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Forord

Denne DTU Aqua rapport opsummeres resultaterne fra projektet "Kuldioksid-akkumulering i fuldt recir-
kulerede anlaeg og betydning af vands hardhed: effekter pa tilvaekst, foderudnyttelse, nephrocalcinose,
fiskesundhed og afgasningseffektivitet (KAFREA)”. Projektet er finansieret af Den Europaeiske Hav- og
Fiskerifond og Fiskeristyrelsen, bevillingsnummer 33111-1-21-075.

Gennem samarbejde mellem DTU Aqua og danske erhvervsdeltagere har projektet bidraget med ny
viden om, hvordan regnbuegrred pavirkes af og handterer forhgjede CO2-koncentrationer i opdraets-
systemer, betydningen for vaekst, sundhed og sygdom, COz’s betydning for forekomsten af mineralaf-
lejringer i nyren og samspillet med andre vandkvalitetsparametre og foderkemi. Endelig har projektet
belyst betydningen af driftsparametre pa effektiviteten af afgasningsforanstaltninger i recirkulerede
opdraetssystemer.

Projektet er gennemfgrt i perioden 02-03-2021 til 30-09-2023 under ledelse af lektor Peter Vilhelm
Skov.

I tillaeg til de navngivne forfattere pa rapporten har falgende personer bidraget med indsamling af
vandprever, biologisk materiale og data og deltaget i diskussioner af projektets resultater og problem-
stillinger, for hvilket de skal have tak

e Torsten Snogdal Boutrup, Dyrleege, M.Sc., Ph.D., AquaPri A/S
e Brian Thomsen, Dansk Akvakultur Producentorganisation
e Thomas Clausen, Dyrleege, M.Sc. TC FishVet.

Valg af metoder og konklusioner er alene forfatternes ansvar.
Hirtshals, september 2024

Peter Vilhelm Skov
Lektor
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Den Europaeiske Union
Den Europaiske Hav- og Fiskerifond
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Resumeé

Til trods for afgasning af COz2 i recirkulerede opdreetssystemer til akvakultur oplever fisk i produktio-
nen vaesentligt forhgjede CO2-niveauer, der pavirker deres fysiologi, foderindtag, sygdomsresistens
og tilvaekst. Denne rapport giver en opsummering af resultater opnaet i projektet KAFREA, der havde
til formal at belyse effekter af CO2 pa produktionsparametre i regnbuegrred, samt i hvilket omfang
CO:2 og vands hardhed er korreleret med forekomsten af nephrocalcinose, en patologisk tilstand, hvor
fosfor, calcium og magnesium mineraliseres og udfaeldes som nyresten.

Resultater fra opdreetsforseg i ferskvand og saltvand ved 10 og 25 mg oplgst CO2 /I, samt hvor CO2
indhold fluktuerede mellem 10 og 25 mg / L pa deggnbasis, havde en negativ effekt pa veekst, foderud-
nyttelse og kveelstofudskillelse. For ferskvand var der dog farst signifikante effekter ved 25 mg CO2 /
L, men i saltvand var der effekter ved alle CO2-koncentrationer, med op til 43 % reduktion i veekstra-
ter, og 29 % forringelse af foderudnyttelse og proteinretention. Der kan derfor veere store besparelser
at hente pa foderudnyttelse og miljgpavirkning ved at begreense maengden af oplgst CO2 i produktio-
nen.

Opdraet i saltvand og opdraet med fosforberiget foder resulterede i begyndende mineralisering i nyre-
veevet pavist ved signifikant forhgjede vaevsindhold af bade fosfor, calcium og magnesium. Histologi-
ske undersggelser viste ligeledes begyndende tegn pa nephrocalcinose. Disse observationer var kor-
releret med COz-indhold i vandet. Det konkluderes derfor, at disse tre parametre spiller en rolle i fore-
komsten af nephrocalcinose.

Forsgg med samtidig CO2-eksponering og smitte med Renibacterium salmoninarum, der forarsager
bakteriel nyresyge (BKD), viste ingen interagerende effekt, idet der ikke blev observeret andringer i
dadelighed eller forekomst af nephrocalcinose imellem behandlingerne. Observationen af begyn-
dende nephrocalcinose i overlevende fisk kunne dog indikere, at tidligere smitte med BKD kan vaere
en faktor i forekomsten.

Opdreetsanleeg til regnbuegrred er karakteriseret ved at have store regionale forskelle i vandets kemi-
ske sammensaetning. Koncentrationen af calcium varierede fra ca. 40 til 130 mg/l, mens koncentratio-
nen af magnesium varierede fra 3 til 24 mg/l. Den beregnede hardhed varierede fra 7 til 22 dH, hvor
det blgdeste vand forekom i det vestjyske, og det hardeste vand i det nordjyske. Da nephrocalcinose
ikke blev observeret i fisk opdraettet i hardt ferskvand, medmindre foderet var fosforberiget, vurderes
vands hardhed alene ikke at udgere en risikofaktor.

Malinger og modellering af oplgste CO2-koncentrationer viser, at biomasse taethed, hydraulisk retenti-
onstid og udskillelsesraten af CO: fra fisk er de mest afggrende parametre for, hvilke CO2-koncentra-
tioner fisk oplever i produktionen. Der bgr veere fokus pa fortsat effektivisering af afgasningseffektivi-
tet, og det bar overvejes, om decentraliseret afgasning kan veere et virkemiddel for at reducere CO-
niveauet i produktionsenheder med henblik pa at kunne reducere pumpebehovet til vandudskift.
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Abstract

Despite CO2 degassing efforts in recirculating aquaculture rearing systems, fish in production experi-
ence significantly elevated CO: levels that affect their physiology, feed intake, disease resistance and
growth. This report summarizes results obtained in the KAFREA project that aimed to elucidate the
effects of CO2 on production parameters in rainbow trout, and to what extent CO2 and water hardness
are correlated with the occurrence of nephrocalcinosis, a pathological condition where phosphorus,
calcium and magnesium are mineralized and precipitated as kidney stones.

Results from rearing trials in freshwater and saltwater at 10 and 25 mg dissolved COz: /I, and where
CO:2 content fluctuated between 10 and 25 mg/l on a daily basis, had a negative effect on growth,
feed utilization, and nitrogen excretion. For freshwater, however, there were only significant effects at
25 mg COz2 /I, but in saltwater there were effects at all CO2 concentrations, with up to 43% reduction in
growth rates, and a 29% loss in feed utilization efficiency and protein retention. Therefore, there may
be significant savings in feed utilization and environmental impact by limiting the amount of dissolved
CO:z2 in production.

Rearing in salt water and rearing with phosphorus-enriched feed resulted in the onset of mineraliza-
tion in the kidney tissue, demonstrated by significantly elevated tissue levels of phosphorus, calcium
and magnesium. Histological examinations also showed early signs of nephrocalcinosis. These ob-
servations were correlated with CO2 content in the water. It is therefore concluded that these 3 pa-
rameters play a role in the occurrence of nephrocalcinosis.

Experiments with simultaneous CO2 exposure and infection with Renibacterium salmoninarum, which
causes bacterial kidney disease (BKD), showed no interacting effect, as no changes in mortality or
incidence of nephrocalcinosis were observed between treatments. However, the observation of incipi-
ent nephrocalcinosis in surviving fish could indicate that previous infection with BKD may be a factor.

Rainbow trout farms are characterized by large regional differences in the chemical composition of
the water. Calcium concentrations ranged from approximately 40 to 130 mg/l, while magnesium con-
centrations ranged from 3 to 24 mg/l. The calculated hardness varied from 7 to 22 dH, with the softest
water occurring in western Jutland and the hardest water in northern Jutland. As nephrocalcinosis
was not observed in fish farmed in hard freshwater unless the feed was phosphorus-enriched, water
hardness alone is not considered a risk factor.

