentation d’incorporation
d’huile de soya (Grisdale-Helland et al., 2002). L’ AEP et I’ADH chutent de 55 % et 30 %
respectivement, méme si le précurseur pour la bioconversion de ces acides gras, le 18:3(n-
3), est présent. La bioconversion du 18:3(n-3), en AEP puis en ADH, atteindrait donc un
plateau ou I’addition d’ALA ne modifierait en rien la capacit¢ maximale de production
d’AEP et d’ADH (Greene et Selivonchick, 1990). Ce plateau pourrait étre engendré par une
compétition entre le 18:2(n-6) et le 18:3(n-3) pour la A6 désaturase. Le LA bloquerait donc
I’action de I’ALA sur I’enzyme, I’empéchant de se convertir en AEP et en ADH (Greene et

Selivonchick, 1987).

Enfin, la proportion de gras saturés totaux n’a pas significativement augmenté, ce qui est
positif, car une trop forte concentration de ces gras dans la chair diminue la concentration
de n-3 bénéfiques pour le consommateur. L’huile de soya pourrait donc rencontrer les
exigences nutritives pour les poissons et pour la consommation humaine, mais des études a
long terme devront étre réalisées afin d’évaluer I’impact commercial de la substitution de

I’huile de poisson par I’huile de soya. En effet, la plupart des études ont été effectuées a
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moyen terme (Hardy et al., 1987; Greene et Selivonchick, 1990; Caballero et al., 2002;
Grisdale-Helland et al., 2002), période beaucoup trop courte pour constater des
changements physiologiques qui se manifesteraient plutdt a long terme. De plus, certaines
études n’ont remplacé qu’un faible pourcentage de I’huile de poisson (Guillou et al., 1995;
Robin et al., 2003), ce qui n’est pas représentatif du but de 1’industrie, a savoir remplacer au

maximum I’huile de poisson, pour réduire les cofits de production.

3.7. L’huile de canola

Une des huiles les plus appropri¢e au remplacement de 1’huile de poisson serait I’huile de
canola. Avec le soja, le canola est 1I’oléagineuse la plus cultivée au Canada. Sa production
rapporte plus de 6 milliards de dollars a I’industrie canadienne annuellement (Canola
Council of Canada, 2005). Elle est donc accessible est peu coliteuse. Cette huile
monoinsaturée est composée a 53,2 % de 18:1(n-9), 22,2 % de 18:2(n-6) et 11,0 % de
18:3(n-3) (Sheppard et al., 1978). Ses proportions en acides gras monoinsaturés lui
conférent une résistance a la B-oxydation. Le 18:1(n-9) est considéré comme le meilleur
substrat pour la production d’énergie chez le saumon (Torstensen et al., 2004), ce qui ajoute
de I’intérét pour I'utilisation du canola qui en contient abondamment. Plusieurs études ont
été réalisées avec des concentrations variant de 0 a 100 % d’incorporation d’huile de canola
(Bell et al., 2001; Bell et al., 2003; Torstensen et al., 2004). Ces études notent que le taux
de croissance spécifique ne varie pas significativement, de méme que le pourcentage de
survie et la condition physique du poisson (Bell et al., 2003; Torstensen et al., 2004).
Cependant, le ratio n-3/n-6 chute de plus de 70 % lorsque plus de 50 % d’huile de canola
remplace 1’huile de poisson dans la moulée (Bell et al., 2003). Cette variation s’explique
par une hausse substantielle de la concentration de 18:2(n-6) dans les filets. Cependant,
I’augmentation de 75 % de 18:3(n-3) n’entraine pas nécessairement un accroissement de la
production de 20:5(n-3) et de 22:6(n-3). De plus, une hausse de production de 20:4(n-6) n’a
pas €té constatée. Il semblerait que la compétition entre le LA et ’ALA pour les A6
désaturases empéche le 18:3(n-3) d’étre converti en AEP et en ADH, tout en prévenant une
surproduction d’acide arachidonique a partir du 18:2(n-6) (Greene et Selivonchick, 1987).

L’AA est reconnu pour causer des problémes cardiaques si trop concentré et son
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pourcentage diminue avec I’augmentation de 1’incorporation d’huile de canola dans la

ration (Bell et al., 2001).

Les études de Bell et al. (2003) et Bell et al. (2001) démontrent que les gras saturés totaux,
en particulier le 16:0, connaissent une baisse importante a plus de 50 % d’inclusion d’huile
de canola. Cette baisse se fait préférentiellement au profit d’AGPLC, toutefois, le 18:2(n-6)
se retrouve en trop grande proportion par rapport au 18:3(n-3), car il induit une forte
compétition pour la bioconversion par la A6 désaturase. De ce fait, le 18:2(n-6) limite la
production d’AEP et d’ADH par le 18:3(n-3) (Bell et al., 1993). Une alternative a cette
compétition serait d’ajouter a la moulée de I’ADH préformé qui serait directement absorbé
dans les muscles. Une période de finition avec une moulée a 100 % d’huile de poisson

pourrait aussi rétablir les niveaux d’acides gras essentiels.

3.8. Réduction de la bioaccumulation des POPs par les huiles végétales

Une ¢étude de Berntssen et al. (2005) sur le saumon Atlantique a été réalisée sur 22 mois
afin de comparer I’accumulation des POPs chez les poissons nourris soit avec de la moulée
a 100 % d’huile de poisson, soit a 100 % d’un mélange d’huiles végétales (55 % d’huile de
canola, 30 % d’huile de palme et 15 % d’huile de lin). Leurs résultats démontrent une
réduction significative des dibenzo-p-dioxines et dibenzofuranes (PCDD/F), ainsi que des
DLPCB chez les groupes nourris avec de I’huile végétale. Cependant, les ratios n-3/n-6 ont
négativement été affectés, ce qui démontre I’insuffisance des huiles végétales pour
maintenir les bons niveaux d’acides gras. Bell et al. (2005) a tenté de répondre a ce
probléme en incluant une période de finition a leur étude de croissance. Des saumons
Atlantique ont donc été nourris avec des moulées avec 17 % et 35 % d’huile de poisson
remplacée par un mélange 1:1 d’huile de canola et de lin. La période de croissance d’une
durée de 115 semaines a été suivie d’une période de finition de 24 semaines avec une
moulée a 35 % d’huile de poisson. L’accumulation de dioxines et de DLPCB était plus
¢levée chez les poissons nourris avec de 1’huile de poisson. Durant la période de finition,
les poissons préalablement nourris avec de 1’huile végétale ont rapidement accumulés des
contaminants, mais les concentrations sont restées inférieures a celles présentes chez le

groupe nourris avec de 1’huile de poisson. En 24 semaines de finition, les niveaux d’AEP et
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d’ADH ont été rétablis a 80 % de leur concentration initiale, tandis que la charge en POPs
est demeurée moindre que chez le groupe témoin. Ces résultats démontrent que les huiles
végétales représentent une alternative intéressante pour réduire 1’exposition aux POPs et
que la période de finition est primordiale afin de produire du poisson de qualité. Cependant,
puisque les niveaux d’acides gras hautement bénéfiques pour le consommateur n’ont pas
totalement été rétablis, il serait intéressant de combiner une moulée a base d’huile végétale
a une source €levée en ADH, tel le Schizochytrium sp., une algue marine produite

industriellement en milieu controlé.

4. Manipulation des ratios protéines/énergie

L’optimisation de 1’utilisation des protéines retrouvées dans les moulées commerciales
permet d’améliorer la croissance des poissons d’élevage. Puisque les poissons tirent en
partie leur énergie des protéines, en ajoutant des nutriments énergétiques non protéiniques,
tels des lipides, les poissons pourraient métaboliser de 1’énergie des lipides plutdt que des
protéines. De ce fait, I’accumulation de protéines serait augmentée, améliorant ainsi la
croissance. Par contre, ce concept est plausible seulement si ’apport en protéines est en

exces des besoins par rapport a la ration de référence.

4.1. Croissance et efficacité alimentaire (EFAci)

Plusieurs ¢études ont démontré que des sources d’énergie non protéiniques peuvent
efficacement fournir I’énergie nécessaire au métabolisme du poisson, ce qui permet de
rediriger les acides aminés vers la croissance de la truite arc-en-ciel (Ruohonen et al., 1998;
Steffens et al., 1999) et du saumon Atlantique (Hillestad et Johnsen, 1994; Einen et Roem,
1997; Grisdale-Helland et Helland, 1997; Helland et Grisdale-Helland, 1998).

Dans une étude sur des juvéniles de quatre especes de salmonidés élevées en eau douce,
Azevedo et al. (2004) a évalué¢ quatre moulées expérimentales isoenergétiques (énergie
digestible = 20 MJ/kg). Ces moulées ont été formulées avec des ratios PD/ED de 24, 22, 20
et 18 g/MJ, en réduisant le pourcentage de protéines digestibles (de 53 a 39 %) et en

augmentant le pourcentage de lipides (de 19 a 26 %). Les especes de salmonidés
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expérimentales sont les saumons Atlantique et chinook, la truite arc-en-ciel et ’omble de
fontaine. A I’intérieur d’une espéce, le gain de poids ne varie pas selon le ratio PD/ED,
mais ’efficacité alimentaire (EFAci) diminue avec la diminution du ratio PD/ED. Lorsque
I’effet de la croissance sur I'utilisation de I’azote et de 1’énergie par le poisson est évalué,
I’EFAci diminue, peu importe la diéte expérimentale utilisée. Lanari et al. (1995) a aussi
not¢ une augmentation de la croissance de la truite arc-en-ciel et de I’EFAci avec
I’augmentation du ratio DP/DE (de 16 a 18 g/MJ). Avec du saumon Atlantique nourris avec
des moulées contenant de 47 a 57 % de protéines et de 21 a 24 MJ/kg d’énergie digestible,
Helland et Grisdale-Helland (1998) n’ont observé aucune différence significative dans la
croissance et ’EFAci des poissons. En opposition, avec du saumon Atlantique (poids initial
= 100g; poids final = 600 g), Hillestad et Johnsen (1994) ont noté une augmentation de la
croissance et une augmentation de ’EFAci avec la diminution du pourcentage de protéines
dans la moulée. Leurs moulées comprenaient de 35 a 42 % de protéines et de 21 a 32 % de
lipides (énergie brute = de 21 a 24 MJ/kg). Les saumons de cette expérience auraient donc
répondus adéquatement a [’énergie disponible dans la moulée, sans tenir compte du

pourcentage de protéines pouvant leur fournir cette énergie.

4.2. Rétention d’azote digestible (DNRE) et rétention d’énergie digestible (DERE)

Le ratio protéines digestibles/ énergie digestible (PD/ED) de la moulée peut donc étre
modifi¢ pour répondre aux criteres de production et aux critéres environnementaux
concernant les rejets piscicoles. Entre autres, le ratio PD/ED d’une moulée influence le rejet
d’azote (N) dans I’environnement, car il agit sur sa rétention dans le poisson (Azevedo et
al., 2004). Selon Azevedo et al. (2004), la DNRE augmente linéairement avec la diminution
du ratio PD/ED. Avec la croissance de I’omble de fontaine et du saumon Atlantique, la
DNRE a aussi diminué, mais peu importe la di¢te expérimentale utilisée. Par contre, Lanari
et al. (1995) a remarqué une rétention d’N plus élevée lorsque le ratio DP/DE était plus
¢levé dans la moulée. Steffens et al. (1999) a réalisé une étude de 64 jours sur des truites
arc-en-ciel de 92.4g. Deux moulée expérimentales ont été testées, soit la moulée 1 avec 47
% de protéines et 13 % de lipides (19 MJ/kg) et la moulée 2 avec 48 % de protéines et 24 %
de lipides (24 MJ/kg). A la suite de I’expérimentation, le poids final des poissons était

similaire (250-265 g), donc la croissance n’a pas ¢été affectée par la moulée. Cependant,
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I’EFAci a été inférieure et I’efficacité d’utilisation des protéines a été supérieure pour la
moulée 2. L’amélioration de I’utilisation des protéines dans cette moulée a entrainé une
diminution d’excrétion d’azote. De plus, I'utilisation de 1’énergie était plus élevée lorsque

les poissons étaient nourris avec la moulée plus élevée en énergie digestible.

Une étude de Krogdahl et al. (2004) démontre que 1’efficacité de rétention d’N digestible
(DNRE) et I’efficacité de rétention d’énergie digestible (DERE) ne diffeérent pas entre le
saumon Atlantique et la truite arc-en-ciel d’age semblable, nourris dans des conditions
semblables avec la méme moulée. D’autres études démontrent que cette rétention différe
selon les espéces (Berg et Bremset, 1998; Rasmussen et Ostenfeld, 2000; Reftie et al.,
2000). De plus, les études de Ronsholdt (1995) et Einen and Roem (1997) démontrent une
influence significative de la taille sur la DNRE, la DERE et ’EFAci. L’influence de
I’espece sur 1’utilisation des nutriments et de 1’énergie doit donc étre approfondie, ainsi que
I’effet du ratio PD/ED sur la croissance et la qualité du poisson, mais la manipulation du
ratio PD/ED dans la moulée de salmonidés reste une option intéressante a considérer pour

optimiser la production.

5. Le Schizochytrium sp. comme source d’ADH

5.1.  Présentation du Schizochytrium sp.

Avec les récentes découvertes en pharmacologie et en alimentation, plusieurs sources
d’ADH ont ¢été identifiées afin de complémenter les produits de consommation humaine.
Parmi les sources unicellulaires, les huiles de dinoflagellés et de protistes connaissent un
essor fructueux, notamment en remplacant les huiles de poisson dans les formulations pour
enfants, un marché d’environ 10 milliards de dollars par année. Chez les microalgues
marines utilisées commercialement, Thraustochytrium sp., Crypthecodinium sp. et
Schizochytrium sp. sont des sources riches en ADH (Ward et Singh, 2005). Schizochytrium
sp. a été retenu pour I’étude grace a sa forte concentration en ADH (44 g/100 g acides gras
totaux), sa biodisponibilité industrielle, sa simplicité d’utilisation, sa grande stabilité dans la
moulée et sa digestibilité élevée. De plus, elle ne produit pas de toxines et ne contient pas

de contaminants dans les lignées industrielles. La recherche et le développement effectués
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pour réduire les colts de production a grande échelle permettent la fabrication d’un produit
de qualité contribuant au développement durable de I’aquaculture (Barclay et al., 1998).
Son procédé de fabrication industrielle a été¢ développé par Barclay (1992) et permet une

production rapide et abondante de cellules riches en ADH.

Les moules et les palourdes se nourrissent naturellement de Schizochytrium sp. (Hammond
et al., 2002). Ces algues entre donc dans 1’alimentation de I’homme lorsqu’il consomme ces
mollusques, ou indirectement via la chaine alimentaire marine. Parmi les aliments
contenant de 1’huile de Schizochytrium sp., on compte les suppléments alimentaires pour
adultes, les formulations pour meére enceintes et allaitantes, les produits laitiers, les
vinaigrettes et les céréales (Ward et Singh, 2005). Toutefois, ces huiles sont trés sensibles a
I’oxydation et ne peuvent pas étre incorporées directement dans les aliments. Elles doivent

d’abord étre incorporées dans des microcapsules, puis dans 1’aliment.

Lorsque séchées par atomisation (spray dried), les microalgues forment des agrégats, ou
biomasses, de 50 a 150y, destinées a I’industrie de 1’aquaculture (Ward et Singh, 2005).
Elles servent alors pour 1’enrichissement d’artémies et de rotiféres destinés a nourrir les
larves de crevette et de poisson (Barclay et Zeller, 1996). Plusieurs études visent a
remplacer partiellement ou totalement les algues vivantes pour des microalgues séchées
dans la culture de moules (Langdon et Onal, 1999), de palourdes et d’huitres (Boeing,
1997). Les résultats concluent a une bonne adaptation au nouveau régime, ainsi qu’un taux
de croissance spécifique similaire qu’avec des algues conventionnelles (Langdon et Onal,
1999). Elles peuvent aussi enrichir en ADH le poulet et les oeufs (Abril et Barclay, 1998),
sans qu’il n’y ait d’effet organoleptique indésirable. De plus, chez les monogastriques,
I’ADH est plus efficacement incorporé dans les muscles que lorsqu’ils sont nourris avec du
lin, car leur métabolisme convertit difficilement ’ALA en AEP puis en ADH (Abril et al.,
2003). Enfin, des études démontrent que le Schizochytrium n’est ni pathogéne, ni toxique
(Ward et Singh, 2005) et n’a pas tendance a muter a travers ses multiplications (Hammond

et al., 2002).
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5.2. Synthése d’ADH

Le Schizochytrium n’emprunte pas la voie de biosynthese de I’ADH utilisée par les autres
organismes eucaryotes. Selon Ratledge (2004), au lieu de former des acides gras 16:0 via
une cascade de réactions dans le complexe FAS (fatty acid synthase) pour ensuite les
¢longer et les désaturer en AGPLC (figure 1), il semblerait que ce protiste utilise plutot une

PKS (bacterial-like polyketide synthase) (figure 2).