Measurements and modelling of dissolved CO:2 concentrations show that biomass density, hydraulic
retention time, and the rate of CO2 excretion from fish are the most crucial parameters for the CO2
concentrations experienced by fish in production. Focus on continuing to improve degassing effi-
ciency is crucial, and it should be considered whether de-centralized degassing can be a means of
reducing COz2 levels in production units in order to reduce the need for pumps for water replacement.
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Baggrund og rationale

Udviklingen af teknologi til recirkulerede opdraetsanlaeg har vaeret under vaekst i Danmark og udlandet
i flere artier. | Danmark startede recirkulationskonceptet med aleopdraet i begyndelsen af 1980’erne,
og konceptet blev i de kommende artier modificeret til implementering i de sakaldte modeldambrug,
forst type 1 og siden type 3. | det seneste arti har man mere eller mindre forladt videreudviklingen af
modeldambrugstypen, til dels fordi man i stigende grad fokuserer pa udviklingen af de fuldt recirkule-
rede anleeg (FREA). En faellesnaevner for hele udviklingsprocessen har veeret et gnske om at ned-
bringe afheengigheden af vandindtag ved at @ge recirkuleringsgraden (Martins et al., 2010). Dette har
efterfglgende drevet en udvikling af renseforanstaltninger, primaert fiernelsen af oplgste og partiku-
lzere neaeringsstoffer i anlaegget, samt slutrensning (Dalsgaard et al., 2013). | takt med at recirkule-
ringsgraden stiger, stiger ogsa akkumuleringen af oplast kuldioksid (CO2), et respiratorisk affaldspro-
dukt fra nedbrydning af protein, fedt og kulhydrat.

Nar der er balance mellem atmosfaeren og vandet vil maengden af oplgst CO:2 ligge mellem 0,5 og 0,9
mg per liter afheengigt af temperatur og eventuel salinitet. Da CO2 har en hgjere masse end ilt udskil-
ler fisk typisk ca. 1,4 gange sa meget CO2, som de forbruger ilt. | et anleeg med regnbuegrred, og
hvor fiskene har et gennemsnitligt iltforbrug pa 150 mg Oz/kg/time, vil det daglige iltforbrug veere 3,6
kg Oz/ton/dag, og den maengde COz, der udskilles fra fiskene, vil derfor vaere ca. 5 kg COz2 per ton fisk
per dagn. Hvis fisk gar ved en taethed pa 50 kg/m?, svarer dette til at der tilfares 18 mg CO: per liter
vand i dagnet i tilleeg til bidrag fra andre iltforbrugende processer i anlaegget, som f.eks. biofilter og
nedbrydning af organisk materiale i vandet. Uden eller med utilstreekkelig afgasning resulterer dette i
en akkumulering af oplgst CO:2 over tid. Typisk vil vaerdier for oplgst CO2 ligge omkring 10 mg/l kort
efter indseettelse af saettefisk, og dette kan stige til over 25 mg/l i takt med, at biomassen i anleegget
vokser.

Det er velkendt, at laks er staerkt faglsomme overfor forhgjede CO2-koncentrationer i vandet, bl.a. ved
at de allerede ved 10 mg COz2/I udviser forringet foderkonvertering (Khan et al., 2018). Litteraturen for
regnbuegrred er steerkt varierende. Visse studier indikerer, at regnbuegrred naermest er upavirkelige
af CO2 ved hgje koncentrationer (25 mg/l) (Good et al., 2010; Smart et al., 1979), mens andre forsag
viser en markant forringelse af foderkonvertering ogsa ved lave koncentrationer, i tillaeg til tab af ap-
petit (Danley et al., 2005). Pilotfors@g udfart ved DTU Aqua pa regnbuegrred viser, at under korttids-
eksponering forveerres foderkonverteringen med op til 20 % ved 25 mg COz2/I (Skov, 2019). Reduceret
foderkonvertering er en vaesentlig merudgift for opdraettere og bidrager desuden med en gget kveel-
stofudledning, der er proportionel med det ggede foderforbrug.

Den fysiologiske arsag til, at forhgjede CO2-koncentrationer resulterer i gget foderforbrug, er forment-
lig flersidig. Den fgrste umiddelbare konsekvens af forhgjede CO2-koncentrationer i opdraetsvand er
en forsuring af blodet, med reduceret ilttransportkapacitet som falge. Over tid vil fisken veere i stand
til, at regulere blodets pH, men ikke kunne undga at skulle bruge @get energi pa at ventilere, som ulti-
mativt koster pa foderkonverteringen.

Der er generelt en mangel pa resultater fra langtidsforsag til at give en tilstraekkelig vurdering, og det
er sandsynligt, at der er flere faktorer i spil end blot CO.. Opdreet af regnbuegrred ved forhgjede CO--
niveauer medfarer en gget risiko for forekomsten af nyresten (nephrocalcinose). Nyresten i fisk bestar
af krystalliseret calcium med indlejret magnesium og fosfor (Klykken et al., 2022; Smart et al., 1979).
Det er uklart, om det er en pH-induceret (forarsaget af hgj ilt eller CO2) forsuring af blodet (Hosfeld et
al., 2008; Minarova et al., 2023), der driver denne proces, eller om processen i hgjere grad er drevet
af de oplgste maengder calcium, magnesium og fosfor i opdraetsvandet og i foderet. Forekomsten af
nyresten resulterer i patologiske forandringer og en kronisk inflammatorisk tilstand i nyren, der,
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afthaengig af svaerhedsgraden, vil pavirke nyrefunktion og resultere i begraensninger i fiskens evne til

at omseette energi. Forekomsten af nyresten er reelt set ikke begraenset til nyrerne, men kan ogsa fo-
rekomme i skeletmuskulaturen over nyren og give punktbladninger i det omkringliggende veev og or-
ganer (blgdningssyndrom). Dette reducerer kvaliteten og giver reduceret slagteudbytte. Forekomsten
af nephrocalcinose lader til at have veeret stigende i de seneste ar i opdreet af laksefisk, og formodes
at veere forbundet med recirkuleringsgraden i opdraetsanlaeg.

Det er velkendt, at flere bakterier og vira udviser selektivitet for at opformere sig i nyrevaevet, og at
dette giver nedsat nyrefunktion. Den inflammatoriske tilstand i nyren forarsaget af nephrocalcinose
kan potentielt kompromittere nyrens immunfunktion og vanskeligggre fiskens evne til at bekeempe in-
fektion.

Maengden af oplgst calcium og magnesium i vand er et udtryk for vandets hardhed, som males i hard-
hedsgrader (dH). Hardheden af grundvandet i Danmark varierer fra blgdt (4-8 dH) til meget hardt (24-
30 dH) fra vest mod @st og resulterer i store variationer i hardheden af det vand individuelle anlaeg
indtager fra boringer og veeld. Blgdt vand forekommer hovedsageligt i den nordvestlige del af region
Syddanmark og den sydvestlige del af region Midtjylland. Den jyske hgjderyg er karakteriseret ved
middelhardt vand (8-12 dH), og den jyske @stkyst og Limfjordens opland har primeert hardt vand (12-
18 dH). Om end det ikke er tidligere unders@gt, vurderes det som sandsynligt, at vandets hardhed
spiller en rolle i, hvor stor sandsynligheden er for udviklingen af nephrocalcinose.

Effektiv fiernelse af CO:2 fra opdraetsvandet kraever dedikerede afgasningsinstallationer. Disse er
energimaessigt omkostningstunge, fordi de kraever flytning af store maengder vand og tilfersel af store
maengder luft. | anlaeg til lakseproduktion kan afgasning udgere 15 % eller mere af de samlede ener-
giudgifter. Det er derfor relevant at optimere disse processer i forhold til, hvornar det er ngdvendigt at
afgasse, hvordan afgasningsinstallationer konfigureres, og hvordan opdraetsvandets kemiske beskaf-
fenhed pavirker afgasning. Sidstneevnte parameter har relevans, fordi oplgst CO2 kan veksle mellem
gasform og oplgst form (bikarbonat, HCOs"), der er betinget af vandets bufferkapacitet (alkalinitet) og
pH.