7 x Malonyl-CoA
Y T
Acetyl-CoA
16:0 (Acide palmitique)
v Elongase
18:0 (Acide stéarique)
A9 désaturase
18:1 (9) (Acide oléique)
v AI2 désaturase
Al15 désaturase « 18:2 (9,12) (Acide linoléique)

v
18:3(9,12,15) (ALA)
< A6 désaturase >

18:4(6,9,12,15) ) 18:3 (6,9,12) (GLA)
v < Elongase(s) > v
20:4 (8,11,14,17) 20:3 (8,11,14)

< A5 désaturase >

<«

20:5 (5,8,11,14,17) (AEP) «—— n-3 désaturase ——p 20:4 (5,8,11,14) (AA)

l < Elongase(s) >
22:5(7,10,13,16,19) 22:4(7,10,13,16)
< A4 désaturase >
22:6 (4,7,10,13,16,19) (ADH) 22:5 (DPA)
Acides gras n-3 Acides gras n-6

Figure 1. Formation d’AGPLC chez les microorganismes, via la voie conventionnelle de la FAS. ALA :
Acide o-linolénique; ADH : Acide docosahexaenoique; AEP : Acide eicosapentaenoique; DPA : Acide
docosapentaenoique; AA : Acide arachidonique; GLA : Acide y-linolénique. Adapté de Ratledge (2004).
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Acetyl-CoA-ACP + Malonyl-CoA-ACPx7
v KS
CH3COCH2CO-ACP + CO2
KR
DH
ER
CH3CH2CH2CO-ACP
v KS <
CH3CH2CH2COCH2CO-ACP + CO2
v KR
CH3CH2CH2CHOHCH2CO-ACP
v DH
CH3CH2CH2CH:CHCO-ACP
v Isomérase
CH3CH2CH:CHCH2CO-ACP
v ks ¢
CH3CH2CH:CHCH2COCH2CO-ACP + CO2
v KR
CH3CH2CH:CHCH2CHOHCH2CO-ACP
v DH
CH3CH2CH:CHCH2CH:CHCO-ACP
v ER
CH3CH2CH:CHCH2CH2CH2CO-ACP
Vv KS, KR DH + Isomérase ~———
CH3(CH2CH:CH)6CH2CH2CO-ACP
22:6 (n-3) ADH (A4, 7, 10, 13, 16, 19)

Figure 2. Voie suggérée de la PKS utilisée par Schizochytrium sp. pour la fabrication d’ADH. DH :
déhydrase/isomérase; ER : enoyl réductase; KR : 3-ketoacyl-ACP réductase; KS: 3-ketoacyl synthase.
Adaptation de Ratledge (2004).

Comme la voie de la FAS, la voie de la PKS utilise I’acetyl-CoA et le malonyl-CoA pour
débuter la formation du 16:0 et du 18:0. Cependant, la PKS n’emprunte pas la voie de
désaturation pour la fabrication d’AGPLC. Dans la FAS, la désaturation implique
’utilisation d’oxygeéne pour la formation de doubles liens, mais la voie du PKS serait
anaérobie car elle se réalise sans oxygeéne. Les microalgues du genre Schizochytrium sont
donc fondamentalement différentes des autres eucaryotes, car elles fabriquent leurs acides

gras en mode anaérobie.

Puisque la description de la voie de la PKS est assez récente (Ratledge, 2004), elle est
encore fortement révisée et corrigée. Dans la voie de la FAS, les intermédiaires insaturés ne
sont pas stables et doivent étre transformés sous forme saturée avant de passer a une autre

¢tape d’¢longation. L’utilisation de désaturases et €¢longases est donc justifiée, mais la
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cellule consomme beaucoup d’énergie pour fabriquer le produit final. En revanche, lors de
la formation d’AGPLC via la PKS, les intermédiaires insaturés sont stables et peuvent
conserver leur conformation entre les étapes. Ce systetme permet donc de réduire
I’utilisation de NADPH, servant a fournir de 1’énergie a la cellule pour la fabrication des
AGPLC, via le cycle de Krebs. En somme, 1’organisme économise son énergie en réduisant
sa consommation de NADPH : lors de la production d’un acide gras saturé, puis lors de sa
désaturation en AGPLC (Ratledge, 2004). Le fonctionnement de la stabilité des

intermédiaires insaturés n’est cependant pas encore bien identifié.

6. Période de finition ou « wash-out »

6.1. Rétablir les niveaux adéquats d’AEP et ’ADH

Avec le remplacement de I’huile de poisson par I’huile végétale, les niveaux de n-3, plus
particulierement d’AEP et d’ADH, diminuent durant la période de croissance, ce qui réduit
la qualité des filets (Bell et al., 2001; Bell et al., 2003; Bransden et al., 2003; Buzzi et al.,
1996; Menoyo et al., 2005; Rosenlund et al., 2001; Tocher et al., 2003; Torstensen et al.,
2004). Puisque les poissons convertissent difficilement 1’acide linolénique en AEP et en
ADH, ces acides gras essentiels doivent étre présents dans la moulée afin de rencontrer les
besoins des poissons. Or, ces acides gras ne se retrouvent pas dans les huiles végétales,
mais il est possible de compléter 1’engraissement avec une période de finition, ou « wash-
out », a base d’huile de poisson. Cette étape de production vise a rétablir le ratio n-6/n-3
bénéfique pour la consommation humaine. Puisque la finition s’effectue pendant un courte
période de temps, I’utilisation totale d’huile de poisson pour la production de filets de
qualité et a colit moindre est significativement réduite. La durée de la période de finition
dépend de celle de la période de croissance avec 1’huile végétale, du pourcentage d’huile de

poisson substitué, de I’espece et des conditions d’élevage.

6.2. Des études optimistes
Peu d’études ont été réalisées concernant 1’effet d’une période de finition sur le
rétablissement des niveaux adéquats d’acides gras. Entre autres, des études ont été

effectuées sur le turbot (Psetta maxima) (Regost et al., 2003), le saumon Atlantique (Bell
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et al., 2003, Torstensen et al., 2004) et la dorade royale (Sparus aurata) (Izquierdo et al.,
2005). Izquierdo et al. (2005), a réalisé une expérience ou I’huile de poisson était remplacée
a 60 % et 80 % par de I’huile de soya, de lin ou de canola. La période de finition a duré 90
jours, ce qui équivaut a 44 % de la période de croissance de 204 jours. En 294 jours, les
poissons ont atteint leur taille de revente, donc la finition a permis de comparer I’effet de la
durée de cette période sur le rétablissement du ratio n-6/n-3 chez des poissons de taille
commerciale. Aprés 90 jours, les niveaux d’ALA et d’AEP ne se sont pas rétablis
complétement surtout pour I’ALA, ce qui diminue la qualit¢é du poisson. L’auteur ne
mentionne pas les changements survenus au niveau des acides gras saturés et
monoinsaturés. Par contre, ’ADH et I’AA se sont rétablis en 60 jours, ce qui représente
seulement 29 % de la période de croissance. La différence entre I’accumulation d’AEP et
d’ADH dans les muscles peut étre expliquée par deux théories. D’abord, I’AEP pourrait
étre préférentiellement oxydé dans les muscles, étant donné que cet acide gras a
considérablement diminué durant la phase de croissance et qu’il s’est lentement rétablit,
contrairement au ADH. La B-oxydation mitochondriale de I’AEP serait donc la voie
dominante sur la B-oxydation peroxisomale de I’ADH, se qui expliquerait que I’AEP ne
s’est pas rétablit, méme aprés 90 jours de finition (Froyland et al., 2000). Ensuite,
I’incorporation de I’AEP dans la phosphatidylcholine (PC) et dans 1la
phosphatidylethanolamine (PE) serait fortement influencée par la présence d’ADH qui
posséde une forte affinité avec ces composés lipidiques. Conséquemment, une hausse de la
consommation d’ADH inhiberait 1’incorporation d’AEP dans la PE et une hausse d’AEP
augmenterait I’incorporation de I’ADH dans la PC et la PE (Izquierdo et al., 2000). Lors de
la période de finition de 90 jours, une augmentation d’apport en AEP et ADH, via I’huile de
poisson, contribuerait donc a rétablir les niveaux d’ADH sans toutefois que I’AEP ne se
rétablisse totalement. En fournissant constamment de ’AEP et de ’ADH pendant la
période de croissance, en proportions similaires a celles retrouvées dans I’huile de poisson,
les niveaux de ces acides gras essentiels pourraient étre préservés, méme avec I’utilisation
d’huile végétale dans la moulée. La période de finition serait donc minimisée, réduisant par
le fait méme [’utilisation d’huile de poisson pour la production. Comme mentionné
précédemment, la biomasse de Schizochytrium sp. contient un fort pourcentage en ADH, ce

qui en fait une bonne candidate pour son utilisation pendant la croissance.
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Une autre étude a long terme a ¢été effectuée par Torstensen et al. (2004) sur le saumon
Atlantique. La période de finition représentait 60 % de la période de croissance de 42
semaines. L’étude visait & remplacer de 25 a 100 % d’huile de poisson par de I’huile de
canola ou d’olive. Le ratio n-6/n-3 s’est rétablit aprés la période de finition, ainsi que les
niveaux d’AEP et d’ADH. Cependant, I’objectif d’une période de finition est d’étre la plus
courte possible tout en rétablissant les pourcentages d’AGPLC. Dans cette étude, la finition
comptait pour plus de la moiti¢ de la période de croissance, donc 1’utilisation d’huile de
poisson n’a pas été significativement minimisée. La formulation des moulées et le procédé
d’¢élevage doivent étre révisés afin d’optimiser le remplacement d’huile de poisson par
I’huile végétale. Les études concluent donc que la période de finition serait une solution
envisageable afin de rétablir les niveaux d’AEP et d’ADH bénéfiques pour Ila
consommation humaine, mais les recherches doivent étre poursuivies. Pour I’instant, le
poisson n’arrive pas a compenser suffisamment la perte de ces acides gras lors de la

croissance.

En conclusion, I’aquaculture est une industrie en pleine croissance qui doit composer avec
des obstacles a son développement. La peur d’exposition aux POPs et aux métaux lourds
par la consommation de poisson et I’augmentation des colts de production liés aux
fluctuations des prix de I’huile de poisson en sont quelques exemples. En remplacant 1’huile
de poisson par de I’huile végétale, les colts de production et la bioaccumulation des POPs
peuvent étre réduits, car ces huiles sont treés abordables et non contaminées. Cependant, leur
concentration en acides gras bénéfiques pour la santé humaine est moindre que dans les
huiles de poisson, particulierement pour I’AEP et I’ADH qui sont absents, ce qui diminue la
qualité des filets. En ajoutant une source élevée en ADH dans la moulée a base d’huile
végétale, comme le Schizochytrium sp., ’apport en ADH pourrait étre maintenu. La
variation de concentration en acides gras essentiels serait donc minimisée par rapport a une
moulée a 100 % d’huile de poisson. De plus, la modification de la technique d’¢élevage, par
I’incorporation d’une courte période de finition suite a la croissance, permettrait aux
niveaux d’AGPLC d’étre significativement rétablis afin que le produit final soit de haute
qualité et abordable pour le consommateur. Des études de digestibilité du Schizochytrium

sp. chez les salmonidés doivent d’abord étre effectués. Puis, une étude a long terme avec
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une alternance d’une période de croissance et d’une finition devrait étre réalisée sur des
salmonidés. Dans cette expérience, les poissons seraient nourris avec des moulées a base
d’huile de soya et de canola, combinées a du Schizochytrium sp., afin de déterminer la

croissance, la condition et le profil en acides gras.

Le projet de maitrise présenté regroupe les expériences de digestibilité, de croissance et de
finition proposées. Ces expériences ont ¢été effectuées sur la truite arc-en-ciel

(Onchorhynchus mykiss). Les hypothéses initiales pour ce projet de maitrise sont donc :

1. Pour la digestibilit¢ du Schizochytrium sp., nous prévoyons que cet ingrédient sera
hautement digestible, et ce invariablement a la température de 1’eau, donc un bon

candidat pour étre ajouté a la moulée de truite arc-en-ciel d’¢levage;

2. Durant la période de croissance, le remplacement de 75 % d’huile de poisson par de
I’huile végétale et 1’altération des ratios protéines digestibles / énergie digestible
(PD/ED) dans la moulée permettra de réduire significativement 1’accumulation de POPs

dans les filets, tout en n’influencant pas la survie, la croissance, ni la qualité des filets;

3. Durant la période de finition, la concentration de POPs dans les filets restera inférieure
a celles rencontrées chez les groupes témoins et les niveaux d’acides gras bénéfiques

pour la consommation humaine seront rétablis.

Les objectifs de cette maitrise sont donc :

1. De développer des moulées isoénergétiques, pour la truite arc-en-ciel, ou I’huile de
poisson sera remplacée partiellement par de 1’huile végétale et ou différents ratios

PD/ED seront utilisés ;
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De déterminer la digestibilité du Schizochytrium sp., une source marine ¢levée en ADH,

par une ¢étude de digestibilité ;

De réaliser une étude de croissance a long terme ;

De déterminer I’effet d’une courte période de finition sur la qualité du poisson;

D’effectuer une courte étude économique sur les colts de production des moulées

expérimentales.



CHAPITRE 2
DIGESTIBILITY OF SCHIZOCHYTRIUM SP. IN RAINBOW TROUT
(ONCORHYNCHUS MYKISS) FEED: AN APPROACH TO FISH OIL
REPLACEMENT
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RESUME

Avec la diminution de la disponibilité de 1’huile de poisson pour I’aquaculture, cette étude
¢évalue la possibilité d’incorporer une algue marine, riche en acides gras polyinsaturés a
longue chaine (AGPLC), dans la moulée de truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss). La
digestibilité du Schizochytrium sp. a été évaluée a deux températures (8 et 15 °C). Aucune
différence significative n’a été observée entre les températures pour les coefficients de
digestibilité apparente (ADC) de la maticre seche (94.3 + 4.9 %), des lipides totaux (85.8 +
0.0 %), des protéines (89.5 + 1.8 %), de 1’énergie (83.1 £ 1.7 %) et des acides gras. De plus,
I’ADC des nutriments, de I’énergie et des acides gras était élevée, ce qui démontre que le
Schizochytrium sp. est un supplément en AGPLC de haute qualité qui pourrait compléter la
moulée a base d’huile végétale, trop faible en acides gras bénéfiques pour maintenir leur

niveaux dans les filets.

ABSTRACT

With continuously decreasing fish oil availability for use in aquaculture, this investigation
was completed to determine whether an alternative marine source, rich in long-chain
polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA), could be used effectively by rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) when supplied to the diet. Schizochytrium sp. algal biomass was
used in digestibility trials at two different temperatures, 8 and 15 °C. No significant
difference was observed between temperatures for the apparent digestibility coefficients
(ADC) of dry matter (94.3 = 4.9 %), total lipid (85.8 + 0.0 %), crude proteins (89.5 + 1.8
%), energy (83.1 £ 1.7 %) and fatty acids. Moreover, ADC of nutrients, energy and fatty
acids were of great importance, showing that Schizochytrium sp. is a high-quality candidate
as a supplement of LC-PUFA in fish feed with vegetable oils where the percentage of these

beneficial fatty acids is too low to maintain muscle fatty acid composition.
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1. Introduction

Fish farming has developed, in just a few decades, into a fast-growing, productive and
efficient industry. Given that consumer demand for fish products are predicted to grow and
that increased supplies can only come from aquaculture (FAO, 2000), productivity will
continue in the trend of rapid-growth. To sustain this production, supplies of high-energy
lipid-rich feed must accompany the demand. However, availability of fish oil and fish meal,
major components of the feed, is becoming a concern due to the overexploitation of wild
fish stocks (FAO, 2000). Vegetable oils have been proposed to partly substitute for fish oil,
because of their vast accessibility and low cost (Bimbo, 1990). Also, a number of studies
have shown that they can significantly replace fish oil in salmonids feed without affecting
survival, growth and feed efficiency (Bell et al., 2001; Rosenlund et al., 2001; Caballero et
al., 2002). The inclusion of high percentage of vegetable oils in feed, however, influence
the muscle fatty acid composition in fish, lowering the concentration of omega-3 long-
chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA) such as docosahexaenoic acid (DHA) and
eicosapentaenoic acid (EPA), well known for their beneficial cardiovascular and cognitive

properties to humans who consume the fish (Horrocks et Yeo, 1999).