Projektets overordnede formal er at opna en forbedret forstaelse af

- konsekvenserne af forhgjede masngder COz: i relation til foderudnyttelse og nzeringsstofudled-
ning ved produktion af regnbuegrred

- de afledte patologiske forandringer i nyrevaevet, der matte opsta

- opstaede inflammatoriske tilstande i nyren og den afledte reduktion i sygdomsresistens

- betydningen af vandets hardhed

- potentialet, effektiviteten og ngdvendigheden af afgasningsinstallationer.

Denne viden kan direkte overfares til etablering af retningslinjer vedrgrende CO: for regnbuegrredop-
dreet i fuldt recirkulerede anlaeg med henblik pa optimering af foderudnyttelse og kveelstofretention.
Sadanne retningslinjer vil i tilleeg kunne have bredere anvendelse pa andre typer anleeg samt give ba-
sis for anbefalinger omkring placering af fremtidige FREA-anlaeg i relation til den kemiske sammen-
seetning af vandkilder og en effektiv implementering af afgasningsforanstaltninger.
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Formal

De specifikke mal med dette projekt var at belyse fglgende:

Kuldioksid-akkumulering i fuldt recirkulerede anleeg og betydning af vands hardhed

Hvordan pavirkes veekst, foderudnyttelse og kveelstofudskillelse hos regnbuegrred opdreettet i
vand af forskellige hardhedsgrader (bladt, mellemhardt, hardt og ekstremt hardt) under kro-
nisk eksponering for kuldioksid?Hvordan pavirkes vaekst, foderudnyttelse og kvaelstofudskil-
lelse i regnbuegrred opdreettet i vand med 2 forskellige hardhedsgrader kombineret med 2
niveauer af kuldioksidkoncentrationer, der fluktuerer pa degnbasis?

Hvordan pavirker vandets hardhed, CO2z-koncentrationer og eksponeringsform (konstant ver-
sus fluktuerende) forekomsten af nephrocalcinose, mineralaflejringernes kemiske sammen-
saetning og forekomsten og svaerhedsgraden af patologiske forandringer i nyren?

Pavirker CO2-eksponering regnbuegrreds overlevelse, immunstatus og nyrens infektionssta-
tus ved eksponering for et mikrobielt nyrepatogen?

Hvilke hardhedsgrader karakteriserer opdraetsanleeg fra forskellige geografiske omrader i
Danmark (Jylland)?

Pavirkes oplgseligheden af CO2 og vandets karbonatkemi af hardhed, og har det en betyd-
ning for afgasningseffektivitet?

Kan COz-afgasning optimeres i forhold til nuvaerende praksis, og er der potentiale for energi-
effektivisering, f.eks. gennem automatisering af afgasningen?



Effekter af oplgst CO2 og vands hardhed pa vaekst
og foderudnyttelse

Hensigten med dette afsnit er at pavise, hvordan oplast CO: pavirker produktion af regnbuegrred,
gennem en vurdering af effekter af forskellige koncentrationer oplast CO2 og vandets hardhed pa
veaekst, foderudnyttelse samt proteinretention.

Der blev gennemfgrt 3 opdreetsfors@g med 4 forskellige COz-niveauer: en kontrolkoncentration, hvor
CO: afgasses og holdes sa lav som muligt, koncentrationer pa 10 og 25 mg COz/I (der holdes kon-
stant) samt fluktuerende koncentrationer mellem 10 og 25 mg COz2/l i henholdsvis ferskvand og salt-
vand ved fodring med almindeligt kommercielt foder. CO: i individuelle kar blev kontrolleret ved hjaelp
af pH-prober med automatiseret tilfgrsel af ren CO2. Hver forsggsreekke blev gennemfart i triplikat
med en varighed af 2 maneder for at bestemme specifikke vaekstrater (% veaekst/dag), foderudnyttelse
(FCR, kg foder/kg tilvaekst) samt proteinretention (N-udskillelse/N-indtag) og til forskellige evaluerin-
ger af, hvorvidt der var forekomst af nephrocalcinose ved udtagelse af nyrevaev til kvantificering af mi-
neralaflejringer og histopatologiske undersggelser.

Rationalet for at anvende fluktuerende CO2-koncentrationer er dels, at fisk kan udvise en tilpasnings-
evne til vandkvalitetsparametre, der holdes konstante, hvorimod det vil medfere en gget belastning
for fisken at skulle tilpasse sig svingende niveauer. Fluktuerende CO2-koncentrationer forekommer i
anlaeg med utilstraekkelig afgasningskapacitet, fordi den starste COz-tilfgrsel til opdraetsvandet kom-
mer, nar fiskene har det hgjeste stofskifte, hvilket falder sammen med dagtimerne, hvor fiskene fod-
res.

Metoder og resultater

Opdreetsforsag med vand af varierende hardheder blev gennemfgrt med 2 faste CO2-koncentrationer
pa henholdsvis 10 og 25 mg CO2/l samt med fluktuerende CO2-koncentrationer, der steg fra 10 mg/I
om morgenen til 25 mg/l sidst pa eftermiddagen. Fisk blev fodret med en fast ration af kommercielt
grredfoder (EFICO Enviro 920, BioMar, 13 %/dag) ved brug af baelteautomater, sdledes at foder blev
leveret over en 8 timers periode fra kl. 8 — 16. Fisk blev indvejet ved forsggets start, mellemvejet halv-
vejs igennem forsaget og slutvejet. Endvidere blev der gennemfart et vaekstforseg med foder med
forhgjet fosforindhold. Ved slutvejning blev der udtaget fisk til histologiske unders@gelser og til be-
stemmelse af mineralindhold i nyre, tarm og skeletmuskulatur. Hjerne, tarm og lever blev udtaget til
bestemmelse af appetitregulerende hormoner. Efter slutvejning blev der gennemfart et ad libitum-fod-
ringsforsag for at bestemme maksimalt foderindtag ved de forskellige CO2-behandlinger, og der blev
udtaget blodprgver til bestemmelse af fiskenes syre-basestatus.

Veekstforsgg

Under veekstforsgg i ekstremt hardt vand var appetitten pavirket i sa sveer grad, at selv ved en be-
greenset daglig ration var der foderspild i den hgjeste CO2-behandling. Foderkonvertering (FCR, kg
foder/kg veekst) var signifikant pavirket og steg fra 0,92 i kontrolgruppen til 1,21 for 25 mg COz/l, me-
dens FCR for 10 mg COz/I-behandlingen var midt imellem (1,03). | gruppen med fluktuerende CO2 var
FCR ikke anderledes end for 10 mg/l-behandlingen (1,04) (Figur 1). Ligeledes faldt den specifikke
veekstrate signifikant under alle CO2-regimer sammenlignet med kontrolgruppen.
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Figur 1. Specifik veekstrate (SGR, %/dag) (panel A) og foderkonvertering (FCR, kg foder/kg tilvaekst) (pa-
nel B) for regnbuegrred holdt ved enten 10 mg COz2/l (M), 25 mg CO2/I (H) eller fluktuerende mellem 10 og
25 mg/l (F) og under kontrol (C) i meget hardt vand (fuldstyrke havvand). | panel C og D er den fluktue-
rende gruppe fjernet for at illustrere den linezere korrelation mellem oplast CO2 og SGR (SGR %/dag = -
0,029 x [CO2] + 1,56) og FCR (FCR (kg foder/kg tilvaekst) = -0,029 x [CO2] + 0,92). Foderkonvertering steg
mere end 30 % i grupperne eksponeret for det hgjeste COz-niveau ved sammenligning med kontrol. En
kombination af reduceret foderindtag og forringet foderkonvertering medferte, at den specifikke vaekst-
rate (SGR) faldt fra 1,44 %/dag i kontrolgruppen til 0,81 %/dag i gruppen med 25 mg CO:/l — en relativ re-
duktion i vaekstrate pa 43 %, og et fald i N-retention pa 25 %.