Schizochytrium sp. is an algal biomass that contains 18-22 % of DHA by weight (Advanced
BioNutrition, Columbia, MD). We suppose that addition of this ingredient in vegetable oil-
based fish feeds will maintain the levels of DHA and EPA in the flesh of farmed salmonids.
Prior to a growth study, the present experience was realized to determine the digestibility of
Schizochytrium sp., when added to regular feed, and given to rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss). The digestibility trial was performed at two water temperatures (8 °C and 15 °C) to
evaluate the changes in digestibility when fish are exposed to the minimum and maximum
they can support without having their normal growth affected (NRC, 1993). We predict that
Schizochytrium sp. will have a high digestibility, without regards of the temperature.
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2. Materials and methods
2.1 Feeds

To determine the digestibility of algal biomass (Schizochytrium sp.), two feeds were used:
one reference feed based on requirements for rainbow trout (NRC, 1993) and one with 30
% of algae replacing the reference feed (Cho, 1982) (Table 1). Schizochytrium sp. was used
as the algal biomass (Advanced BioNutrition, Columbia, MD). Sipernat 50™ (Jefo
Nutrition Inc., Saint-Hyacinthe, QC) was included as an inert marker for determination of
apparent digestibility coefficients (ADC) for fatty acids and other nutrients (protein, lipid,
energy). Pellets were prepared with a California Pellet Mill (model CPM CL-5, California
Laboratory Pellet Mill Co., Crawfordsville, IN) using a 4 mm die, dried under forced air at

room temperature for 24h and then sieved.

2.2 Fish and feeding

Prior to the digestibility trial, rainbow trout with an average of 146.4 + 4.1 g were randomly
allocated in twelve 60 L rectangular tanks in a fresh water recirculating system at the
Laboratoire de Recherche en Sciences Aquatiques of Université Laval (Quebec, QC).
Tanks were filled with 17 fish to reach approximately 42 kg/m” biomass per tank. As the
system was designed to collect feces from a group of three tanks, feeds were randomly
assigned to each group. Digestibility was performed at two temperatures, first at 8§ °C + 1
°C, than at 15 °C + 1 °C. These temperatures represent the minimum and maximum the fish
could support without affecting their normal growth (NRC, 1993). Environmental
parameters remained within limits recommended for rainbow trout by the National

Research Council (NRC, 1993).

Prior to the beginning of each trial, fish were acclimated three days to the feed and
temperature. Fish were hand-fed until apparent satiation twice daily (9:00 and 16:00). For
nine days, feces were collected via a modified Guelph system based on Cho et al. (1982)

twice a day, before each meal and were stored at -20 °C until the end of the trial.
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Afterwards, samples were thawed in a refrigerator at 4 °C, centrifuged to remove excess
water and freeze-dried for seven days prior to analysis to determe apparent digestibility
coefficients (ADC) for the nutrients and energy of test and reference diets, according to

Cho et al. (1982):

ADC=1-(F/DxDi/Fi)

Where: D = % nutrient (or kJ/g gross energy) of diet; F = % nutrient (or kJ/g gross energy)
of feces; D; = % digestion indicator (AIA) of diet; F; = % digestion indicator (AIA) of

feces.

Determination of apparent digestibility of the algae ingredients (ADC) was performed by
using Sugiura et al. (1998) :

ADCI = ADCT + ((1 - S) DR /s DI) (ADCT — ADCR)

Where: ADC; = apparent digestibility coefficient of test ingredient; ADCt = apparent
digestibility coefficient of test diet; ADCr = apparent digestibility coefficient of reference
diet; Dr = % nutrient (or kJ/g gross energy) of reference diet; D; = % nutrient (or kJ/g gross
energy) of test ingredient; Dt = % nutrient (or kJ/g gross energy) of test diet; s = proportion
of test ingredient in test diet (i.e., 0.3 in this study); 1-s = proportion of reference diet in test

diet (i.e., 0.7 in this study).

All aspects of the trial were approved by the Comité de Protection des Animaux de

[’Université Laval.
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2.3 Chemical composition

Feeds and feces where analysed for dry matter, ash, crude protein, total lipid, gross energy
and fatty acid profile (Table 2). Dry matter was obtained by drying samples to constant
weight in a forced air oven at 105 °C overnight. Sample weight was recorded before and
after drying, followed by cooling in a dessicator. Dry matter was expressed as a percentage
of wet weight (AOAC, 1990). Ash content was obtained by dry ashing in porcelain
crucibles in a muffle furnace at 500°C overnight and expressed in dry weight (AOAC,
1990). Gross energy was performed by bomb calorimetry (Parr Instrument Company Inc.,
Moline, IL) and calculated as a percentage of dry matter. Crude protein was evaluated using
a LECO (model FP-2000; LECO Corporation, St-Joseph, MI), and nitrogen (N) conversion
factor of N x 6.25, expressed as dry weight.

Total lipid was performed with a Soxhlet HT-TECATOR® extractor (Soxtec System HT12,
Foss Tecator AB; Hoganas, Sweden), the solvent being diethyl ether at 100 °C. Prior to the
extraction, 1 % of BHT was added to prevent oxidation of fatty acids, as the samples were
used to determine fatty acid profiles. Total lipids were expressed as dry weight. Samples
were blown dry under nitrogen to prevent oxidation. For the feces, acid hydrolysis was
done before the lipid extraction and the fatty acid analysis (Kremen et al., 1954; Lambert et
al., 1954; Lease et al., 1938; Longenecker and Mattil, 1942; Lyman, 1917; Lynch et al.,
1963; Machlin et al., 1959). To determine the fatty acid composition of diets and feces, the
AOAC FAME procedure (AOAC, 2000) was used. Samples were analysed on a GC FID
gas chromatograph from Hewlett-Packard model 5890 series II (Palo Alto, CA) equipped
with a CP-Sil 88 capillary column (100 m x 0.25 mm). Oven temperature was held at 80 °C
for 1 min before being raised to 215 °C (2 °C min™) for 30 min and maintained for 98 min.
Injector temperature was 220 °C and detector temperature was 230 °C. Fatty acid peaks
were identified, quantified and the gas chromatograph calibrated using pure methyl ester
standards (Nu Chek Prep; Elysian, MN). Individual components were identified by
comparing area under the curve with the ChemStation Rev: A 10.01 program (Agilent

Technologies; Santa Clara , CA).
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2.4 Statistical analysis

Digestibility of Schizochytrium sp. in test diet was analysed for significant differences
between replicates and temperatures by performing a one-way analysis of variance
(ANOVA). The factorial parameter was the temperature (2) and the experimental unit, the
replicate (2). Values are in percentages, so were arcsin transformed before ANOVA.
Normality was evaluated with Kolmogorov-Smirnov test and differences between means
were evaluated for significant differences with Tukey’s multiple range test. Analyses were
performed with SAS 8.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC). Statistical significance was
accepted at a probability value of p < 0.05.

3. Results
3.1 Apparent digestibility of nutrients and gross energy

No significant differences were detected between temperatures for ADC of dry matter
(overall mean + S.D., 94.3 = 7.8 %), total lipid (85.8 + 3.9 %), crude protein (89.5 + 1.7 %)
and energy (83.1 £ 2.7 %) for Schizochytrium sp. (Table 2).

3.2 Apparent digestibility of fatty acids

No significant differences among ADC of saturated fatty acids (SFA) were seen (Table 2).
Mean total SFA apparent digestibility coefficient was 70.6 + 6.0 %. ADC for each SFA was
of 76.0 = 7.4 % for 14:0, 69.3 = 7.1 % for 16:0 and 57.0 = 10.4 % for 18:0. No significant
differences were detected for total MUFA (90.4 = 4.4 %), nor for 16:1 (92.9 + 3.2 %),
18:1n-9 (88.2 £ 5.7 %) and 24:1 (69.3 + 10.5 %).

Moreover, ADC for 22:51n-6 (total n-6) was not significantly different between
temperatures and mean value was 98.7 + 0.7 %. Total n-3 fatty acids (98.3 = 0.4 %) had no
significant difference in digestibility, as well as 18:3n-3 fatty acid (82.2 + 10.2 %) and
20:5n-3 (98.6 £ 0.7 %). However, 22:6n-3 was significantly higher at 8 °C than at 15 °C (p



44

< 0.05). Furthermore, ADC for total polyunsaturated fatty acids (PUFA) (98.5 £ 0.3 %) had

no significant difference among temperatures.

4. Discussion

4.1 Apparent digestibility according to water temperature

According to our results, for rainbow trout, digestibility of nutrients does not respond to
variation of temperature, in a range of 8 °C to 15 °C (Table 2). In a study with rainbow
trout at 7, 11 and 15 °C, Windell et al. (1978) found no significant difference between
digestibility of dry matter, protein, lipid and energy, for fish of sizes 207 g and 586 g. Cho
and Slinger (1979), with rainbow trout (37 to 113 g) at 9, 12, 15 and 18 °C, found no
differences over the range from 9 to 15 °C. ADC was slightly higher at 18 °C, because the
basal metabolic rate was increased at this temperature (Cho and Kaushik, 1990). Moreover,
no effect of water temperature on the ADC of a practical reference diet in rainbow trout, at
9, 12, 15 and 18 °C was detected (Cho and Kaushik, 1990). Our present results at 18 °C are
in opposition with Cho and Slinger (1979), but support our results at lower temperatures.
When lard and tallow were fed to rainbow trout, apparent digestibility was higher when
temperature was raised (Cho and Kaushik, 1990), however, ADC for fish, rapeseed,
soybean and linseed oils was not significantly different, supporting our results for lipid
ADC. Cho and Kaushik (1990) conclude that lard and tallow should therefore be avoided as

a source of lipid in diets for cold-water fish.

Lipid digestibility was not influenced by water temperature and fatty acid digestibility
should correspond. With an exception of 22:6n-3 fatty acid, SFA, MUFA, PUFA, n-3, n-6,
even n-3/n-6 ratio fatty acids did not significantly vary with a change in temperature (Table
2). Ng et al. (2003) showed that a decrease in temperature, from 15 to 7 °C, does not
significantly reduce total monoenes and PUFA apparent digestibility. We can therefore
conclude that nutrient, energy and fatty acid digestibility was not affected by water

temperature for rainbow trout, within the species’ range of normal growth.
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4.2 Digestibility of Schizochytrium

Nutrients of Schizochytrium sp. are highly digestible in rainbow trout feed (Table 2). Dry
matter is highly digestible and is in accordance with results from Olsen et al. (2004) with
digestibility of Calanus finmarchicus in Atlantic salmon (Salmo salar) of 500 g held at 10
°C seawater. ADC of dry matter was 95.0 = 0.3 % while our results are of 94.3 + 7.8 %.
Cho and Kaushik (1990) had a mean ADC of 92 % for crude protein, and Windell et al.
(1978) reported an ADC between 92 and 95 % for 37 to 113 g rainbow trout. Our results
are therefore in agreement with these previous studies and stands in the range described by
the NRC (1993), where digestibility for fish usually varies in a range of 75 to 95 %. In
multiple digestibility trials with rainbow trout using feather meal, meat and bone meal,
poultry by-product meal, and blood meal, Bureau et al. (1999) observed a digestibility
between 68 and 99 % for gross energy. Also, Cho and Kaushik (1990) reported an average
of 76 %. The algal biomass has also a high digestibility for gross energy, with a mean of
83.1 + 2.7 %. In a study with rainbow trout (initial weight 250 g) at 11.9 + 0.4 °C,
Caballero et al. (2002) obtained a lipid apparent digestibility between 79.2 and 92.5 %. Our
results are supported by this study and by Cho and Kaushik (1990), Cho and Slinger
(1979), Windell et al., (1978) and Cho et al. (1974) were lipid ADC was in a range of 80 %
to 93 %.

Digestibility of SFA from the algal biomass varies in the range formerly detected, between
60 and 99 % (Caballero et al., 2002; Olsen, 2004). In a trial with Atlantic salmon fed
varying levels of n-3 and SFA, Menoyo et al. (2003) reported an ADC for total SFA in this
range. Caballero et al. (2002) observed an ADC for total MUFA of 90.2 to 95.2 % and
Olsen et al. (2004) was between 93.5 and 96.0 %. Our total MUFA digestibility at 8 °C is
slightly under the digestibilities reported by these authors (87.4 + 4.8 %), while ADC at 15
°C stands in the range. Total n-3 and n-6 fatty acid have an extremely high ADC, nearly
100 %. These results are in accordance with previous studies, where the range was between
93 and 99 % (Caballero et al., 2002; Menoyo, 2003; Olsen, 2004). Our results follow the
path of Sigurgisladottir et al. (1992), Johnsen et al. (2000) and Ng et al. (2004), where the
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apparent digestibility of fatty acids decreases with increasing chain length, but increases
with increasing insaturation. According to Sigurgisladottir et al. (1992), variations in ADC
of an individual fatty acid are in part due to its melting point, digestibility being lower
when the melting point is higher. Preferential absorption of PUFA, compared to MUFA and
SFA by rainbow trout is in agreement with previous studies on fatty acid digestibility of
rainbow trout (Caballero et al., 2002, Ng et al., 2003) and Atlantic salmon (Johnsen et al.,
2000). ADC of total PUFA shows that Schizochytrium sp. is a high-quality candidate as a
substitute of LC-PUFA from fish oil when the last is replaced by vegetable oils in the feed.

5. Conclusion

The aim of the present study was to determine the digestibility of Schizochytrium sp., a
marine source of LC-PUFA, at two different temperatures. Our results verified our
hypothesis that this algal biomass is highly digestible for rainbow trout. Furthermore, a
blend of this LC-PUFA marine source can be mixed with a high percentage of vegetable
oils in the feed to determine the influence of the diets on percent survival, growth
performance, feed efficiency, and particularly, maintenance of flesh quality and muscle

fatty acid composition.
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Tables

Table 1
Feed components (g/’kg DM) of experimental diets and chemical composition of Schizochytrium sp.

Feed
Reference diet Algae diet
Ingredient composition
Fish meal 30.0 21.0
Corn gluten meal 17.0 11.9
Wheat middlings 16.3 11.4
Soybean meal 12.9 9.1
Whey 10.0 7.0
Vitamin/mineral premix' 0.5 0.4
Fish oil, herring 11.2 7.9
Sipernat 50™ 2.0 1.4
Schizochytrium sp. biomass 0.0 30.0
Schizochytrium sp.
Chemical composition g/100 g DM
Dry matter (g/kg) 97.0
Crude protein 15.5
Total lipid 43.0
Ash 9.4
Gross energy (MJ/kg DM) 28.8

DM, Dry matter.
'Salmonid vitamin/trace mineral premix from Corey (Fredericton, NB).
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Table 2

Fatty acid profile and chemical composition of feed and apparent digestibility coefficients (ADC) of
Schizochytrium sp. when replacing 30 % of a reference diet and fed to rainbow trout nine days, at two water
temperatures, 8 and 15 °C (mean + SD, n =2).

Feed ADC
RD AD 8 °C 15°C
g/100 g TFA g/100g TL

Fatty acid
14:0 6.7 7.4 770 + 11.6 756 £ 2.7
16:0 21.8 233 70.8 + 10.6 687 =+ 3.6
18:0 4.0 2.0 499 =+ 11.0 648 =+ 3.7
Total SFA' 40.9 36.8 774 + 88 706 + 3.4
16:1 6.0 2.6 90.7 + 33 953 + 02
18:1n-9 11.9 4.9 844 = 6.7 920 = 06
24:1 0.5 0.3 63.6 + 144 754 £+ 3.8
Total MUFA 22.8 9.2 875 + 52 92.1 + 05
22:5n-6 24 11.1 993 + 0.3 982 =+ 0.1
Total n-6 24 11.1 993 + 03 982 =+ 0.1
18:3n-3 2.5 1.1 75.8 + 12.8 887 =+ 13
20:5n-3 12.3 6.8 984 £+ 1.2 98.7 =+ 0.1
22:6n-3 17.5 33.7 99.1 = 0.1° 98.5 =+ 0.1°
Total n-3 32.6 41.9 984 = 0.7 98.6 = 0.1
Total PUFA 35.0 53.0 98.7 + 0.5 98.5 + 0.1
n-3/n-6 13.4 3.8 + +

Chemical

composition g/100 g DM
Dry matter (g/kg) 93.4 95.6 978 + 12 90.8 £ 11.5
Crude protein 42.0 34.6 882 + 1.2 90.8 =+ 0.7
Total lipid 17.7 27.0 858 + 5.1 859 <+ 44
Ash 10.0 9.7 . . . .
Gross energy 22.7 24.1 819 <+ 26 843 + 3.1
MJ/kg DM)

Data represent the mean + standard deviation of duplicates. Values with different superscripts are
significantly different (p < 0.05).

RD, reference diet; AD, algal diet (experimental diet); ADC, apparent digestibility coefficient of algae
biomass; DM, dry matter; TFA, total fatty acid; TL, Total lipid; SFA, saturated fatty acid; MUFA,
monounsaturated acid; PUFA, polyunsaturated fatty acid.

'Total SFA includes 15:0, 17:0, 20:0, 22:0 and 24:0.
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RESUME

L’huile de poisson totale (FO) a été remplacée et les ratios protéines digestibles/énergie
digestible (DP/DE) ont ét¢ modifiés dans la moulée de truite arc-en-ciel afin de réduire
I’accumulation de contaminants et les colits de production. Les ratios 18 et 25 DP/DE ont
été combinés a de I’huile de soya (SO), de canola (CO) et un mélange de canola et de
Schizochytrium sp. (COS). Les huiles et les ratios DP/DE n’ont pas modifié¢ la digestibilité
apparent, la croissance, la flaveur et les parametres somatiques. Cependant, les ratios n-3/n-
6 ont diminué¢ pendant la croissance. Une courte période de finition a restauré les niveaux
n-3/n-6 pour les groupes CO et COS, indépendamment du ratio DP/DE, mais pas chez les
groupes SO. Les polluant organiques persistants (POPs) ont diminué, peu importe le ratio
DP/DE. Par rapport aux rations a base de FO, I’utilisation de SO et CO a diminué le colt
des rations de 31% pour les traitements 18 DP/DE et de plus de 14% pour les traitements
25 DP/DE. En somme, les moulées 25 CO et COS, combinées a une finition, sont les

moulées rencontrant au mieux nos objectifs.

ABSTRACT

The aim of this study was to replace 75% of total fish oil (FO) and alter digestible
protein/digestible energy (DP/DE) in rainbow trout feeds to minimise contaminants
exposure and feed costs. 18 and 25 DP/DE ratios were combined with soybean (SO), canola
(CO) and a blend of canola oil and Schizochytrium sp. (COS). Dietary lipids and DP/DE
ratios did not affect apparent digestibility, growth, somatic and sensory parameters.
However, n-3/n-6 levels decreased significantly in the growth trial, especially for the SO
groups. A short wash-out trial restored n-3/n-6 levels for the CO and COS groups,
irrespective of the DP/DE ratio, but not for the SO groups. Persistent organic pollutants
(POPs) were lowered, regardless of the DP/DE ratio. When compared to FO-based feeds,
utilization of SO and CO reduced feed costs by 31% for the 18 DP/DE treatments and more
than 14% for the 25 DP/DE treatments. In sum, the 25 CO and COS diets, with a wash-out

period, were the most effective feeds for rainbow trout.
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1. Introduction

According to the FAO (2007), wild fish stocks from the oceans have reached their
maximum potential of exploitation, while inland resources are overexploited. Given that
consumer demand for fish products are predicted to grow and they can only come from
aquaculture, this industry will continue to expand, by an average 8.8 % per year (FAO,
2007). For rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) only, 504 876 tonnes (1 687 630 USD)
were produced in 2004, representing an increase of 138 % since 1994 (FAO, 2004). Wild
fish by-products such as oil and meal are used in aquaculture feeds and the use of fish oil as
percentage of the diet has increased in the past decades to produce fast-growing high-
quality fish for human consumption. To sustain this fish production, supplies of high-
energy lipid-rich aquaculture feed must be available. However, supplies of fish oil and fish
meal, major components of the aquaculture feed, are a concern due to the overexploitation

of wild fish stocks (FAO, 2007).

As persistent organic pollutants (POPs) and heavy metals, such as mercury, have been
reported in salmonids fed commercial feeds (Hites et al., 2004), and given public concern
related to these contaminants, efforts must be directed towards reducing contaminant levels
in farmed fish. While consumption of fish only represent an average of 10 % of North-
American diets, 90 % of the exposure to POPs come from ingesting fish products (Alcock
et al., 1998; Harrison et al., 1998). A significant reduction in levels of dibenzo-p-dioxins
and dibenzofurans (PCDD/F), as well as dioxin-like polychlorinated biphenyls (DLPCB)
were observed for Atlantic salmon fed 100 % of a blend of vegetable oils, but the desirable

n-3/n-6 ratio in fillets also declined (Berntssen et al., 2005).

To reduce the reliance on fish oils and address contaminant issues, efforts can be directed
on reducing fish oil percentage in the feed by partially replacing it with vegetable oils.
Also, altering protein/lipid ratios in the feed, without modifying digestible energy, can be

evaluated as a mean to reduce the content of lipid-soluble contaminants.
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Vegetable oils have been studied to partly substitute fish oil, because of their accessibility
and low cost (Bimbo, 1990). A number of studies have shown they can replace a significant
percentage of fish oil in salmonids feed without affecting survival, growth and feed
efficiency (Bell et al., 2001; Rosenlund et al., 2001; Caballero et al., 2002). However,
vegetable oils have a different fatty acid profile than fish oils. When included in high
percentages in feed, they influence flesh fatty acid composition and reduce the
concentration of omega-3 long-chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA) such as
docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA), well-known for their

cardiovascular and cognitive properties (Horrocks et Yeo, 1999).

Protein utilisation can also be optimised to improve the growth of farmed fish. As fish
derive energy from proteins, lipids and, to a lesser extent, carbohydrates, replacing proteins
in the feed by lipids can enhance lipid use for energy requirements. This strategy spares
amino acids from being used for energy and improves growth. Studies have shown that
proteins can effectively be replaced by other nutrients for energy requirements of rainbow
trout (Ruohonen et al., 1998; Steffens et al., 1999) and Atlantic salmon (Hillestad and
Johnsen, 1994; Einen and Roem, 1997; Grisdale-Helland and Helland, 1997; Helland and
Grisdale-Helland, 1998).

Strategies to restore the levels of beneficial fatty acids (LC-PUFA) in farmed fish flesh
include a wash-out period following the growth period and the use of algal concentrates
high in LC-PUFA. Studies were carried out to determine the relevance of using a wash-out
feed containing 100 % fish oil to restore beneficial fatty acid levels with gilthead seabream
(Sparus aurata) (Izquierdo et al., 2005), Atlantic salmon (Sal/mo salar) (Bell et al., 2003;
Torstensen et al., 2004) and turbot (Psetta maxima) (Regost et al., 2003). Although
promising, no study was able to sufficiently restore the LC-PUFA levels in the flesh
because fish have a limited capacity of producing these fatty acids. However, by feeding
vegetable oil-feeds combined with a high LC-PUFA source (Schizochytrium sp.), we
hypothesize that initial LC-PUFA levels will be maintained so the wash-out period could be

shorter than in previous studies.
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Bell et al. (2005) concluded that replacing fish oil in the aquaculture feed by vegetable oils
(ratio of 1:1 canola and linseed oils) plus a wash-out period is efficient in reducing
contaminant exposure to persistent organic pollutants (POPs) in Atlantic salmon. Once
more, vegetable oils are excellent-quality candidates to use in fish feed because of their low
POPs and mercury concentrations, but further investigation must be done to maintain

beneficial LC-PUFA levels in the fillets.

The aim of this study was to determine the influence on flesh contaminant loading and fatty
acid profiles, when replacing 75 % of total fish oil with a blend of vegetable oils and a high
LC-PUFA algal source (Schizochytrium sp.), and altering of digestible protein/digestible
energy (DP/DE) in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) feeds. A growth trial (9 months)
was followed by a wash-out trial (3 months) to compare the exposure to POPs and mercury,
while evaluating the restoration of fatty acid profiles. A short economic analysis evaluated
the sustainability of experimental diets the in the industry. During the growth period, we
predict that replacing fish oil with vegetable oils and modifying protein/lipid levels in fish
feed will result in significantly lower contaminant levels in the flesh, while maximizing the
utilisation of lipids as a source of energy. For the wash-out period, we predict that feeding
fish with a finishing feed containing high levels of long-chain highly-unsaturated fatty acids
(LC-HUFA) will permit restoration of these beneficial components in the flesh.

2. Materials and methods

2.1 Fish and feeding

Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) weighting 43.6 + 1.0 g at the beginning of growth
trial were randomly allocated in 24 tanks of 340 L in a fresh water flow through system at
Alma Aquaculture Research Station (AARS) in Elora (ON). Photoperiod was set as a 12/12
light/dark cycle. Tanks were stocked with 45 fish per tank in order not to exceed a density
of 60 kg/m’ per tank at the end of the trial, based on known growth rates. Each diet was
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assigned to three replicate tanks (n = 3) in a completely randomized block design to limit

any environmental effects resulting from lighting intensity or floor traffic.

Prior to the beginning of growth trial, fish were acclimated for two weeks. On a weekly
basis, they were hand-fed until apparent satiation two days, then at 75 % satiation the next
five days with belt feeders, twice a day. Size of pellets varied according to fish body size,

from 3 to 6 mm (NRC, 1993).

All aspects of the trial were approved by the Comité de Protection des Animaux de

["Université Laval.

2.2 Feeds

2.2.1 Growth trial

To determine the impact of replacing 75 % of total fish oil by alternate lipids sources in the
feed, the 10.8 % fish oil content in the herring oil was considered in the calculations of total
fish oil (Soxhlet method, section 2.4). Isoenergetic diets were formulated according to the
NRC requirements for rainbow trout (1993). Two digestible protein/digestible energy ratios
(18 and 25 DP/DE), based on those employed by Azevedo et al. (2005), were combined
with four sources of lipids. The lipid sources were herring oil, soybean oil, canola oil, and a
blend of canola oil and Schizochytrium sp. biomass (Table 3). The following diets were
formulated; 18 FO, 18 DP/DE with 100 % fish oil; 18 SO, 18 DP/DE with 75 % soybean
oil; 18 CO, 18 DP/DE with 75 % canola oil; 18 COS, 18 DP/DE with 75 % of a blend of
canola oil and Schizochytrium sp.; 25 FO, 25 DP/DE with 100 % fish oil; 25 SO, 25 DP/DE
with 75 % soybean oil; 25 CO, 25 DP/DE with 75 % canola oil; 25 COS, 25 DP/DE with
75 % of a blend of canola oil and Schizochytrium sp. Algae biomass was added to balance

LC-PUFA concentration in fish oil.
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Herring oil was purchased from Corey Aquafeeds (Fredericton, NB), soybean oil from
Soya Excel (Beloeil, QC) and canola oil from Bunge (Montreal, QC). Schizochytrium sp.
(S-Type Gold Fat) was supplied by Advanced BioNutrition (Columbia, MD). All dry
ingredients were mixed, after which the mixture was blended with either fish oil or a blend
of fish oil and the alternate source of lipid (10 % of total oil was saved for coating). Pellets
were steam pelleted with a California Pellet Mill (model CPM CL-5, California Laboratory
Pellet Mill Co., Crawfordsville, IN), dried under forced air at room temperature for 24h and

then sieved. Diets were then coated with 10 % of appropriate oil.

2.2.2 Wash-out period

To restore beneficial LC-HUFA levels in fillets, fish oil-based diets were fed for a three-
month wash-out period. During this period, fish were fed diets containing 100 % fish oil

(Table 3).

2.3 Sampling procedures and evaluation of growth parameters

2.3.1 Growth trial

Fish were weighed at the beginning of the experiment, and then every 28 days. At time 0
(beginning of the experiment), 15 fish were removed from the initial population. After, 5
fish per tank were sampled every 3 months, at time 3 (84 days), 6 (168 days), and 9 (252
days). At each sampling event, fish were overdosed with tricaine methanesulphonate (MS-
222). Body, heart, liver, viscera, and gonads (if they were in a maturing state) were weighed.
Fork length was measured and color was evaluated with a SalmoFan™. Each fillet was
taken from the carcass, skin removed and stored in a Ziploc bag at -20 °C for further

analysis.
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The effects on growth were determined by evaluating growth performance indices, such as
weight gain, thermal growth-unit coefficient (TGC), feed conversion ratio (FCR) and
survival percentage. Somatic parameters including condition factor (CF) and hepatosomatic

index (HIS) were also calculated using the following formulae (Caballero et al., 2002):

CF = 100 x body weight / length at fork’

HIS =100 x liver weight / body weight

FCR = Feed intake / weight gain

TGC = 100 x (final body weight'” — initial body weight'”) / (temperature x days)

2.3.2 Wash-out period

Five fish per tank were sampled every 28 days, at time 9 (252 days), 10, (280 days), 11
(308 days), and 12 (336 days). Measurements and sample procedure were same as for the

growth period of the experiment.

2.4 Chemical composition

Sub-samples of 10 g wet weight/relative tank weight were weighed from each fillet of the
same tank, and then pooled together. Samples were taken from the middle of the upper part
of the fillet. A pool of different feed sizes was collected for the analyses of the feeds.
Analyses for dry matter, ash, crude protein, total lipid, gross energy and fatty acid profile
were performed (Table 4). Fillet dry matter was obtained by first drying the pools in a
lyophilizator seven days, then in a forced air oven at 105 °C overnight. Sample weight was
recorded before and after drying, followed by cooling in a dessicator (AOAC, 1990). Feed
dry matter was obtained by drying only in the forced air oven. Ash content was obtained by
dry ashing in porcelain crucibles in a furnace at 500°C overnight and expressed as dry
weight (AOAC, 1990). Gross energy was performed by bomb calorimetry (Parr Instrument

Company Inc., Moline, IL) and calculated as percentage of dry matter. Crude protein was
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evaluated using a LECO (model FP-2000; LECO Corporation, St-Joseph, MI), then a

nitrogen (N) conversion factor of N x 6.25, expressed as dry weight.

Total lipid composition was performed with a Soxhlet HT-TECATOR" extractor (Soxtec
System HT12, Foss Tecator AB; Hoganas, Sweden), the solvent being diethyl ether at 100
°C. Total lipids were expressed as dry weight. To determine the fatty acid composition of
the diets and fillets, the AOAC FAME procedure (AOAC, 2000) was used. Samples were
analysed at the Centre de Recherche en Biotechnologies Marines, Rimouski (QC) on a (G€

2.5 Digestibility measurements

To determine the digestibility of the experimental diets (Table 3), Sipernat 50™ (Jefo
Nutrition Inc., Saint-Hyacinthe, QC) was included as an inert marker to determine apparent
nutrient digestibility coefficients (ADC). The digestibility trial was performed with rainbow
trout (222.6 + 17.2 g) randomly allocated in 24 tanks (160 L) (n = 3) in a recirculating
system at the Laboratoire de Recherche en Sciences Aquatiques of Université Laval
(Quebec, QC). Tanks were filled with 20 fish, reaching approximately 28 kg/m’ biomass
per tank. Water temperature was maintained at 12.6 = 0.4 °C and other environmental

parameters remained within limits recommended for salmonids (NRC, 1993).
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Fish were acclimated three days to the feed and temperature before beginning of
digestibility trial. Fish were hand-fed until apparent satiation twice daily (9:00 and 16:00).
Feces were collected once a day for nine days via a modified Guelph system based on Cho
et al. (1982), before the morning meal. They were stored at -20 °C until the end of the
digestibility trial, and then thawed in a refrigerator at 4 °C. Feces were centrifuged to
remove excess water and freeze dried for seven days prior to analysis to determine ADC for

the nutrients and energy of test and reference diets (Cho et al.,1982):

ADC=1-(F/DxD;/F)

Where: D = % nutrient (or kJ/g gross energy) of diet; F = % nutrient (or kJ/g gross energy)
of feces; D; = % digestion indicator (AIA) of diet; F; = % digestion indicator (AIA) of

feces.

2.6 Contaminant exposure

Levels of POPs and mercury were evaluated at times 0, 9 (252 days), and 12 (336 days).
Each fillet from the same tank was pooled by taking a sub-sample of 2g wet weight/relative
tank weight from the middle of the upper part of the fillet, then homogenizing the pool.
Experimental diets were also analysed for contaminant loadings. PBCs, organochlorine
pesticides, toxaphenes, flame retardants and mercury concentrations were evaluated by the
Institut National de Santé Publique du Québec (INSPQ) in Quebec City (QC). Tissue
samples were enriched with internal standards, mixed with dichloromethane and chemically
dried with sodium sulfate. Organohalogenated compounds were then extracted from the
matrix by ultrasound sonification. Part of the organic solvent was used to determine the
lipid weight in the sample. The residual fraction was concentrated, purified by gel
permeation chromatography and florisil treatment. Extracts were analysed by gas
chromatography mass spectrometry (gas chromatograph: Agilent, #6890; mass detector:

Agilent, #5973; network and automatic sampler with automatic injector: Agilent, # 7683;
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Agilent Technologies, Mississauga, ON). Ions generated were measured after negative
chemical ionization. Analyte concentrations were evaluated by considering the % recovery
of labelled internal standards (Agilent MSD CHEM # G1701CA; Agilent Technologies,
Missisauga, ON). Mercury was analysed by cold vapour atomic absorption spectrometry
(Mercury Monitor Model 100, Pharmacia; Piscataway, NJ) with an Application range from
0.05 ng/g (DL) to 10 pg/g for a sample weight of 0.5 g of wet tissue. Tissues were digested
using concentrated nitric acid in pressurized teflon vessels. An aliquot of the digest was
then introduced into the system’s reaction chamber (containing a reducing solution of
cadmium chloride and stannous chloride). The mercury vapour was generated and detected.

Then, aqueous calibration was performed.