Under forsgg med middelhardt vand var effekten af oplast CO2 mindre udtalt end ved ekstremt hardt
vand, og den negative effekt af COz var kun signifikant ved den hgjeste testede koncentration pa 25
mg/l. Her aendrede foderkonvertering og veekstrater sig kun marginalt (5-10 %) i forhold til kontrol-
gruppen, og fiskene spiste deres fulde foderration (Figur 2).
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Figur 2. Specifik veekstrate (SGR, %/dag) (panel A) og foderkonvertering (FCR, kg foder/kg tilvakst) (pa-
nel B) for regnbuegrred holdt ved 10 mg CO2/lI (M) og 25 mg COz2/I (H) eller fluktuerende mellem 10 og 25
mg CO2/I (F) og under kontrol (C) i hardt ferskvand (dH 22). &ndringer i foderkonvertering var signifi-
kante, men meget sma (op til 10 % i forhold til kontrol). | kraft af at indtag af den daglige ration ikke var
pavirket, var &ndringer i den specifikke veekstrate (SGR) ogsa marginale. N-retention var langt mindre
pavirket end ved opdrat i meget hardt vandt og faldt med mindre end 10 %.

Appetit

Maksimalt foderindtag blev evalueret ved afslutningen pa veekstforseget med middelhardt vand. Her
blev fiskene fodret ad libitum over 8 timer, og foderspild blev opsamlet og kvantificeret efter hver dags
fodring. Dette blev gentaget 4 dage i traek for at udregne et gennemsnitligt foderindtag per kar, og ef-
terfelgende per CO2-behandlingsgruppe.

| fisk, der blev eksponeret for 10 mg CO2/l, var det et lille, men ikke statistik signifikant fald i maksimalt
foderindtag fra 2,8 % i kontrolgruppen til 2,65 % i 10 mg-gruppen (M). Bade den hgjeste CO2-koncen-
tration (25 mg/l, H) og den fluktuerende (10 — 25 mg/I, F) viste signifikant reduktion i foderindtag med
fald til henholdsvis 2,5 %/ dag og 2,6 %/ dag (Figur 3).
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Figur 3. Maksimalt dagligt foderindtag hos regnbuegrred bestemt som et gennemsnit efter 4 dages ad
libitum-fodring udtrykt som et gennemsnit for 3 kar per behandling i hardt ferskvand (dH 22). Fisk blev
holdt ved 10 mg CO2/l (M), 25 mg CO2/I (H) eller fluktuerende mellem 10 og 25 mg CO2/I (F) og under kon-
trol (C).

Appetitregulerende hormoner

Der kunne observeres en tydelig korrelation mellem mRNA-niveauer af de forskellige appetitregule-
rende hormoner. Omend flere ikke var signifikant forskellige, var der tydelige tendenser, iseer peptid
Y, IGF 1, og neuropeptid Y. | levervaev viste ekspressionen af leptin signifikant reduktion for bade 10
0og 25 mg COz2/l, mens IGF2 var signifikant reduceret for alle CO2-behandlinger. | hjernen var orexin-
niveauer signifikant reduceret i bade 25 mg CO2/I-gruppen samt i den fluktuerende gruppe, medens
kokain- og amfetaminreguleret transkript var signifikant reduceret i den fluktuerende gruppe (Figur 4).
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Figur 4. Effekter af forskellige CO2z-regimer pa mRNA-ekspression af forskellige appetitregulerende hor-
moner i tarm (panel A), lever (panel B) og hjerne (panel C). CCK, cholecystokinin; PYY, peptid Y; lep. Lep-
tin; IGF1 & 2, insulin-agtig veekstfaktor 1 & 2; NPY, neuropeptid Y; OX, orexin; CRF, corticotropin frigi-
vende faktor; POMC, proopiomelanocortin; CT1 & 2, kokain- og amfetaminreguleret transcript. Vaerdier,
der ikke deler samme bogstav, er signifikant forskellige fra hinanden, n = 7.
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Histologi og mineralaflejringer
Makroskopisk undersggelse af nyren viste ingen tegn pa nephrocalcinose, hvorimod begyndende

tegn pa nephrocalcinose var synlige i de histologiske unders@gelser og mineralanalyser fra visse be-
handlinger.

Forskellige CO2-behandlinger havde ingen effekt pa vaevsindhold af calcium, kobber, jern, kalium,
magnesium, natrium, fosfor eller zink i tarm- og muskelvaev. Fisk, der var blevet udsat for 25 mg
CO2/l, havde nyrevaevskoncentrationer af calcium, der var 4 gange hgjere end i kontrolgruppen, mag-
nesiumkoncentrationer, der var 15 % hajere, og fosforkoncentrationer der var 26% hgjere. CO2-ek-
sponering pavirkede ikke de gvrige mineralkoncentrationer. Hos fisk, der blev udsat for 10 mg COz/I
eller fluktuerende CO2-koncentrationer, blev der observeret en tendens til stigende veevskoncentratio-
ner af calcium, magnesium og fosfor, men disse var ikke signifikant forskellige fra kontrolgruppens
veerdier (Tabel 1). Disse resultater giver en veesentlig indikation om at, til trods for at de histologiske
analyser ikke viste omfattende tegn pa nephrocalcinose, kan forhgjede CO2-koncentrationer i op-
dreetssystemerne kobles til en gget aflejring af mineraler i nyreveevet, der er relevante for forekom-
sten af nephrocalcinose.

Tabel 1. Mineralindhold i (A) nyrevayv, (B) tarm og (C) skeletmuskulatur fra regnbuegrred udsat for for-
skellige CO2-behandlinger efter 52 dage. C = Kontrol, M = 10 mg CO2/l, H = 25 mg CO2/l, F = fluktuerende
COz. Veaerdier, der ikke deler samme bogstav, er signifikant forskellige fra hinanden, n = 9.

A Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn
ng's ng'g ne'g mg'g ne'g ug'z ng'g mg/g ug'g
C 7074 £ 146.6" 3.5£02 3332+£223 11.1+0.3 3T8e£15T 34=01 61283 +2203 108 =053 57018
M 1377.4 4052 55+£02 3139+237 112403 843+ 118" 4002 6l62.0+1322 1602 108027
H 26984 + 466 6" 60£02 3211+ 187 13.0+£0.7 667.0£27.0° 4304 6451941973 13.7+£06" 1224+74
20601 £ 7235 3803 3054+£249 11.5+£06 £24.9 + 34 B 43203 637444384 122+08" 1092+£69
B Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn
Mg’z Lg'g ng'g mg'g re's ug's ng'z mg/'g ug's
C 4136+ 107 37+£12 6341354 122402 6487233 6018 43330+4182 102+£03 205432 £ 3626
M 3455107 55+03 673 £105 125+0.7 667.5+£62.1 53+13 43478+ 2488 104+035 252823986
H 4166 £ 183 6.0=04 374£36 121£0.5 6470124 T5+11 42416+ 1803 10502 25706 £532.7
F 360.1+£32 39+£04 Tidsl10l 12606 637.0+£144 50+13 43391 +4829 105+£02 216901918
C Ca Cu Fe )id Mg Mn Na P Zn
mgkg mg'kg mgkg gkg mgkg mg'kg mglkg gkg mgkg
C 3020160 1802 150+24 180+04 116832 286 1306 1048.1 =351 105=02 190038
M 2668+74 16£01 116+£530 180+0.1 11855252 1004 100252469 1092401 16402
H 3L £293 1L.7£01 9404 18509 118652336 0702 10554 =304 10.8=04 17.2=0.1
F 263.1+£230 14£01 5012 178+£10 110552452 05x01 104452817 104203 17214

De histologiske undersggelser afslgrede begyndende kalcificering i fisk, der var eksponeret for 10 og
25 mg CO2/l og i gruppen med fluktuerende CO2-indhold, uafhaengigt af vandets hardhed, medens
der ikke var tegn pa kalcificering i kontrolgrupper. Tegn pa kalcificering forekom hyppigst i fisk fra
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grupperne eksponeret for 25 mg CO2/|, og disse grupper viste desuden tegn proteinholdige aflejringer
i nyre-tubuli og -samlekanaler (Figur 5).