For PCBs, 15 congeners were analysed: Aroclor 1260, 28, 52, 99, 101, 105, 118, 128, 138,
153, 156, 170, 180, 183 and 187. The following organochloride pesticides were analysed:
B-HCH, a-chlordane, y-chlordane, cis-nonachlor, pp’-DDE, pp’-DDT, hexa-chlorobenzen,
mirex, oxy-chlordane and trans-nonachlor. Five toxaphene congeners were analysed: parlar
no. 26 (T2), parlar no. 32, parlar no. 50 (T12), parlar no. 62 (T20) and parlar no. 69. PBDE
47, PBDE 99, PBDE 100, PBDE 153 and PBB 153 were the flame retardants analysed.

2.7 Organoleptic properties

At the end of the growth period, five fish per tank were killed by cranial concussion. Fillets
were kept skinless at -20 °C until needed. Testing of organoleptic properties was performed
at the Centre de Recherche et de Développement sur les Aliments (CRDA), Saint-Hyacinthe
(QC). Prior to the preparation, fillets were placed at 4 °C overnight to thaw slowly. Fillets
from the same tank were cut in small cubes (approx. 5 cm’), pooled together and well
mixed. The extremities of the fillets and bones were discarted. Amber glass jars of 100 ml
were filled with the cubes and sealed with a plastic cover. Each diet was identified by a
three-number code to ensure blind testing. Jars were placed in a smokehouse at 72 °C, until

the fish reached 70 °C in the middle. Jars were kept at 60 °C until judges were ready. Two
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organoleptic trials were performed with four diets at the time, seperating the diets according
to the DP/DE ratio. For each trial, 19 judges tasted the fish and classified the jars from 1
(least intense flavour) to 4 (most intense flavour), using the following categories: fish
flavour, off-flavour, firmness. Additional comments could also be added, i.e. greasy/oily
texture/flavour, cereal flavour, rancid flavour and/or unknown flavour; personal comments

could also be identified for each jar.

2.8 Economic estimates

The cost for one kilogram of each diet was estimated based on 2007 prices of raw
ingredients (Table 11) and the amounts that were required to make the different diets.
Therefore, calculated costs represent ingredients costs, not production nor selling costs. The
economic conversion ratio (ECR) was determined using the following equation

(Piedecausa, 2006):

ECR = Cost of diet x Feed conversion ratio (FCR)

2.9 Statistical analyses

Experimental values for growth performance, chemical composition and fatty acid profile
for the growth and wash-out periods were compared, as well as contaminant exposure and
digestibility, using a two-way analysis of variance (ANOVA) in a complete randomized
design. Treatment factors were the DP/DE ratio (2) and source of lipid (4) and each tank
was the experimental unit (3 replicates per treatment combinations of DP/DE ratio and
source of lipid). Values expressed in percentage were transformed with arcsin prior to the
analysis. Normality was evaluated with Kolmogorov-Smirnov test. Differences between
means were evaluated for significant differences with Tukey’s multiple range test.

Organoleptic properties were evaluated for statistical differences using a one-way ANOVA,
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the factorial parameter being the source of lipid (4) and the experimental unit, the judge (19
replicates). The DP/DE ratios were not compared for the organoleptic trial. Differences
between ranks of appreciation were compared with a Friedman test. The significance level
was set at p < 0.05. Statistical analyses were performed using SAS 8.0 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC).

3. Results

3.1 Growth period

Fish survival was not influenced by the experimental diets and was over 97 % (Table 5).
Average fish mass increased continuously through the experiment and no difference in
weight gain was observed. The mean TGC was of 0.22 for the growth period and was not
influenced by DP/DE ratio or the dietary lipid source. Values for FCR were influenced by
DP/DE ratio and by the oil source (Table 5). Diet 18 FO had a significantly higher FCR
(1.19), while 25 COS was lower than other experimental diets (0.98). Condition factor and
hepatosomatic index were not influenced by the diet (Table 5). Average CF and HIS were
respectively of 1.58 and 1.20.

With regards to fillet composition, no significant differences were observed for dry matter
and ash content among the dietary groups tested. However, crude protein, total lipid and
gross energy were significantly different between DP/DE ratios and dietary lipid sources
(Table 6). Crude protein was the lowest for 18 FO and the highest for 25 SO and 25 CO.
Total lipid and gross energy were higher for 18 FO and lower for 25 SO diet than other
dietary groups (Table 6).

Muscle fatty acid composition was influenced by the diet. Differences between FO and
vegetable diets seemed more important in the 18 PD/DE groups than in the 25 DP/DE
groups for some fatty acids. For example, significant differences were observed between

treatments in the 18 DP/DE group, but not in the 25 DP/DE group for 20:5x-3 and 22:6n-3
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(Table 6). With respect to the DP/DE group, total SFA and MUFA muscle fatty acids were
reduced by the inclusion of vegetable oils in the feed, particularly for total MUFA in
soybean oil diets. However, SFA in 25 SO and 25 COS were not different when compared
to 25 FO diet. SFA levels ranged from 16.8 % for the 18 CO group to 25.7 % for the 25 FO
group. Total MUFA were the highest for the 18 FO group (54.1 %) and the lowest for the
groups 25 SO (23.7 %) and 18 SO (23.5 %). Total n-6 (mainly 18:2n-6) muscle fatty acids
were significantly increased by the replacement of fish oil by vegetable oils in the diets.
This statement is particularly significant for soybean oil-fed fish with 37.5 % total n-6 for
the 18 SO group and 32.4 % for the 25 SO group. Although 18:3n-3 was higher in fish fed
vegetable oil feeds than fish oils, total n-3 muscle fatty acids did not follow precisely this
path. In fact, total n-3 was the highest for 18 COS-fed fish (23.3 %), because of its high
ADH content (19.1 %), mainly from the feed (11.3 %, Table 4). The lowest percentages
were found in fish fed 18 FO diet (16.7 %) who had no accumulation of 18:3x#-3 and low
ADH (14.2 %). Total polyunsaturated fatty acids (PUFA) were higher in muscle fatty acids
of fish fed vegetable diets, especially for the SO groups fed high percentage of 18:2n-6
(Table 4). However, n-3/n-6 ratios were lower in vegetable oil-fed fish than for fish fed FO
diets, due to the high percentage of n-6 in the flesh. Again, fish fed SO diets had the highest
PUFA levels and the lowest n-3/n-6 ratios due to their high percentage of 18:2n-6 muscle
fatty acids. No significant differences were observed for muscle fatty acids between

respective DP/DE groups.

3.2 Wash-out period

An air-lock in the water distribution system killed fish from six tanks during the wash-out
period, 36 days before the end of the experiment. As a result, six out of eight diets have
results for duplicate tanks. Diets 25 CO and 18 CO were not affected by the mortalities. As
these mortalities are not related to the dietary treatments, calculations of the percentage of
survival do not consider this incident. Subsequently, survival is 100 % for all groups in the
wash-out period (Table 7). Although no significant difference was seen in the weight gain,

a clear tendency is shown between DP/DE ratios for the wash-out period. 25 DP/DE groups
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improved their growth rate, while it remained relatively constant and high for the 18
DP/DE groups. Growth and nutrient utilization indices were not influenced by the
treatment. TGC values were lower than in the growth trial (mean 0.16), while FCR values
(1.23) were somewhat higher (Table 7). Moreover, HIS (1.18) did not vary between the
trials, with the DP/DE ratio or with the lipid source. However, the CF index was influenced
by the treatment. The 18 CO group had the highest CF value (1.65) and the 25 SO group,
the lowest (1.47).

Following the wash-out period, no significant differences in dry matter, crude protein, total

lipid, ash content or gross energy was found among groups.

The return to a feed with 100 % fish oil affected the composition of muscle fatty acids
(Table 8). Total SFA were not different among feeding groups and were relatively high
compared to the growth trial. Class 18:1 fatty acids were lower in all CO and COS groups,
but overall total MUFA were higher in vegetable oil-fed fish because of the increase of
16:1, 20:1 and 22:1 fatty acids. This observation is particularly apparent for the soybean oil,
as the 18 SO group increased its total MUFA content by 40.8 % and the 25 SO group, by
35.4 % (Table 8). Moreover, total n-6 decreased (mainly 18:2r-6), especially in the SO
groups, resulting in a decline of total PUFA levels. However, following the wash-out
period, fish fed with soybean oil still had total n-6 above all groups, with the highest
percentage for the 18 SO group (18.2 %), followed by the 25 group (17.2 %). Total n-3
were not significantly different between groups and remained constant (Table 8). With the
decline in total n-6 percentages, overall total PUFA also decreased. With respect to the
DP/DE category, muscle fatty acid percentages of vegetable oil-fed fish resemble fish oil-
fed groups, except for fish fed SO. Additionally, n-3/n-6 ratios were not significantly
different for the CO and COS groups than FO-fed groups, but the SO groups still had a low
n-3/n-6 ratio (Table 8). With a wash-out period of 84 days, muscle fatty acids of fish fed
primarily with vegetable oils restored their beneficial fatty acid levels, excluding the
soybean oil groups that would have needed more time to wash out the high n-6 fatty acids.

No significant differences were observed for muscle fatty acids among respective DP/DE
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groups, indicating that both ratios are suitable for the production of a good quality fish,

after a short wash-out period.

3.3 Digestibility of experimental diets

The apparent digestibility coefficients of crude protein were not influenced by the DP/DE
ratios or by the dietary lipid source (Table 9). However, ADC of dry matter, total lipid and
gross energy varied within the experimental feeds. The 18 FO diet had a significantly lower
ADC for dry matter, total lipid and gross energy. The diets with the 25 DP/DE ratio had the
highest ADC for dry matter, followed by the 18 COS, CO and SO diets. Lipid ADC was
the highest for the 25 SO diet, followed by 25 CO, 25 COS, 18 SO and 18 COS diets. ADC
of gross energy was the highest for the 25 CO diet, followed by 25 COS, FO and SO diets
(Table 9).

3.4 Contaminant loading

No mercury was found in experimental diets and in any of the sampled fillets. PCBs,
organochlorine pesticides, toxaphenes and flame retardants results for experimental diets
are presented in Figure 3. Diets with fish oil have the highest content of PCBs,

organochlorine pesticides and toxaphenes.

POPs levels for initial fillets, growth and wash-out phase fillets are shown in Figure 4. In
growth trial fillets, PCBs were significantly higher for 18 FO than other groups and were
the lowest for the 25 SO, CO, COS groups (Figure 4A). Organochlorine pesticides were
highest in the 18 FO group and the lowest in the 25 SO and CO groups (Figure 4B). For the
toxaphenes levels, the highest levels were found in the 18 FO and 25 FO groups and were
lower in all other experimental diets (Figure 4C). Flame retardants were not significantly

different for the growth trial (Figure 4D).
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In wash-out trial fillets, no significant differences were observed for PCBs, organochlorine
pesticides, toxaphenes and flame retardants (Figure 4). However, PCBs, organochlorine
pesticides and toxaphenes were greater in the wash-out trial than the growth trial. Flame
retardants showed a different pattern in which some diets had a tendency of lower

concentrations in the wash-out fillets than in the growth fillets (Figure 4D).

3.5 Organoleptic properties

No statistical differences were apparent among fish fed different dietary lipids in each
DP/DE group (Table 10). Overall, judges detected no difference in the taste, appetence and
the aspect of vegetable oil-fed fish compared to fish oil-fed fish, with each DP/DE group.

3.6 Economic estimates

Regarding economic estimates (Table 12), 18 DP/DE diets were least expensive and had
the best economic conversion ratio (ECR). With respect to the DP/DE ratio, when
comparing ECR values, SO and CO diets were less expensive than the respective fish oil
diet. Diets consisting of a blend of canola oil and Schizochytrium sp. (COS) were the most

expensive.

4. Discussion

For the growth period, we predicted that survival, weight gain, TGC, FCR, CF, HIS, fillets
composition (dry matter, ash, crude protein, total lipid, gross energy) and fatty acid profiles
would not vary with regards of the oil source and the DP/DE ratio in the feed. This
hypothesis was verified for survival, weight gain, TGC, CF and HIS, but not for FCR that
was influenced by DP/DE ratio. Our hypothesis was also confirmed in fillets for dry matter
and ash content, but not for crude protein, total lipid, gross energy and muscle fatty acids

that varied according to DP/DE ratio and dietary lipid sources. The initial hypothesis for the
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wash-out period was that no significant difference would be seen between dietary groups
for survival, weight gain, TGC, FCR, CF, HIS, fillet composition (dry matter, ash, crude
protein, total lipid, gross energy) and fatty acid profiles. Our hypothesis was verified for
survival, weight gain, TGC, FCR and HIS, but not for CF that was influenced by dietary
treatment. Our hypothesis was confirmed for fillet composition, but not for fatty acid
profiles that varied with DP/DE ratio and dietary lipid sources. We predicted that
digestibility of nutrients and gross energy would not vary between dietary treatments. This
hypothesis was verified for ADC of crude proteins, but not for dry matter, total lipids and
gross energy. With respect to the DP/DE ratio, contaminants loadings were predicted to be
lower for the groups fed with vegetable oil-based feeds than FO-based feeds, in the growth
period as well as in the wash-out period. Also, 25 DP/DE groups were expected to have
lower contaminants loadings than 18 DP/DE groups because of their lower FO content. For
the growth period, the hypotheses were confirmed for PCBs, organochlorine pesticides and
toxaphenes, but flame retardants were not significantly different between DP/DE ratios nor
between dietary lipid sources. As no significant difference was observed between dietary
treatments in the wash-out period, the hypotheses were not confirmed for all POPs.
Organoleptic properties were predicted not to vary between experimental feeds and this was
confirmed. As for ECR values, it was expected that vegetable oil-based diets would be less
expensive to produce than FO diets, with regards to the DP/DE treatment. Diets with SO
and CO verified the hypothesis, but COS-based diets were more expensive than FO diets.

4.1 Growth trial

The 18 DP/DE ratio had a greater percentage in oil and contained less fish meal than the 25
DP/DE diets (Table 3). While the levels of fish meal was not altered in vegetable diets, total
fish oil fall by 75 %, so the overall fish by-product content in vegetable diets is markedly
reduced. For example, the 18 SO and 18 CO diets contained 40.6 % fish by-products (18.6
% fish oil and 22.0 % fish meal) and all 25 DP/DE diets had 32.5 % fish by-products (fish
meal only). As the main contaminant exposure comes from fish oil, which is more than

twice as more expensive than fish meal, 25 DP/DE vegetable diets could be the best dietary
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approach to reduce POPs content. However, these diets must contribute in maintaining
growth and somatic parameters, as well as the high quality of the flesh in terms of fatty acid

content and organoleptic properties.

Growth performance and somatic parameters were similar among experimental fish, and no
mortality was observed, indicating that soybean and canola oils (with or without the algal
biomass) can replace 75 % of total fish oil in rainbow trout feed, without affecting health or

growth.

As the composition of dietary fatty acids has an effect on the muscle fatty acids, the high
accumulation of 18:2n-6 in the flesh, especially the SO groups, could be due to the direct
absorption of dietary fatty acids in the muscle (Henderson, 1996). Moreover, these
percentages could be explained by the great affinity of 18:2xn-6 and the acyltransferases that
synthesize phospholipids containing this fatty acid (Caballero et al., 2002). Also, the
accumulation 20:3#n-6, the product of the A6 desaturation and elongation of 18:2#n-6, reveals
a high activity of these enzymes when fish are fed high percentages of soybean oil. With
Atlantic salmon fed high levels of sunflower oil, Bell et al. (1996) observed similar
comparisons in macrophage phospholipids. When comparing the 18:2r-6 availability in the
diets with the percentage in the fillets, an important decrease was observed. With the
exception of the SO groups, no metabolic intermediates were found for the desaturation and
elongation of 18:2n-6 to 22:51-6 suggesting that 18:2n-6 was necessary for other
physiologic requirements, for example, catabolizing energy (Greene and Selivonchick,
1990). The 22:5n-6 in the COS groups appears to come from the direct absorption of DPA

from the algal biomass.

It seems no competition was present between 18:3n-3 and 18:2n-6 for the desaturation and
elongation by the A6 desaturases, even when dietary 18:2n-6 levels were high (32.0% for
18 SO and 26.2% for 25 SO, Table 6). Similar results have been recorded for Atlantic
salmon fed sunflower oil (Bell et al., 1996) and rainbow trout fed different vegetable oils

(Caballero et al., 2002). Bell et al. (1996) noted, however, a competition between these
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fatty acids when the diet was rich in 18:3n-3 (31.4 %) from linseed oil, resulting in an

inhibition of the bioconversion of 18:2x1-6 to 22:5n-6.

Results of this study reveal that the composition of the flesh reflects a selective
incorporation of essential fatty acids (EFA), especially for EPA and DHA. These EFA are
probably adjusted to a narrowly-defined physiological level into triacylglycerols and
phospholipids (Greene and Selivonchick, 1990; Sargent et al., 1999; Sargent et al., 2002).
In this regard, the preferential retention of EFA seems to influence the fatty acid content of
the muscle (Caballero et al., 2002). Therefore DHA, the major PUFA in phospholipids, is
affected to a lesser extent by the DHA content in the diet. Similar observations have been
reported for brown trout (Salmo trutta L.) fed canola oil, poultry fat, pork lard and oleine
oil (Turchini et al., 2003). Elongation and desaturation of EFA was observed for all
experimental groups, mainly for fish fed lower n-3 diets, and levels of n-3/n-6 were higher
in the muscle than in the diet. In comparison with results from Greene and Selivonchick
(1990) where conversion of 18:3n-3 in EPA and DHA reached its limit at 14 % of total
muscle lipids, it seems that our experimental groups reached their limit at 20.3 % (18 COS
and 25 COS), irrespective of the total dietary n-3 available. Regardless of the initial content
of EPA in the diets, experimental groups were able to accumulate and produce equivalent
percentages of EPA than in the FO diets. The 18 CO groups even had a higher content of
EPA than its control FO group. DHA accumulation in the muscle also followed this trend,
the overall muscle composition in DHA tended to be similar than for fish oil-fed trout. With
this capacity of synthesizing DHA to maintain its concentration in the flesh, fish
demonstrate the importance of this structural lipid for its own physiological requirements
(Henderson, 1996; Sargent et al., 2002). In addition, fish feed with a blend of canola and
algae had the greatest accumulation of DHA. When comparing CO and COS groups, it is
clear that Schizochytrium sp. contributes to the overall DHA content in the muscles. As a

result, total n-3 fatty acids were maintained or higher than for the control FO groups.

It is now well documented that, in terms of human health, it is essential to increase the daily

consumption of n-3, mainly EPA and DHA, and to reduce n-6 daily intake, particularly
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18:2n-6 (Simopoulos, 1999). For the growth phase alone, however, n-3/n-6 ratios were too
low compared with the FO groups because of the high content of #-6 in the flesh. Thus,
canola and the blend of canola and algae were good-quality candidates for 75 % fish oil
replacement in rainbow trout feeds, irrespective of the DP/DE ratio used. However, a wash-

out phase is required to balance beneficial n-3 levels in the final product.

4.2 Wash-out period

During the wash-out period, weight gain was not different among groups. With a switch to
a diet with 100 % fish oil, TGC values (mean 0.16) dropped about 27 % between growth
and wash-out trials. As fish grow, their potential for rapid growth diminishes, because
nutrient utilisation is aimed for physiological changes that comes with maturity, for
example reproduction and maintenance (Day and Taylor, 1997; Charnov et al., 2001;
Dumas et al., 2007). This shift in nutrient partitioning could be responsible for the decrease
of TGC values in the wash-out phase because individuals were larger than in the growth
phase and some were already mature. FCR values (mean 1.23) were similar to 50 % (1.25)

and 100 % (1.18) rapeseed oil feeds observed for Bell et al. (2005).

In this study, the wash-out period represented 33 % of the growth period, which is
important when determining the time required to restore beneficial fatty acid levels in
rainbow trout. The aim is to shorten the wash-out period to maintain low POPs levels and
minimise costly fish by-product use in the whole production cycle, while allowing EFA
restoration. The DP/DE ratios did not significantly influence the fatty acid accumulation in
the flesh for the 25 DP/DE groups. In the 18 DP/DE groups, significant differences were
observed between the FO and the SO groups. Even after a wash-out period, fish previously
fed with soybean oil did not recover beneficial fatty acid levels, therefore this oil can not be

sustainable for rainbow trout farming in the experimental conditions of this study.
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In the growth phase, we have seen that trout fed soybean oil accumulated high levels of n-6
in the flesh, reducing the quality for human consumption. During the wash-out phase, fish
previously fed with vegetable oils, particularly soybean oil, significantly reduced their
18:2n-6 content, consequently total n-6 levels were lowered. For the SO groups, this
reduction of n-6 concentration was around 50 %. For the other groups, the switch to lower
n-6 fatty acids content was less apparent because of reduced n-6 accumulation during the
growth phase than the SO groups. Irrespective of the DP/DE ratio, fish from the CO and
COS groups restored n-6 levels, but the SO groups still had higher levels in the flesh. A
longer wash-out period could have contributed in the total restoration of beneficial fatty

acids for the SO groups, but it also could have raised the POP levels.

While n-6 levels were decreased in the wash-out period, n-3 levels remained as they were
in the growth period. 18:3n-3 levels were lowered for all vegetable oil-fed groups, but DHA
levels were increased, balancing the total n-3 content. EPA percentages remained the same
for overall diets. For the 18 CO group, however, EPA levels significantly fell to reach
approximate final 18 FO levels. In summary, n-3 levels were restored in all experimental
groups, although a tendency of higher accumulation of DHA in the COS groups can be
distinguished. The wash-out trial significantly reduced PUFA levels by lowering total n-6
and had a direct effect to increase n-3/n-6 ratios. Trout from the CO and COS groups
restored their fatty acid levels, but the SO groups accumulated a higher n-6 level. Further
analysis would be needed to understand the restoration profile of fatty acids to determine

the shortest wash-out period required to restore beneficial fatty acids levels.

We therefore conclude that the inclusion of 75 % soybean oil in rainbow trout feed is not a
suitable alternative to fish oil replacement in the experimental conditions we tested. In
addition, after a short wash-out period that contributes in restoring beneficial EFA levels,
canola oil and the blend of canola oil plus Schizochytrium sp. are high-quality candidates
for replacing 75 % of fish oil in rainbow trout diet, irrespective of the DP/DE ratio in the

diets.



72

4.3 Contaminant loading

Levels of POPs in flesh were well under recommendations for mercury (1 ppm), PCBs (2.0
ppm), toxaphenes (1.0 ppm) and organochlorine pesticides (5.0 ppm) (Health Canada,
2007; U.S. Food and Drug Administration (FDA), 2007 and the European Committee,

2007). Currently, no recommendations are available for flame retardants.

The majority of contamination exposure comes from two ingredients in the feed: fish meal
and to a larger extent, fish oil (results not shown). None of the vegetable oils contained
POPs or mercury, nor did the algal biomass. Of all feeds, the 18 FO diet had the highest
concentration of fish oil (Table 3) and displayed the highest levels of PCBs, organochlorine
pesticides and toxaphenes. Bell et al. (2005) replaced 17 % and 35 % fish oil by a 1:1
combination of linseed and canola oil fed to Atlantic salmon. The growth period was of 115
weeks; afterwards a wash-out feed of 35 % fish oil was given for 24 weeks. The dioxin and
dioxin-like concentrations in the flesh followed the pattern of the present study, such that
the bioaccumulation being greater in fish feed high percentages of fish oil. Berntssen et al.
(2005) fed Atlantic salmon with 100 % vegetable oil blend (55 % rapeseed oil, 30 % palm
oil and 15 % linseed oil) for 22 months and observed reducted dibenzo-p-dioxins,
dibenzofurans (PCDD/F), and dioxin-like PCBs (DLPCB), although, n-3/n-6 ratio fatty
acid ratio was negatively affected. In this respect, the replacement of fish oil by vegetable
oils is an excellent alternative for reducing contaminant exposure for rainbow trout. Since
these oils alter the quality of the flesh by increasing n-6 and n-9 levels while diminishing »-
3 levels, a wash-out feed must be included to restore beneficial LC-PUFA levels in the

flesh.

Results from the growth trial in Figure 4 outline the greater accumulation of POPs in the
FO groups, particularly for the 18 FO-fed fish. Vegetable oil sources contributed in
reducing the POPs levels, irrespective of the DP/DE ratios. The 18 DP/DE groups had a
tendency for a greater percentage of flame retardants than the 25 DP/DE groups, however,

levels were very low, less than 1.5 ppb. We can therefore conclude that vegetable oils
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reduce the exposure to POPs, no matter the DP/DE ratio, in the experimental conditions of

this study.

When comparing experimental results for the wash-out phase, a switch to a 100 % fish oil
feed increased the accumulation of PCBs, organochlorine pesticides and toxaphenes in the
flesh. This statement is more obvious with the vegetable oil-feed groups, where POPs were
rapidly accumulated, but still lower than in the fish oil-feed groups. Once again, a tendency
of lower POPs concentration is noticeable for the 25 DP/DE group, but is not significant.
Very little information is available on the accumulation of POPs in the flesh during a wash-
out period. Bell et al. (2005) obtained similar results. Vegetable oil-fed fish quickly
accumulated contaminants during the 24-week wash-out trial, but concentrations remained
lower than for the comparative group fed with fish oil. Flame retardant accumulation in the
flesh does not follow the path of BCPs, toxaphenes and organochlorine pesticides. In fact,
concentrations decreased during the wash-out period for all experimental groups but 25 SO.
As fish oil has a greater percentage in flame retardant levels than other vegetable oils, and
fish were fed 100 % FO diets, these data are in opposition with expected results. However,
contaminant data from the wash-out trial are only duplicates, so further analysis would be
needed, but overall levels are again very low (less than 1.5 ppb) and could be considered as

insignificant.

In terms on POPs exposure, all vegetable feeds have ability to reduce the accumulation in
the flesh, in the growth phase, as well as in the wash-out period. Even if levels were
increased for PBCs, toxaphenes and organochlorine pesticides in the wash-out period of
this study, final concentrations were still well below than recommended levels from Health
Canada, the FDA and the European Committee (Environnement Canada, 2005; FAIR
Agriculture and Fisheries, 2007; FDA, 2007).
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4.4 Suitability of experimental diets for the industry

4.4.1 Sensory parameters

Results from the sensory trial clearly demonstrate that feeding rainbow trout with 75 %
soybean oil, canola oil or a blend of canola oil and Schizochytrium sp. does not change
sensory parameters of the fish after 252 days of feeding with these experimental diets,
regardless of the DP/DE ratio. Very little information is available on sensory parameters for
salmonids. Boggio et al. (1985) found similar results for rainbow trout fed with swine fat
supplemented with alpha-tocopheryl acetate during four months. Also, no significant
differences were detected for Atlantic salmon fed soybean oil or tallow for 23 weeks
(Hardy et al., 1987) and fed partially oxidised oils for 52 days (Koshio et al., 1994).
However, Thomassen and Resjo (1989) reported that the colour, taste and smell of Atlantic
salmon were altered when fed diets with soybean and rapeseed oils 18 weeks, while Arzel
et al. (1994) found a difference in texture and taste of the flesh of brown trout fed high
levels of corn oil for 110 days. Still, the difference between canola and soybean oils for
Guillou et al. (1995) was small, and no difference for texture was observed for Brook charr

in a nine week experiment.

4.4.2 Digestibility of experimental diets

Results show that the reduction of FO content in the feed (18 FO vs 25 FO) improves ADC
of dry matter and lipids (Table 9). Apparent digestibility of dry matter is in accordance with
results from Windell et al. (1978) for medium (ADC of 72 %) and large (74 %) rainbow
trout fed fish meal at three different temperatures (7, 11 and 15 °C). Cho et al. (1974) had
an ADC in a range of 70 to 77 % with rainbow trout fed marine oils and different protein
sources. However, Olsen et al. (2004) fed 500 g Atlantic salmon with Calanus finmarchicus
at 10 °C seawater and obtained an ADC of 95 % while our results range between 73 and 82
%. Apparent digestibility was the highest for 25 CO and the lowest for 18 FO diet.
Digestibility of crude protein was between 88 and 95 % (Cho, 1974; Windell, 1978; Cho
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and Kaushik, 1990). Our results are not significantly different and are in accordance with
these authors. Results stand fall the range described by the NRC (1993) where digestibility
for fish usually varies in a range of 75 to 95 %. In multiple digestibility trials with rainbow
trout using feather meal, meat and bone meal, poultry by-product meal, and blood meal,
Bureau et al. (1999) observed digestibilities between 68 and 99 % for gross energy. Cho
and Kaushik (1990) had an average of 76 % and Cho et al. (1974), 79 %. Our digestibilities
of gross energy for experimental diets were therefore similar as these studies, ranging
between 81 % and 90 %. The diet with the highest digestibility was 25 CO while the diet
with the lowest digestibility was 18 FO.

According to Caballero et al., (2002) high lipid ADC for the vegetable oil-based diets is
related to their high PUFA content, consequently, their low melting point. Results from
Cho and Kaushik (1990) support this observation with apparent digestibility of rainbow
trout reared in temperatures varying from 5 to 15 °C. When fed rapeseed, soybean, linseed
or fish oils, ADC was high (between 80 and 95 %). Conversely, when trout were fed lard
and tallow, which have high melting points because of high SFA concentrations, ADC
decreased compared to other lipids sources. Therefore, the melting point of lipids
influences their digestibility for rainbow trout. However, this theory can not explain the
variations in digestibility obtained in this study, as fish oil and vegetable oils have a similar
melting point. Bureau et al. (2007), that had a high ADC for tallow fed to rainbow trout,
suggest ADC is not only a matter of lipid’s melting point but also of the “synergistic effect”
of PUFA on the digestibility of SFA. Differences in results may be due to the methodology
used by Cho and Kaushik (1990) where experimental diets were formulated with a
reference diet that was poor in lipids (< 5 %). The addition of oils rich in PUFA would have
increased the ADC of SFA, and thereby the ADC of total lipids. Overall, the balance
between PUFA and SFA in the diet is crucial to obtain a high ADC. The 18 FO diet, witch
has the highest percentage in fish oil and total fish by-products, has the lowest digestibility.
This diet also has a high SFA/PUFA ratio (1.07) compared to vegetable oil diets (mean
0.38), confirming previous suggestions on lipid digestibility, where the SFA/PUFA ratio of
the diet is crucial in the digestibility of a diet. Therefore, our results are in accordance with

previous studies and Caballero et al. (2002) with rainbow trout reared at 12 °C (ADC =
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79.2 to 92.5 %). In conclusion, apparent digestibility of nutrient and gross energy of the
eight experimental diets, irrespective of the DP/DE ratio and the lipid source, is highly

suitable for the industry and these diets are appropriate for rainbow trout.

4.4.3 Economic parameters

Experimental diets had an average FCR ratio of 1.1 (Table 12). Therefore, values stand in
the range of average commercial diets, between 0.8 and 1.5. With an assumption of a farm
producing 300 tonnes of trout per year, feeds costs were evaluated (Table 12). When prices
are compared to respective FO diets, using vegetable oils in feeds reduces feeds costs by
31.1 % for 18 SO, 31.2 % for 18 CO, 14.4 % for 25 SO and 15.0 % for 25 CO. Diets with a
blend of canola oil and algae were the more expensive by 83.7 % for 18 COS and 68.5 %
for 25 COS than respective FO diets. Our prices are based on individual ingredient prices,
so the industrial cost for production and marketing is not considered. As a result, 18 DP/DE
SO and CO diets would be the most effective diets for reducing feeding costs, irrespective

of the alternative source of oil in the feed.

In sum, experimental diets are well formulated to suit the industry. The apparent
digestibility of vegetable oil-based diets is high and similar to the FO diets, irrespective of
the DP/DE ratio. Also, the fact that no significant difference was detected in sensory
parameters of experimental groups suggests the appetence of rainbow trout vegetable diets
would be as high as any regular rainbow trout farmed with only a fish oil-based diet. In
addition, the economic evaluation established that feeding soybean or canola-based diets
would lower feeding expenses by more than 26 % in the case of the 18 DP/DE vegetable
diets and by more than 12 % for the 25 DP/DE diets.
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5. Conclusions

The aim of this study was to reduce the utilisation of fish oil and fish meal in rainbow trout
feeds in order to minimise POPs exposure and feed costs. The replacement of 75 % total
fish oil by vegetable oils and the alteration of DP/DE ratios confirmed previous studies
were apparent digestibility, growth, somatic and sensory parameters were not influenced by
the feed, muscle fatty acids, contaminant loadings, apparent digestibility and costs of these
experimental diets. The source of alternative lipids and DP/DE ratios did not affect
apparent digestibility, growth, somatic and sensory parameters for trout. However, muscle
fatty acids, mainly n-6, were affected by vegetable oils, particularly SO. During the growth
trial, n-6 levels increased and n-3 percentages increased less dramatically. As a result, n-
3/n-6 levels were negatively affected, especially for the SO groups. During the wash-out
trial, muscle fatty acids were restored for the two CO and COS groups, but the SO groups
still had high n-6 content. Further analysis is needed to asses the restoration profile of fatty
acids during the 3 months wash-out trial. In the growth trial, POPs were lower in vegetable
oil-fed trout of the 18 and 25 DP/DE groups. The wash-out trial increased POPs
percentages, but levels are under Health Canada, FDA and the European Committee’s
recommendations. As for the economic estimates, 18 DP/DE feeds reduced feeding costs
by more than 26 % and more than 12 % for the 25 DP/DE feeds. Because 25 DP/DE
vegetable feeds contain less fish oil than 18 DP/DE diets and because no significant
difference was observed in the performance between the two ratios, we suggest that 25
DP/DE feeds must be seriously considered for industrial farming. In conclusion, replacing
75 % of total fish oil in rainbow trout feed by CO and COS, combined with a 25 DP/DE
ratio, seems to be the most efficient in terms of maximizing the total fish by-product
replacement, while reducing POPs exposure. However, the addition of Schizochytrium sp.

is actually not sustainable for the industry because of its high cost.
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Tables

Table 3
Feed components and chemical composition of experimental diets (g/kg dry matter).