Figur 5. (A) Eksempel pa udvidede og uregelmassige samlekanaler med mucin-agtigt basofil-indhold
(tynde pile) og tab af epithelium i tvaersnit af nyre. Bjaelke = 28 um. (B) Tubuli med morke basofile mine-
ralaflejninger i lumen (tykke pile), der sandsynligvis udger forankringen af mineralaflejinger/kalcificering
af nyretubili (pilehoved). Bjalke = 56 um. Farvet med hematoxylin og eosin (H&E). Kalkaflejringer bekraef-
tet med von Kossa-farvning, der indikerer calcium.

Den samlede scoring af forekomsten af tegn pa begyndende nephrocalcinose er vist i tabel 2. Ni til-
feeldige fisk fra hver behandling blev undersagt histologisk. Overordnet set var der ingen forekomst af
eller tegn pa nephrocalcinose i fisk opdraettet i ferskvand pa standarddiaeter, hvorimod opdraet i hav-
vand resulterede i @get indikation pa nephrocalcinose relateret til CO2-eksponering. | ferskvand, nar
fisk blev opdraettet pa en dizet, der indeholdt overskydende fosfor, forekom der indikationer pa
nephrocalcinose i alle behandlinger, ogsa kontrolgruppen. Ogsa her blev forekomst mere hyppig med
stigende CO2-eksponering, hvor 2/3 af fiskene udviste tegn pa nephrocalcinose ved 25 mg CO2/I.
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Tabel 2. Forekomst af histologiske indikationer pa begyndende nephrocalcinose efter 6-8 ugers opdraet i
enten havvand eller ferskvand pa en kommerciel standarddiat (EFICO Enviro 920 Advance, BioMar A/S)
indeholdende 0,8 % fosfor, eller pa en diset med oget forsforindhold (1,9%). Ingen fisk opdraettet i fersk-
vand viste tegn pa nephrocalcinose, hvorimod opdrzt i havvand medferte tegn pa nefrokalcinose relate-
ret til CO2-eksponering. Alle fisk, inklusive kontrolgruppen, opdrzettet pa hgjfosfordizet viste tegn pa
nephrocalcinose, som ligeledes blev hyppigere med gget CO2-eksponering.

Havvand Ferskvand Ferskvand
Standarddizet Standarddizet Hoj fosfor diaet
Ingen obs. Ingen obs. 2/9
Kontrolgruppe
1/9 Ingen obs. 3/9
10 mg CO2 /1 (M)
3/9 Ingen obs. 6/9
25 mg CO2/l (H)
10 — 25 mg CO2/I (F) 1/9 Ingen obs. 4/9
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Sygdomspatologi

For at belyse sammenhange mellem eksponering for forhgjede CO2-koncentrationer, afledte patolo-
giske forandringer i nyreveevet og modtageligheden overfor bakterielle nyresygdomme blev der gen-
nemfgrt et smitteforsgg med regnbuegrred og Renibacterium salmoninarum under normokapniske
forhold (kontrol) og ved samtidig eksponering for 25 mg COz2/I. R. salmoninarum er en intracellulzer
bakterie, der forarsager bakteriel nyresyge i laksefisk, ogsa kendt som BKD (bacterial kidney dise-
ase). Fisk blev eksponeret for forhgjede CO2-koncentrationer og smitte med R. salmoninarum pa
samme tidspunkt. Hypotesen var, at CO2 og smitte med R. salmoninarum kunne have interagerende
effekter, idet det er kendt at CO2 udseetter nyren for et pres i forhold til at skulle opretholde syre-base-
balance samtidig med at veere eksponeret for forhold, der kan afstedkomme patologiske forandringer,
og at fisk potentielt ville vaere mere modtagelige overfor bakteriel infektion.

Metoder og resultater

Jjenaeg af regnbuegarred fra et klaekkeri certificeret frit for IPNV, IHNV, VHSV og bakteriel nyresyge
blev desinficeret og kleekket. Patogenfri yngel blev overfart til et eksperimentelt infektionsanlaeg, da
de havde naet en gennemsnitlig vaegt pa 20 gram, med 90 fisk i hvert kar.

Et smitteforsgg blev gennemfert som co-habituering, det vil sige, at 30 fisk fra 4 kar (n=120) kar blev
bedavet, finneklippet og injiceret med 0,1 ml inokulum bestaende af R. salmoninarum isoleret fra tidli-
gere smittede fisk, svarende til en aktivitet pa 3,7 x 10" CFU/fisk. 2 af disse kar blev eksponeret for 25
mg COz2/l og 2 uden COs2. Yderligere 2 kar fungerede som kontrol uden smitte, et med CO2 (25 mg/l)
og et med normokapniske forhold (Figur 6).

Kar 29
RS kontrol
+ R. salmoninarum
+CO0O,

Kar 25 Kar 27
Negativ kontrol RS + CO,
+ R. salmoninarum + R. salmoninarum

Kar 30
RS kontrol
+ R. salmoninarum
+CO,

Kar 26 Kar 28
CO, kontrol RS + CO,
+ R. salmoninarum + R. salmoninarum

Figur 6. Skematisk illustration af forsggsopstilling til infektion med R. salmoninarum med eller uden tilfo-
jet CO.. Et kar fungerede som negativ kontrol uden smitte eller CO2 (kar 25), et fungerede som CO2-kon-
trol, uden smitte men med 25 mg CO2/l (kar 26), 2 kar fungerede som smittekar med bade R. salmonina-
rum og 25 mg CO2/I (kar 27 + 28), og 2 kar fungerede som smittekar med R. salmoninarum, men uden CO2
(kar 22 + 30).
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Fisk, der viste kliniske tegn pa sygdom, blev dagligt udtaget og aflivet. | de fglgende uger blev 5 fisk
fra hvert kar udtaget efter uge 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9, 10, og 12. Fra disse fisk blev nyrer, geeller, milt og
mukus analyseret for R. salmoninarum ved brug af genetiske metoder, nyrer blev udtaget til histolo-
gisk undersggelse, blodpraver blev udtaget til plasmaanalyser, og nyrer, milt og hjerne blev under-
sggt bakteriologisk (Figur 7).

Bakteriel undersggelse
af milt, nyre og hjerne i
SKDM og TYES

Blod analyser

@ Mbo™ 0 ...
: Histologisk

underspgelse
DNA og RNA undersggelser af af nyre
veev (nyre, geeller, milt) og slimlag

Figur 7. Provetagningsoverblik for fisk smittet med af R. salmoninarum efter uge 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9, 10, og
12 efter smitte. Nyre, gzelle, milt og slimlag blev analyseret for R. salmoninarum ved brug af genetiske
metoder, nyrer blev undersggt histologisk, og milt, nyre og hjerne blev undersggt bakteriologisk.

Dgdelighed og smitte

Eksponering for CO2 havde ingen effekt pa overlevelsen i smitteforsgget. Dadelighed satte ind efter 3
uger (Figur 8) og fortsatte i de kommende 3 uger, indtil der var mellem 10-20 % overlevende fisk til-
bage. | de sidste 2 uger af forsgget var der ingen dadelighed.
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Figur 8. Overlevelse i de 6 forsggskar i labet af de 8 ugers smitteforsag. Der var ingen eller meget lille
dadelighed i det negative kontrolkar og CO2z-kontrolkarret. | kar, hvor fisk var eksponeret for R. salmo-
ninarum, med eller uden kombination af CO2, begyndte dadeligheden ca. 3 uger efter smitte og fortsatte i
yderligere 3 uger, hvorefter dedelighed standsede. Der var ingen effekt af CO2-eksponering pa den obser-
verede dgdelighed.
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Fisk, der ikke overlevede smitteforsgg, viste punktblgdninger i samtlige indre organer og havde tyde-
lig opsvulmet nyre (Figur 9). Efter 3 uger var det muligt at isolere bakterier fra eksponerede fisk.
gPCR-analyser viste ekstremt hgje Ct-vaerdier (cycle threshold, inverst udtryk for ekspression) for
smittede fisk og hgje vaerdier for co-habituerede fisk, der 1a konstant i hele fors@gsperioden (Figur

10). Efter 12 uger var det fortsat muligt at isolere bakterier fra nogle vaev. Dette understreger, at efter
et klinisk sygdomsforlgb opstar der en langvarig eller kronisk inflammatorisk infektion, der farer til ved-
holdende granulomatgse lzesioner i nyren. | patttedyr er kronisk inflammation en central faktor i kalcifi-
cering af veev (Demer et al., 2014).

o N

Figur 9. Moribunde fisk, der blev aflivet, havde omfattende bladninger i deres indre organer (gverst) og
opsvulmet nyrevaev (nederst).
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Figur 10. Ct-vaerdier for belastning med R. salmoninarum (bakteriel nyresyge) i labet af 8 ugers smittefor-
s@g. Runde datapunkter indikerer co-habituerede individer med hgjt smitteniveau sammenlignet med inji-
cerede fisk, der viser ekstremt hgj smitte (trekanter).

Histologi

Histologiske unders@gelser af fisk, der viste kliniske tegn pa infektion, viste granulomatisk nefritis med
strukturelle forandringer forarsaget af punktbladninger, kraftig infiltration med hvide blodlegemer og
nekrotisk interstitielt veev og tubuli. Ingen fisk viste histologiske tegn pa mineralaflejringer eller andre
misteenkelige laesioner i Igbet af de fgrste 8 uger af smitteforsgget, men enkelte fisk fra RS- + CO2-
behandlingen viste begyndende tegn pa mineralisering i nyren efter 12 uger.
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Monitering og pravetagning fra opdraet

For at skabe et overblik over hvilke hardhedsgrader grredopdraet forekommer ved og den geografiske
variation heri, indhentedes vandpraver fra 10 opdraetsanleeg fordelt over Jylland. Desuden blev der
udvalgt 3 opdraetsanleeg, hvor der blev foretaget dagnmalinger af oplast CO2. Fra udvalgte anleeg
blev der provetaget fisk til vurdering af forekomst af nephrocalcinose, og der blev udtaget nyrevaev til
patologiske undersggelser for nephrocalcinosis og molekyleere undersggelse for bakteriel status.

Metoder og resultater

Forekomst af nephrocalcinose
Der blev indsamlet fisk fra 3 forskellige dambrug med dokumenterede hgje CO2-niveauer (19-21 mg

COz2/l) hen over en 4 maneders sommerperiode. | alt 24 fisk med en vaegt mellem 0,6 — 1,8 kg blev
undersagt for kliniske tegn pa nyrelidelser og nephrocalcinose. Der blev ikke fundet tegn pa dette.

Der blev yderligere fanget og aflivet 15 fisk tilfaeldigt fra et enkelt anlaeg. Der blev taget nyreprgver til
histologi, bakteriel pregvetagning (BU-swab), og nyreveev i RNA-later. Histologiske undersggelser viste
ingen tegn pa nephrocalcinose.

Geografisk variation i vands hardhed

Der blev indsamlet vandprever fra 10 dambrug geografisk spredt over Jylland samt forsyningsvand
fra Hirtshals (Figur 11). Vandprgver blev analyseret for natrium, kalium, calcium, og magnesium (Fi-
gur 12). Vandets hardhed blev beregnet som CaCOs-gekvivalenter (dH) ud fra formlen 2,497 x [Ca] +
4,118 x [Mg] hvor bade Ca- og Mg-koncentrationer er angivet i mg/l.

00
a

Lgsmsbora

Figur 11. Placering af AquaPri-dambrug, hvorfra vandprever blev indsamlet og analyseret for hardhed og
ionsammensatning. Prover blev indsamlet ved indlgbet, ikke i selve anlagget.
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Figur 12. Indholdet af natrium (Na), kalium (K), calcium (Ca) og magnesium (Mg) i vandprever fra Hirts-

hals’ forsyning og fra udvalgte opdraetsanlaeg.

Indholdet af natrium og kalium varierede fra henholdsvis 12,0 — 79,7 mg/l og 2,2 — 4,5 mg/l. Der var
stor variation i vandets indhold af magnesium; det laveste indhold blev malt pa Filskov Dambrug til 3,4
mg/l, og den hgjeste koncentration pa 12,4 mg/l observeredes pa Mosbjerg Dambrug. Vandets calci-
umindhold var lavest pa Vadhoved Dambrug med 39,3 mg/l og hgjest pa Abildvad Dambrug med en

koncentration pa 128,9 mg/l.

Resultatet for hardhedsberegninger viste tydeligt, at det de hgjeste calciumcarbonat (CaCOs)-aekviva-
lenter og det hardeste vand forekom i det nordjyske med dH-veerdier mellem 14 — 21 (hardt vand),
medens vandprgver fra det vestjyske enten var i den gvre skala af blgdt (4 — 7 dH) eller nedre skala

af mellemhérdt (7 — 14 dH) vand (Figur 13).
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Figur 13. Beregnede hardheder ud fra CaCOs-a&kvivalenter fra de analyserede vandprgver. Sammenlholdt
med kortet ovenfor (figur 11) ses tydeligt, at de 4 anlaeg mellem Hobro og Stevring samt i Vendsyssel har
det hardeste vand, medens anlag ved Hvide Sande og i omradet Grindsted-Billund har det bledeste.

COz2-malinger

Malinger af oplgst CO2 blev malt pa 3 akvakulturanlaeg lokaliseret i henholdsvis Vestjylland, Qstjylland
og Nordjylland. Overordnet set var det tydeligt, at indholdet af CO2 aendrede sig i takt med stigende
biomasse. Malinger blev enten foretaget direkte i produktionskarrene eller i returkanalen til afgas-
ningsinstallationer. Der var tilbgjelighed til, at maleudstyr blev tilgroet i Iobet af maleperioderne, og at
de forskellige anleeg eendrede pa driftsparametre i lgbet af perioden. Derfor er der i det falgende foku-
seret pa dggnvariationer over 10 dage og konstrueret en model, der viser aendringer over tid og ved
forskellige driftsparametre.

Malinger fra alle 3 lokaliteter viste meget lille variation i daglige koncentrationer af CO.. To af anleeg-
gene varierede mellem 10 — 12 mg CO2/l og 6 — 9 mg CO2/I (Figur 14), medens det sidste 1& mellem
22 — 24 mg/l. Den lille variation, der forekommer i malingerne, antages at skyldes de store volumener
vand, der cirkulerer rundt i anlseggene, der — selvom fiskene aendringer maengden af udskilt CO2 i Ig-
bet af dggnet (pga. aktivitet og fordgjelse) — udvisker aendringer, der forekommer i labet af dagnet.
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Figur 14. Malinger af degnvariationer i oplgst CO2 pa akvakulturanlag i Nordjylland (overst) og Dstjylland
(nederst) prasenteret som gennemsnit over 10 dages malinger.

Derfor har vi i det fglgende modelleret de aendringer, der ville forekomme med andringer i vandgen-
nemstrgmning (hydraulisk retentionstid), maengden af COz, der udskilles af fiskene, og eendringer i
biomasseteethed. Figur 15’s panel A viser, hvordan en kombination af aendringer i CO2-udskillelse og
biomasseteethed aendrer ligevaegtskoncentrationen i oplgst CO2 ved en hydraulisk retentionstid pa 30
minutter (svarende til udskiftning af 200 % af vandets volumen per time). Eksempelvis ville en udskil-
lelsesrate pa 300 mg COz2/kg /time ved 50 kg fisk/m? resultere i en CO2-koncentration pa ca. 10 mgl/l
efter 24 timer. Fra panel B kan aflaeses, at hvis den hydrauliske retentionstid fordobles, vil ogsa lige-
vaegtskoncentrationen fordobles.
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Alle korrelationer mellem driftsparametre og ligevaegtskoncentration af CO: er lineaere, og samlet set
viser de 2 paneler ret tydeligt, at driftsparametre har en langt sterre effekt pa, hvilkke CO2-koncentrati-
oner fiskene oplever, sa laange afgasseren er i stand til at levere vand, der er effektivt afgasset. |

disse beregninger er antaget en indlgbskoncentration pa 4 mg CO2/L. Andringer i indlgbskoncentra-
tion vil resultere i proportionelle aendringer i ligeveegtskoncentration.