I8FO 18SO 18CO 18COS 25FO 2580 25CO  25COS

Ingredient composition

Fish oil, herring 21.3 2.7 2.7 2.8 13.5 0.0 0.0 0.0
Soybean oil 0.0 18.6 0.0 0.0 0.0 13.5 0.0 0.0
Canola oil 0.0 0.0 18.6 15.0 0.0 0.0 13.5 10.5
Schizochytrium sp. 0.0 0.0 0.0 9.0 0.0 0.0 0.0 6.5
Herring meal 22.0 22.0 22.0 22.0 32.5 32.5 32.5 32.5
Blood cell meal 7.0 7.0 7.0 7.0 10.0 10.0 10.0 10.0
AP301

Corn gluten meal 21.0 21.0 21.0 20.0 34.0 34.0 34.0 33.0
Wheat middlings 13.0 13.0 13.0 10.5 4.0 4.0 4.0 23
Whey 11.4 11.4 11.4 9.5 2.8 2.8 2.8 2.0
Sipernat™ 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
CaHPO4 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Lysine 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Vitamin/mineral 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
premix’

Carophyll pink 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
premix

Chemical composition

Dry matter (g/kg) 92.0 92.0 91.2 92.8 92.5 93.1 92.6 92.0
Crude protein 45.2 44.6 45.4 46.4 61.6 61.7 62.1 61.7
Total lipid 21.6 21.4 21.2 22.5 15.3 15.4 15.9 16.2
Ash 7.5 7.5 7.7 8.1 8.5 8.4 8.4 8.9
Gross energy 24.4 24.3 24.4 24.5 24.1 239 24.1 24.0
(MJ/kg DM)

Calculated P/E ratio 18.5 18.3 18.6 18.9 25.5 25.8 25.8 25.7
(g DM/MJ)*

18 FO, 18 DP/DE diet with 100 % fish oil; 18 SO, 18 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 18 CO, 18 DP/DE
diet with 75 % canola oil; 18 COS, 18 DP/DE diet with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; 24
FO, 24 DP/DE diet with 100 % fish oil; 24 SO, 24 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 24 CO, 24 DP/DE diet
with 75 % canola oil; 24 COS, 24 DP/DE diet with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; DM. dry
matter; DP/DE, digestible protein / digestible energy (lipids).

! Salmonid vitamin/trace mineral premix from Corey (Fredericton, NB).

% P/E ratio = protein/energy ratio; calculation based on crude protein and gross energy values determined for
the experimental diets.
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Table 4
Fatty acid profile of experimental diets (% of total fatty acids).

I8FO 18SO 18CO 18COS 25FO 2550 25CO 25COS

Fatty acid
14:0 3.4 0.0 0.0 3.2 5.3 0.0 0.0 5.3
16:0 14.7 13.1 8.4 12.6 13.2 144 9.5 12.0
18:0 2.6 3.7 2.6 22 2.1 4.1 2.9 1.7
Total SFA' 20.7 16.8 11.0 17.9 20.6 18.5 124 20.6
16:1 0.0 0.0 0.0 1.6 6.2 0.0 1.8 6.3
18:1 36.3 18.3 51.4 37.8 12.0 19.0 49.7 11.2
20:1 0.0 2.7 33 2.8 12.9 0.0 1.8 15.3
22:1 0.0 44 43 33 25.0 0.0 0.0 29.3
24:1 0.0 0.0 0.0 0.0 1.9 0.0 0.0 1.9
Total MUFA 363 254 58.9 455 58.1 19.0 533 64.0
18:2 n-6 16.7  47.0 20.0 14.8 8.9 47.5 21.0 7.4
20:2 n-6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
20:3 n-6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
20:4 n-6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
22:5 n-6 42 0.0 0.0 4.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Total n-6 209 470 20.0 18.7 8.9 47.5 21.0 7.4
18:3 n-3 4.2 7.2 6.1 4.5 0.0 7.0 5.8 0.0
20:5 n-3 5.0 1.8 1.9 2.0 4.2 4.7 44 3.1
22:6 n-3 13.0 1.8 2.1 11.3 6.2 33 3.1 5.0
Total n-3 22.1 10.9 10.1 17.8 10.4 15.1 13.3 8.1

Total PUFA  43.0 57.8 30.1 36.5 19.3 62.5 343 15.5

n-3/n-6 1.1 0.2 0.5 1.0 1.2 0.3 0.6 1.1

18 FO, 18 DP/DE diet with 100 % fish oil; 18 SO, 18 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 18 CO, 18 DP/DE
diet with 75 % canola oil; 18 COS, 18 DP/DE diet with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; 24
FO, 24 DP/DE diet with 100 % fish oil; 24 SO, 24 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 24 CO, 24 DP/DE diet
with 75 % canola oil; 24 COS, 24 DP/DE diet with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; DM, dry
matter; DP/DE, digestible protein / digestible energy (lipids); TFA, total fatty acid; TL, Total lipid; SFA.
saturated fatty acid; MUFA. monounsaturated acid; PUFA. polyunsaturated fatty acid.

"Includes 15:0, 17:0, 20:0 and 22:0.

? Includes 18:3 n-6.




Table 5

Effect of fish oil replacement with soybean oil, canola oil and a blend of canola oil and Schizochytrium sp. biomass on rainbow trout growth, nutritive utilization
and somatic parameters after growth trial.

I8FO 18SO 18CO 18COS 25FO 25SO 25CO 25COS Pooled SEM
Initial weight (g)  43.6  44.1 44.0 432 440 433 43.2 43.7 0.2
Final weight () 611.7 591.7 5702  583.0  591.0 5723 5357  574. 6.5
Weight gain (g)  568.1  547.6 5262 5397  547.0 529.1 4925 5304 6.4
TGC 0.23 0.23 0.22 0.23 0.23 022 021 0.22 0.00
FCR 1.19*  1.06°¢  1.14*®  1.09°¢ 1.07%¢ 1.02%¢ 1.05¢  0.98¢ 0.01
CF 1.61 1.61 1.59 1.62 1.49 1.47 1.58 1.51 0.02
HIS 1.28 1.12 1.15 1.12 1.18 1.24 1.28 1.21 0.02
Survival % 97.8  100.0 100.0  99.3 100.0  98.5 99.3 98.5 0.1

18 FO, 18 DP/DE diet with 100 % fish oil; 18 SO, 18 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 18 CO, 18 DP/DE diet with 75 % canola oil; 18 COS, 18 DP/DE diet
with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; 24 FO, 24 DP/DE diet with 100 % fish oil; 24 SO, 24 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 24 CO, 24
DP/DE diet with 75 % canola oil; 24 COS, 24 DP/DE diet with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; DM, dry matter; DP/DE, digestible protein /
digestible energy (lipids); TGC, Thermal growth coefficient; FCR, Feed conversion ratio; CF, Condition factor; HIS, Hepato-somatic index. Data represent the
mean =+ standard error means of three replicates, except for survival data presented as mean + standard deviation of three replicates. Within the same line,

different superscripts indicate significant differences due to the diet (p < 0.05).
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Table 6

Effects of fish oil replacement with soybean oil, canola oil, and a blend of canola and Schizochytrium sp. biomass on fillet composition (g’kg DM) and fatty acid
profile (% of total fatty acids) after growth period.

ISFO 18SO 18CO 18COS 25FO 25SO 25CO 25COS Pooled SEM
Fatty acid
14:0 420 0.0° 0.0° 2.0 3.7° 0.5% 0.5 2.0 0.3
16:0 16.5%%¢  16.3%¢  13.0° 149 18.3*  19.0*  16.6>° 17.2%"¢ 0.4
18:0 3.0f 47° 3.9 3.4 3.7%¢ 5.5° 4.6° 43¢ 0.2
Total SFA! 23.8°  21.0°  16.8° 20.5° 257 25.0° 21.8° 23.8° 0.6
16:1 6.7 124 170 0.6¢ 6.6 2.6° 3.0° 2.6° 0.5
18:1 17.4°  182° 435 34.8° 20.8°  20.7°  40.5° 34.6° 2.1
20:1 1228 24° 3.8° 3.2° 9.3" 0.4° 2.5° 2.3° 0.8
22:1 15.9° 1.7° 0.0¢ 2.6° 11.2° 0.0¢ 0.0¢ 0.0¢ 1.1
24:1 2.0° 0.0 0.0° 0.0° 1.8° 0.0° 0.0° 0.0° 0.2
Total MUFA 54.1*  23.5°  49.0% 4119  49.6*  23.7°  46.0°%  395¢ 23
18:2 n-6 5.5¢ 32.0° 13.6° 11.3¢4 6.0° 262°  123%4  11.0¢ 1.9
20:2 n-6 0.0° 2.0° 0.0° 0.0° 0.0° 2.0° 0.0° 0.0° 0.2
20:3 n-6 0.0° 230 0.0° 0.0° 0.0° 2.3° 0.5° 0.0° 0.2
20:4 n-6 0.0° 1.3 0.0° 0.0° 0.0° 2.0° 0.0° 0.0° 0.2
22:5 n-6 0.0° 0.0° 0.0° 3.7° 0.0° 0.0° 0.0° 3.1° 0.3
Total n-6 5.5° 3757 13.6%  15.0° 6.0° 32.4° 1299 14.1%¢ 2.3
18:3 n-3 0.0 3.8° 3.5° 3.1° 0.0¢ 2.9° 2.6 2.4° 0.3
20:5 n-3 2,580 g qbe 400 1.2¢ 274 2.5 b 2.7%° 0.2
22:6 n-3 142%  12.1°  12.8° 19.1°  16.0*® 134> 141> 17.6*° 0.6
Total n-3 16.7°  17.9% 205  233*  18.7*%¢ 18.8*%¢ 19.43bc  pp 7ub 0.5
Total PUFA 2224 555 342%  384° 247 513 322°  36.8°¢ 23
n-3/n-6 3.1° 0.5 1.5° 1.6° 3.1° 0.6 1.5° 1.6° 0.2
Chemical composition
Dry matter (g/kg) 25.5 266  25.1 26.0 25.0 24.4 26.1 26.3 0.4
Crude protein 86.2°  88.6™ 89.0°  88.7**  89.0®  91.1°  902*  89.0°° 0.4
Total lipid 10.6*° 8.1 7.8 8.6 7.7 5.9° 6.9 8.0 0.4
Ash 5.7 5.8 5.8 6.0 5.7 6.0 5.8 5.8 0.0
Gross energy (MJ/kg DM)  23.8°  233** 233 233*° 232 938" 230* 233 0.1

Data represent the mean + standard error means of three replicates. Within the same line, different superscripts indicate significant differences (p < 0.05).

"Includes 15:0, 17:0, 20:0 and 22:0.

2 Includes 18:3 n-6.
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Table 7
Effect of feeding with a wash-out diet of herring oil on rainbow trout growth, nutritive utilization and somatic parameters.

I8FO 1850 18CO 18COS 25FO 25S0O 25CO 25COS Pooled SEM

Initial weight (g) 617.1 5969 5702  577.8  580.1 5613 5357  549.7 7.7
Final weight () 916.6 949.8 906.4 9387 8158 7762 7975 782.4 19.0
Weight gain (g)  299.5 3529 3362 2207 2357 2149 2617 2328 14.9
TGC 0.17 020  0.19 0.13 0.14 0.13 0.16 0.14 0.01
FCR 133 1.16 123 1.29 .16 117 129 1.19 0.03

CF 1.58%° 1.64*®  1.65° 155 158 147° 1.64*° 1.8 0.02

HIS 1.06 122 1.16 1.17 122 1.11 1.21 1.26 0.02
Survival % 100.0 100.0 100.0  100.0  100.0 100.0 100.0  100.0 0.0

18 FO, 18 DP/DE diet with 100 % fish oil; 18 SO, 18 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 18 CO, 18 DP/DE diet with 75 % canola oil; 18 COS, 18 DP/DE diet
with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; 24 FO, 24 DP/DE diet with 100 % fish oil; 24 SO, 24 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 24 CO, 24
DP/DE diet with 75 % canola oil; 24 COS, 24 DP/DE diet with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; DM, dry matter; DP/DE, digestible protein /
digestible energy (lipids); TGC, Thermal growth coefficient; FCR, Feed conversion ratio; CF, Condition factor; HIS, Hepato-somatic index. Data represent the
mean + standard error means of duplicates, except for survival data presented as mean =+ standard deviation of duplicates. Within the same line, different
superscripts indicate significant differences due to the diet (p < 0.05).
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Table 8
Effects of feeding with a wash-out diet of herring oil on fillet composition (g’kg DM) and fatty acid profile (% of total fatty acids).

I8FO 18SO 18CO 18COS 25FO 25SO 25CO 25COS Pooled SEM

Fatty acid
14:0 4.4° 3.1° 3.3° 3.3° 3.4% 2.8° 2.8° 3.0° 0.1
16:0 171 175  16.6 15.8 18.0 19.7 18.5 19.3 0.4
18:0 3.1 4.1 355 3.2¢ 3.7%¢ 4.8° 4.3 4.3%° 0.1
Total SFA' 246 247 234 22.3 252 273 25.6 26.6 0.5
16:1 6.1° 3.7 4.3 3.0° 5.0 4.1% 420 3.9%¢ 0.3
18:1 18.4° 20.0° 30.6™ 27.8%¢ 268 218 318  26.1* 1.3
20:1 1.5 67> 7.7 6.4°° 7.5° 5.2° 5.4° 5.2¢ 0.5
22:1 15.1°  8.5° 9.2° 7.8%¢ 8.7° 5790 530 5.24 0.7
24:1 1.9 0.8 1.1 0.0 0.8 0.0 0.0 0.0 0.2
Total MUFA 53.0°  36.9%¢  53.0° 44.9*%cd 488  368¢  46.7%°¢ 40.5%¢ 1.3
18:2 n-6 55°  182°  8.0° 8.9° 7.6° 1728 9.7° 8.1° 1.0
20:2 n-6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
20:3 n-6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
20:4 n-6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
22:5 n-6 0.0° 0.0° 0.0° 220 0.0° 0.0° 0.0° 2.1° 0.2
Total n-6 559 182°  8.0%¢  11.1° 7.654  17.2%  97%d  10.2% 1.0
18:3 n-3 0.0 22 1.3 2.0 1.0 1.9 1.2 0.0 0.2
20:5 n-3 23 2.1 2.4 1.7 25 22 2.1 25 0.1
22:6 n-3 146  13.1 15.4 18.0 14.9 14.6 14.7 20.2 0.6
Total n-3 168 173  19.1 21.7 18.4 18.7 18.0 22.7 0.6
Total PUFA 224°  356% 27.2% 328 260> 359" 27.7% 32.9%° 1.1
n-3/n-6 3.0° 1.0° 2.4 2.0%° 2.4%b 1.1° 1.8%° 2.0 0.2

Chemical composition

Dry matter (g/kg) 266 261 256 261 252 255 255 250 0.1
Crude protein 880 877 902  92.8 893 904  90.1 93.0 0.6
Total lipid 120 105 93 10.1 8.8 8.0 8.8 6.2 0.5
Ash 58 55 53 5.6 53 5.7 52 5.6 0.1
Gross energy (MJ/kgDM) 244 237 239 239 23.6 236 236 233 0.1

Data represent the mean + standard error means of duplicates replicates. Within the same line, different superscripts indicate significant differences (p < 0.05).
"Includes 15:0, 17:0, 20:0 and 22:0.
? Includes 18:3 n-6.



Table 9
Apparent digestibility coefficients (ADC) of experimental diets (g/100g TL).

I8FO 18SO 18CO 18COS 25FO 25SO 25CO 25COS Pooled SEM

Dry matter 72.7° 762* 772 775 79.3° 81.4*  82.0°  81.3° 0.7
Crude protein 904  91.1 914 90.6 90.9 91.6 91.5 91.7 0.2
Total lipid 78.9 903"  89.0°  89.9*®  89.4° 93.7°  92.8* 91.5% 0.9
Gross energy ~ 80.9° 82.1%¢ g520d¢ g5 shede gy gabe  gg3abed 932 g9p P 0.7

18 FO, 18 DP/DE diet with 100 % fish oil; 18 SO, 18 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 18 CO, 18 DP/DE diet with 75 % canola oil; 18 COS, 18 DP/DE diet
with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; 24 FO, 24 DP/DE diet with 100 % fish oil; 24 SO, 24 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 24 CO, 24
DP/DE diet with 75 % canola oil; 24 COS, 24 DP/DE diet with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; DM, dry matter; DP/DE, digestible protein /
digestible energy (lipids); TL, total lipids. Data represent the mean + standard deviation of three replicates. Within the same line, different superscripts indicate
significant differences due to the diet (p < 0.05).
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Table 10

Mean ranks of rainbow trout flesh for fish flavour, off-flavour and firmness, evaluated according to the lipid
source in the experimental diets. Rank range from 1 to 4: 1, most intense flavour or pronounced firmness; 4,
less intense flavour or pronounced firmness.