[co2 (mg/L)
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Figur 15. Modellering af ligevaegtskoncentrationer for oplgst CO2 (mg/L) under forskellige driftspara-
metre. | panel A vises ligevagtskoncentrationen i CO2 som folge af @ndringer i fiskenes CO2-udskillel-
sesrater mellem 100 og 350 mg CO:/kg/time samt ved andrede fisketaetheder fra 25 til 100 kg/m3. Den hy-
drauliske retentionstid i denne beregning er fastsat til 30 minutter. | panel B vises sammenhangen mel-
lem biomasse, ogsa 25 til 100 kg / m3, samt sendringer i hydraulisk retentionstid fra 15 minutter til 1 time.

Fiskenes CO:-udskillelsesrate i denne beregning er fastsat til 300 mg COz2/kg/time. | begge beregninger er
indlgbskoncentrationen af CO2 4 mg/L.
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Afgasning af CO2 og potentiale for automatisering

Afgasningseffektiviteten af CO2 blev kvantificeret ved forskellige indlgbskoncentrationer af CO2, ved
forskellige lgftehgjder og under forskellig hydrauliske loading. Der gennemfgrtes indledningsvist en
undersggelse af korrelationen mellem oplast fri CO2 i vand med de 4 forskellige hardheder for at vur-
dere, hvordan hardhed pavirker oplgselighed. Der gennemfgrtes efterfalgende forsag, hvor pH grad-
vist seenkedes under kontrollerede forhold for at vurdere, hvorledes hardhed pavirker karbonatlige-
veaegten. Der udfgrte herefter en reekke afgasningsforsgg ved brug af en kaskadekolonne. Princippet
bag denne er, at vand pumpes over en risleplade og ned gennem et pakket medie (bioblokke), samti-
dig med at der traekkes luft igennem i den modsatte retning (modstrem). | afgasseren er det muligt at
regulere vandflow til afgasseren (hydraulisk belastning), luftgennemstreamning og hgjden af det pak-
kede medie. Der gennemfgres en forsggsraekke, hvori afgasningseffektivitet (% fiernelse), afgas-
ningskapacitet (kg CO2/time) og energiforbrug ved afgasning (kWh/kg CO2) bestemmes for de forskel-
lige hardhedsgrader af vand, ved forskellige indlgbskoncentrationer af CO2 (koncentrationsgradien-
ter), ved 2 forskellige hgjder af medie, ved forskellige gas:vaeske-forhold. Resultaterne anvendes til at
give en vurdering af under hvilke forhold, afgasning fungerer optimalt i relation til fiernelse og energi-
forbrug. | kombination med resultaterne for effekter af CO2 pa produktionsparametre danner resulta-
terne desuden basis for at udarbejde en anbefaling om, hvornar der bgr afgasses. Der blev desuden
udarbejdet en praktisk model i samarbejde med Blue Unit A/S for, hvordan afgasning kan automatise-
res i relation til, hvor tit en afgasser skal kare, og hvor stor en del af kapaciteten afgasseren skal an-
vende (hydraulisk belastning og luftmeengde til afgasseren), og der blev udarbejdet en driftsgkono-
misk oversigt over dette.

Metoder og resultater

Et afgasningstarn med justerbar hydraulisk loading fra 5 — 45m3 vand/m?/time blev afprevet med 2 for-
skellige medier, hver i 3 forskellige hgjder, med vandtilfgrsel der varierede i CO2-indhold fra 50 mg/I til
<5 mgl/l. Netto-CO2-fiernelse blev malt over tid, samtidig med energiforbrug til at beregne effektiv CO2-
fiernelse per m? overflade og per kWh forbrugt (Figur 13).

Afgasningskapacitet og effektivitet

Resultaterne viser, at fiernelseseffektiviteten er koncentrationsathaengig uanset flowhastigheder og
laftehgjder. En indlgbskoncentration pa 40 — 50 mg CO2/| resulterede altid i en mere effektiv fiernelse
af CO2, mellem 0,25 og 1,1 kg CO2/m?/time, som faldt proportionelt med indlabskoncentration ned til
0,01 — 0,1 kg CO2/m?/time ved et indlgb pa 5 — 10 mg CO2/I. (Figur 14). Leftehgjde (hvor langt vandet
rislede ned igennem tarnet) pavirkede ikke effektiviteten neevneveaerdigt. Som konsekvens var det
langt mere energieffektivt at operere med lave lgftehgjder og hgijt flow (Figur 15). Fra et designmaes-
sigt perspektiv er man ngadt til at overveje, hvilken kapacitet der er behov for i et anleeg og vurdere sit
specifikke behov ud fra akkumuleringskoncentration (se ligevaegtskoncentration, Figur 15) og veelger
den mest hensigtsmaessige lgsning. Lasningen vil desuden skulle afggres ud fra hvor stort et fysisk
aftryk (m? af bygning) afgasningsinstallationen man vil tolerere.
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Figur 16. Afgasningstarn til fiernelse af CO2. Konfiguration kunne andres for at opna forskellige vandtil-
forselsrater, lufttilfersel og forskellige hgjder af mediet inde i tarnet.
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Figur 17. COz-nettofjernelse malt som kg/m? time under afgasningsforseg ved 3 forskellige lgftehgjder.
@verste rekke i den vandrette akse angiver koncentrationsomradet for COz-indholdet i indlgbsvand, me-
dens nederste raekke angiver den hydrauliske loading i m3/m?/time. | dette tilfelde er der anvendt
bioblokke (Exponet) som pakmedie. Alle malinger er foretaget med en G:L >10. Resultaterne viser, at ef-
fektiviteten er afhaengig af indlebskoncentration, men overraskende nok at effektiviteten ikke forbedres
vasentligt af loftehgjde. Typen af pakmedie, der blev anvendt, havde ingen indflydelse pa fijernelsen af
CO..
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Figur 18. CO2z-fiernelseseffektivitet udtrykt som kg CO2/m?/kWh under afgasningsforsgg ved 3 forskellige
loftehgjder. Overste raekke i den vandrette akse angiver koncentrationsomradet for CO2-indholdet i ind-

Iebsvand, medens nederste raekke angiver den hydrauliske loading i m3/m?/time. | dette tilfaelde er der

anvendt bioblokke (Exponet) som pakmedie, og effektiviteten er beregnet ud fra nettofjernelse (jf. Figur
17) i relation til effektforbrug. Effektiviteten stiger uendeligt med reduceret loftehgjde, fordi energiforbru-

get til at lofte vand er stort, men falder med faldende indlgbskoncentration pa grund af reduceret netto-
fiernelse af CO..
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Overordnet set giver det ingen mening at automatisere driften af et afgasningstarn. Der vil altid veere
behov for afgasning, ved lave indlgbskoncentrationer er der et tab af effektivitet, og det vil altid veere
gnskveerdigt at forsyne fiskene med vand med lavest mulige indhold af oplgst CO2. En afgasningsin-
stallation kunne opbygges pa kapacitetsbasis, det vil sige med flere sektioner, der individuelt kunne
bringes i drift, for eksempel i takt med, at biomassen i tanken stiger, eller pa de tidspunkter af dagnet
hvor COz-udskillelsen er hgjest.

Det er af afggrende betydning, at den hydrauliske retentionstid i anlaegget holdes s& kort som muligt
for at minimere CO2z-akkumuleringen i selve produktionen. Afgasningsinstallationer i RAS-anlaeg er
centraliserede og modtager ofte blandingsvand fra samtlige produktionsenheder i en sektion (hvis et
anleeg er sektionsinddelt). Der kunne veere et rationale i at installere decentraliserede afgasningsen-
heder, eksempelvis pa outgrow-enheder, der typisk er karakteriserede ved meget store volumener.
Eksempelvis er nogle enhedsstarrelser i lakseproduktion nu over 1000 m?, og der kunne veere store
energibesparelser at hente, hvis decentraliseret afgasning kunne tillade hgjere HRT, uden at gvrige
vandkvalitetsparametre blev kompromitteret.