A

Diet Fish flavour Off-flavour Firmness

18 FO 26+1.0 22+£10 28+1.0
18 SO 22+09 25+1.0 24+13
18 CO 28+13 27+12  24+1.1
I8COS  24+13 26+13 24+1.2

B

Diet Fish flavour Off-flavour Firmness

25 FO 25+£1.0 29+1.0 28+1.0
25 SO 27+1.2 22+1.1 26+13
25 CO 22+1.1 27+13 26+12
25 COS 26+1.2 23+1.1 20+1.0

18 FO, 18 DP/DE diet with 100 % fish oil; 18 SO, 18 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 18 CO, 18 DP/DE
diet with 75 % canola oil; 18 COS, 18 DP/DE diet with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; 24
FO, 24 DP/DE diet with 100 % fish oil; 24 SO, 24 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 24 CO, 24 DP/DE diet
with 75 % canola oil; 24 COS, 24 DP/DE diet with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; DM, dry
matter; DP/DE, digestible protein / digestible energy (lipids). Data represent the mean rank =+ standard
deviation of values generated by 19 different judges on a blend of 5 samples/diet at the end of the growth
period. There were no differences due to lipid source (p < 0.05).



Table 11
Price of raw ingredients of the feeds in 2007 (SCAN/kg).

Ingredients Price (SCAN/kg)
Herring oil 242
Soybean oil 0.73
Canola oil 0.65
Schizochytrium sp. 21.1
Blood cell meal AP301 0.78
Corn gluten meal 0.65
Wheat middlings 0.22
Whey 1.10
Herring meal 1.75
Sipernat™ 4.80
CaHPO, 20.80
Lysine 2.40
Vitamin/mineral premix 10.00

Carophyll pink premix 57.00




Table 12
Economic parameter results for experimental diets and estimation for an average farm (300 tonnes/year) based on feed composition princes in 2007.

18 FO 18 SO I8CO  18COS 25FO 25850 25CO  25COS

FCR 1.19 1.06 1.14 1.09 1.07 1.02 1.05 0.98
Feed cost (CANS$/kg) 1.61 1.11 1.11 2.96 1.59 1.36 1.35 2.68
ECR (CANS$/kg) 1.92 1.18 1.26 3.22 1.70 1.39 1.42 2.63
ECR for 300 tonnes/year

(CANS/ke) 482,965 332,823 332,401 887,393 477,823 409,139 406,077 805,052

18 FO, 18 DP/DE diet with 100 % fish oil; 18 SO, 18 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 18 CO, 18 DP/DE diet with 75 % canola oil; 18 COS, 18 DP/DE diet
with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; 24 FO, 24 DP/DE diet with 100 % fish oil; 24 SO, 24 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 24 CO, 24
DP/DE diet with 75 % canola oil; 24 COS, 24 DP/DE diet with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; DM, dry matter, DP/DE, digestible protein /
digestible energy (lipids); FCR, Feed conversion ratio; ECR, Economic conversion ratio.
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Figure 3. Concentrations of (A) PCBs (ppb), (B) Organochlorine pesticides (ppb), (C) Toxaphenes (ppb) and
(D) Flame retardants (ppb) in experimental diets. 18 FO, 18 DP/DE diet with 100 % fish oil; 18 SO, 18
DP/DE diet with 75 % soybean oil; 18 CO, 18 DP/DE diet with 75 % canola oil; 18 COS, 18 DP/DE diet with
75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; 24 FO, 24 DP/DE diet with 100 % fish oil; 24 SO, 24
DP/DE diet with 75 % soybean oil; 24 CO, 24 DP/DE diet with 75 % canola oil; 24 COS, 24 DP/DE diet with
75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; DM, dry matter; DP/DE, digestible protein / digestible
energy (lipids).
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Figure 4. Concentrations of (A) PCBs (ppb), (B) Organochlorine pesticides (ppb), (C) Toxaphenes (ppb) and
(D) Flame retardants (ppb) in initial fish, at the end of growth period and at the end of wash-out period. 18
FO, 18 DP/DE diet with 100 % fish oil; 18 SO, 18 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 18 CO, 18 DP/DE diet
with 75 % canola oil; 18 COS, 18 DP/DE diet with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; 24 FO,
24 DP/DE diet with 100 % fish oil; 24 SO, 24 DP/DE diet with 75 % soybean oil; 24 CO, 24 DP/DE diet with
75 % canola oil; 24 COS, 24 DP/DE diet with 75 % blend of canola oil and Schizochytrium sp.; DM, dry
matter; DP/DE, digestible protein / digestible energy (lipids). Data represent the mean of three replicates for
initial data and growth trial; duplicates for wash-out trial. The error bars represent standard errors. Within the
growth period, different superscripts indicate significant differences (p < 0.05).
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CONCLUSION GENERALE

L’industrie de 1’aquaculture doit répondre a plusieurs problémes afin de contribuer au
développement durable. D’abord, elle doit minimiser 1’utilisation de sous-produits de
poissons sauvages, tels que ’huile et la farine de poisson, car ces produits sont dispendieux
et leur disponibilité est variable. De plus, I’industrie doit réduire 1’exposition des ses
produits d’¢levage aux POPs afin de produire du poisson de qualit¢ qui incitera le
consommateur a s’en procurer. Pour répondre a ces objectifs, nous avons orienté notre
¢tude sur le remplacement de 75 % de ’huile de poisson totale, dans la moulée de truite
arc-en-ciel, par des huiles végétales. Nous avons donc utilisé¢ de I’huile de soya, de canola
et un mélange de canola et d’algues a forte teneur en ADH. Ces huiles ont été combinées a
deux ratios DP/DE (18 et 25) afin d’évaluer I’impact de la modification des ratios DP/DE

sur le développement des poissons.

Puisque les algues, Schizochytrium sp., n’avaient jamais été utilisées directement dans la
moulée de truite arc-en-ciel, une étude de digestibilité a été complétée. Notre hypothése a
été confirmée, a savoir que le Schizochytrium sp. est un ingrédient hautement digestible, et

peut donc compléter les moulées en huiles végétales, faibles en ADH.

L’étude sur les moulées a base d’huile végétale a été divisée en deux période, la période de
croissance de 9 mois et la période de finition de 3 mois. Cette dernicre a servi a rétablir les
niveaux adéquats d’acides gras bénéfiques pour ’homme, grace a I’utilisation d’une

moulée seulement a base d’huile de poisson.

Les moulées végétales ont démontré une forte digestibilité chez la truite arc-en-ciel, tant
pour les nutriments que pour les acides gras. La croissance et les parametres de conditions
n’ont pas été influencés par les moulées. L’appétence des poissons n’a pas été modifiée
lorsque nourris avec les moulées expérimentales, ce qui indique que le consommateur serait
enclin a acheter du poisson carnivore nourris avec des huiles végétales. De plus, la

concentration des POPs a significativement diminuée grace a I’utilisation des huiles



92

végétales dans la moulée. L’hypothése initiale a donc été vérifiée pour la période de

croissance.

Pendant la période de finition, les niveaux de POPs ont augmentés chez les groupes
expérimentaux et n’avaient pas de différence significative avec les groupes témoins.
L hypothése initiale n’a donc pas été vérifiée, car elle prédisait que les niveaux de POPs
chez les groupes nourris avec des huiles végétales resteraient inférieurs aux groupes nourris
avec de I’huile de poisson. Cependant, les POPs sont restés tres faibles par rapport aux
limites recommandées. Les niveaux bénéfiques d’acides gras ont été rétablis chez certains

groupes, donc I’hypothése initiale n’a pas été vérifiée pour 1’huile de soya.

Enfin, les moulées végétales sont moins dispendieuses a produire que les moulées
végétales, donc les objectifs principaux de 1’étude ont été rencontrés par les moulées

expérimentales.

Dans les conditions expérimentales utilisées, I’huile de soya n’a pas su répondre au
maintient des niveaux de bons acides gras dans les filets, accumulant une trop forte quantité
de n-6, ce qui s’est directement reflété sur les ratios n-3/n-6 qui ont significativement chuté.
La période de finition n’a pas su rétablir complétement les niveaux de n-3/n-6, donc I’huile
de soya ne peut étre appropriée pour remplacer 75 % de I’huile de poisson totale dans la

moulée de truite arc-en-ciel.

L’huile de canola et le mélange canola et algue ont par contre répondus aux attentes fixées.
Apres la croissance, les niveaux de n-3/n-6 ont diminué par I’augmentation de n-6, mais la
période de finition a permis de rétablir les concentrations bénéfiques pour la consommation
humaine. Il aurait été¢ intéressant d’évaluer le profil de rétablissement des acides gras durant
la période de finition afin de déterminer la durée minimale requise pour restaurer les bons
niveaux d’acides gras. Les moulées 25 CO et 25 COS rencontrent au mieux les exigences
de I’étude, car elles sont les moins concentrées en sous-produits de poissons, ont une forte

digestibilit¢ et sont faiblement contaminées. Elles ne modifient pas les paramétres de
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croissance, somatiques et sensoriels des poissons et permettent une forte accumulation
d’AEP et D’ADH. La moulée 25 CO contribue aussi a réduire les cofits de production. Par
contre, I’ajout d’algues dans la moulée 25 COS la rend trop dispendieuse pour étre
actuellement utilisée industriellement. Nous concluons donc que des études plus poussées
doivent étre dirigées vers le remplacement de plus de 75 % d’huile de poisson totale par de
I’huile de canola, avec et sans Schizochitrum sp., dans la moulée de truite arc-en-ciel. Ces
¢tudes devront combiner une période de croissance et de finition, ou des analyses
démontrant le patron de rétablissement des acides gras pourraient étre effectuées pendant la
période de finition. La période de finition minimale requise pourra donc étre déterminée
afin d’optimiser la réduction d’utilisation de sous-produits de poissons sauvages en

aquaculture.
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CHAPITRE 2
DIGESTIBILITY OF SCHIZOCHYTRIUM SP. IN RAINBOW TROUT
(ONCORHYNCHUS MYKISS) FEED: AN APPROACH TO FISH OIL
REPLACEMENT



RESUME

Avec la diminution de la disponibilité de 1’huile de poisson pour I’aquaculture, cette étude
¢évalue la possibilité d’incorporer une algue marine, riche en acides gras polyinsaturés a
longue chaine (AGPLC), dans la moulée de truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss). La
digestibilit¢ du Schizochytrium sp. a été évaluée a deux températures (8 et 15 °C). Aucune
différence significative n’a été observée entre les températures pour les coefficients de
digestibilité apparente (ADC) de la maticre seche (94.3 + 4.9 %), des lipides totaux (85.8 +
0.0 %), des protéines (89.5 + 1.8 %), de 1’énergie (83.1 £ 1.7 %) et des acides gras. De plus,
I’ADC des nutriments, de I’énergie et des acides gras était élevée, ce qui démontre que le
Schizochytrium sp. est un supplément en AGPLC de haute qualité qui pourrait compléter la
moulée a base d’huile végétale, trop faible en acides gras bénéfiques pour maintenir leur

niveaux dans les filets.

ABSTRACT

With continuously decreasing fish oil availability for use in aquaculture, this investigation
was completed to determine whether an alternative marine source, rich in long-chain
polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA), could be used effectively by rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) when supplied to the diet. Schizochytrium sp. algal biomass was
used in digestibility trials at two different temperatures, 8§ and 15 °C. No significant
difference was observed between temperatures for the apparent digestibility coefficients
(ADC) of dry matter (94.3 = 4.9 %), total lipid (85.8 + 0.0 %), crude proteins (89.5 + 1.8
%), energy (83.1 £ 1.7 %) and fatty acids. Moreover, ADC of nutrients, energy and fatty
acids were of great importance, showing that Schizochytrium sp. is a high-quality candidate
as a supplement of LC-PUFA in fish feed with vegetable oils where the percentage of these

beneficial fatty acids is too low to maintain muscle fatty acid composition.
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CHAPITRE 3
VEGETABLE OILS AS SUSTAINABLE FISH OIL SUBSTITUTES IN
RAINBOW TROUT DIETS: AN APPROACH TO REDUCE
CONTAMINANT EXPOSURE AND FEED COSTS



RESUME

L’huile de poisson totale (FO) a été remplacée et les ratios protéines digestibles/énergie
digestible (DP/DE) ont ét¢ modifiés dans la moulée de truite arc-en-ciel afin de réduire
I’accumulation de contaminants et les cotlits de production. Les ratios 18 et 25 DP/DE ont
¢té combinés a de I’huile de soya (SO), de canola (CO) et un mélange de canola et de
Schizochytrium sp. (COS). Les huiles et les ratios DP/DE n’ont pas modifi¢ la digestibilité
apparent, la croissance, la flaveur et les parametres somatiques. Cependant, les ratios n-3/n-
6 ont diminué¢ pendant la croissance. Une courte période de finition a restauré les niveaux
n-3/n-6 pour les groupes CO et COS, indépendamment du ratio DP/DE, mais pas chez les
groupes SO. Les polluant organiques persistants (POPs) ont diminué, peu importe le ratio
DP/DE. Par rapport aux rations a base de FO, I’utilisation de SO et CO a diminué le coft
des rations de 31% pour les traitements 18 DP/DE et de plus de 14% pour les traitements
25 DP/DE. En somme, les moulées 25 CO et COS, combinées a une finition, sont les

moulées rencontrant au mieux nos objectifs.

ABSTRACT

The aim of this study was to replace 75% of total fish oil (FO) and alter digestible
protein/digestible energy (DP/DE) in rainbow trout feeds to minimise contaminants
exposure and feed costs. 18 and 25 DP/DE ratios were combined with soybean (SO), canola
(CO) and a blend of canola oil and Schizochytrium sp. (COS). Dietary lipids and DP/DE
ratios did not affect apparent digestibility, growth, somatic and sensory parameters.
However, n-3/n-6 levels decreased significantly in the growth trial, especially for the SO
groups. A short wash-out trial restored n-3/n-6 levels for the CO and COS groups,
irrespective of the DP/DE ratio, but not for the SO groups. Persistent organic pollutants
(POPs) were lowered, regardless of the DP/DE ratio. When compared to FO-based feeds,
utilization of SO and CO reduced feed costs by 31% for the 18 DP/DE treatments and more
than 14% for the 25 DP/DE treatments. In sum, the 25 CO and COS diets, with a wash-out

period, were the most effective feeds for rainbow trout.
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CONCLUSION GENERALE

L’industrie de 1’aquaculture doit répondre a plusieurs problémes afin de contribuer au
développement durable. D’abord, elle doit minimiser 1’utilisation de sous-produits de
poissons sauvages, tels que I’huile et la farine de poisson, car ces produits sont dispendieux
et leur disponibilité est variable. De plus, I’industrie doit réduire 1’exposition des ses
produits d’¢levage aux POPs afin de produire du poisson de qualit¢ qui incitera le
consommateur a s’en procurer. Pour répondre a ces objectifs, nous avons orienté notre
¢tude sur le remplacement de 75 % de ’huile de poisson totale, dans la moulée de truite
arc-en-ciel, par des huiles végétales. Nous avons donc utilisé¢ de I’huile de soya, de canola
et un mélange de canola et d’algues a forte teneur en ADH. Ces huiles ont été combinées a
deux ratios DP/DE (18 et 25) afin d’évaluer I’impact de la modification des ratios DP/DE

sur le développement des poissons.

Puisque les algues, Schizochytrium sp., n’avaient jamais été utilisées directement dans la
moulée de truite arc-en-ciel, une étude de digestibilité a été complétée. Notre hypothése a
été confirmée, a savoir que le Schizochytrium sp. est un ingrédient hautement digestible, et

peut donc compléter les moulées en huiles végétales, faibles en ADH.

L’étude sur les moulées a base d’huile végétale a été divisée en deux période, la période de
croissance de 9 mois et la période de finition de 3 mois. Cette dernicre a servi a rétablir les
niveaux adéquats d’acides gras bénéfiques pour ’homme, grace a I’utilisation d’une

moulée seulement a base d’huile de poisson.

Les moulées végétales ont démontré une forte digestibilité chez la truite arc-en-ciel, tant
pour les nutriments que pour les acides gras. La croissance et les parametres de conditions
n’ont pas été influencés par les moulées. L’appétence des poissons n’a pas été modifiée
lorsque nourris avec les moulées expérimentales, ce qui indique que le consommateur serait
enclin a acheter du poisson carnivore nourris avec des huiles végétales. De plus, la

concentration des POPs a significativement diminuée grace a I’utilisation des huiles



végétales dans la moulée. L’hypothése initiale a donc été vérifiée pour la période de

croissance.
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