Det er overraskende at COz-afgasningen ikke er positivt korreleret med kontakttid (faldhgjde) i afgas-
ningstarnet. Der er flere mulige forklaringer pa dette. Den ene er at et G:L-forhold pa 10 (10 volume-
ner luft tilfart per volumen vand) ikke er tilstreekkeligt, til trods for at dette i flere videnskabelige publi-
kationer er angivet som optimalt. Alternativt opnas der ikke fuld opblanding af luft og vand i afgas-
ningstarnet, eksempelvis hvis den tilfgrte luft har en tilbgjelighed til at stige op langs siden af mediet
frem for igennem mediet. Endelig kan det ikke udelukkes, at vandet ved hgj hydraulisk loading traek-
ker luft med ned i afgasningstarnet og pa den made giver modstand til den tilfgrte luft og dermed util-
sigtet reduceret G:L.

Moderne RAS-anlaeg drives ofte med vakuumafgasning (0,5 — 1,0 mBar). Der er p.t. ingen tilgeengelig
information om, hvorledes vakuum og lufttilfarselsrater under vakuum pavirker afgasningseffektivitet.
Det ber tilstreebes at indsamle data for disse parametre.

Kuldioksid-akkumulering i fuldt recirkulerede anleeg og betydning af vands hardhed 31



Diskussion og konklusion

Tilveekst, foderudnyttelse, foderindtag, og kveelstofretention i regnbuegrred pavirkes alle negativt af
stigende COz2-koncentrationer. Ved opdreet i ferskvand under restriktiv fodring opstar der dog farst ne-
gative effekter af CO2 ved 25 mg/l, hvor vaekstrater og foderkonvertering var ca. 10 % ringere end for
kontrolgruppen. Derimod var der ingen signifikante negative effekter ved 10 mg/I, eller hvis koncentra-
tioner svingede mellem 10 og 25 mg CO2/L fra morgen til aften. Dette indikerer en ret hgj tolerance for
CO2 hos regnbuegrred til sammenligning med eksempelvis laks. Dog skal det understreges, at fi-
skene blev fodret restriktivt, og at effekter sandsynligvis vil forekomme, safremt fisk bliver fodret ad
libitum i og med, at der var tydelige signifikante effekter pa hormoner involveret i appetitregulering,
eksempelvis en signifikant reduktion i orexin, der stimulerer foderindtag. Det blev da ogsa vist, at
maksimalt foderindtag blev nedreguleret ved stigende CO2-koncentrationer.

Ved opdreet af regnbuegrred i saltvand var billedet anderledes. Her faldt den specifikke vaekstrate
med 14 og 43 % ved opdraet i henholdsvis 10 og 25 mg CO2/l, medens foderkonverteringen steg med
henholdsvis 10 og 29 % i forhold til kontrol. Forklaringen pa denne store forskel i effekt af COz2 i fersk-
vand og saltvand er ikke abenlys, men skal sandsynligvis findes i enten stigende metabolske omkost-
ninger for fisk i saltvand, eksempelvis til osmoregulering og syrebaseregulering, eller i at kombinatio-
nen af saltvand og COz2 har en negativ pavirkning af fiskenes evne til at fordgje og optage neerings-
stoffer fra foderet. Det er tidligere vist at CO2 ikke har nogen effekt pa fordgjeligheden af naeringsstof-
fer i ferskvand, men det kan ikke udelukkes, at der er ukendte faktorer, der spiller ind ved opdreet i
saltvand.

Overordnet set var det overraskende at fluktuerende COz-koncentrationer ikke havde en sterre effekt
end observeret. Nar fisk oplever CO: i deres miljg, udskiller de kloridioner til fordel for akkumulering af
bikarbonat for at bufre deres indre pH. Hypotesen var, at det ville veere en starre fysiologisk udfor-
dring for fisk dagligt at skulle regulere deres indre miljg som respons pa den ydre forsuring af vandet,
som CO2 medfarer, eller at dette ville vaere en presfaktor, som negativt pavirkede deres foderindtag.

| Igbet af disse opdraetsfors@g sas ingen makroskopiske tegn pa forekomst af nephrocalcinose, hver-
ken i fersk- eller saltvand, eller ved fodring med fosforberiget foder. Der var dog tydelige tegn pa — fra
undersggelser af nyrens mineralsammensaetning og de histologiske undersggelser — at der var be-
gyndende mineralaflejringer, som igen var korreleret med CO:z-koncentrationer. Vi konkluderer derfor,
at salinitet, fosforindtag og CO: er faktorer, der pavirker forekomsten af nephrocalcinose. | Danmark
er der stor variation i hardheden af indtagsvandet, hovedsageligt forarsaget af store regionale for-
skelle i calciumindholdet, og i langt mindre grad af magnesiumindholdet. Det er sandsynligt at dette
kan spile en rolle i forekomsten af nephrocalcinose, i samspil med ovennaevnte faktorer.

Forsag med regnbuegrred, der samtidigt blev eksponeret for 25 mg/l CO2 og smitte med bakteriel ny-
resyge forarsagende Renibacterium salmoninarum, viste ingen tydelig interaktion. Den kumulative dg-
delighed var den samme for fisk under normokapniske forhold som ved 25 mg CO: /I, og der blev ikke
observeret patologiske eller histologiske indikationer pa nephrocalcinose i lgbet af smitteforsgget.
Dog viste histologiske undersggelser af overlevende fisk efter 12 uger begyndende tegn pa minerali-
sering i nyreveevet. Om end der ikke var direkte korrelation mellem smitte og CO2 og nephrocalci-
nose, kan det ikke udelukkes at "overlevere” af BKD har en hgijere tilbgjelighed til at udvikle nephro-
calcinose, f.eks. pa grund af arveeyv fra infektion. Dette kunne veere forklaringen pa, at der periodisk
forekommer observationer af nephrocalcinose pa kommercielle anleeg. Andre driftsparametre kan
ogsa have indflydelse, men det lader ikke til at vandets hardhed, selvom der er stor geografisk varia-
tion, spiller en starre rolle. Heller ikke i afgasningssammenhaenge vurderes vandets hardhed at spille

Kuldioksid-akkumulering i fuldt recirkulerede anleeg og betydning af vands hardhed 32



nogen rolle, hvorimod alkalinitet, som reguleres pa de individuelle anleeg, formentlig har en ikke uvee-
sentlig rolle.

Bestemmelse af afgasningskapacitet og effektivitet er ikke tilstrackkelige til at give en vurdering af,
hvad der er den bedste afgasningsprocedure. Biomassetaethed og hydraulisk retentionstid (HRT) er
tydeligvis de mest afggrende parametre for, hvad fisk oplever af oplgst CO2, mens det bgar tilstreebes
at opna sa lave COz-koncentrationer i indlgbsvandet som muligt. Design af systemer med stgrre ka-
pacitet og bedre effektivitet ber vaere en malsaetning, ligesom det bar undersgges, hvorvidt decentra-
liserede afgasningsinstallationer kan afhjaelpe behovet for korte HRT.

Kuldioksid-akkumulering i fuldt recirkulerede anleeg og betydning af vands hardhed 33



Referencer

Dalsgaard, J., Lund, I., Thorarinsdottir, R., Drengstig, A., Arvonen, K., Pedersen, P.B., 2013. Farming
different species in RAS in Nordic countries: Current status and future perspectives. Aquac.
Eng. 53, 2-13. https://doi.org/10.1016/j.aquaeng.2012.11.008

Danley, L., Kenney, P.B., Hankins, A., 2005. Effects of Carbon Dioxide Exposure on Intensively
Cultured Rainbow Trout Oncorhynchus mykiss : Physiological Responses and Fillet Attributes. J.
World Aquac. Soc. 36, 249—-261. https://doi.org/10.1111/j.1749-7345.2005.tb00329.x

Good, C., Davidson, J., Welsh, C., Snekvik, K., Summerfelt, S., 2010. The effects of carbon dioxide
on performance and histopathology of rainbow trout Oncorhynchus mykiss in water recirculation
aquaculture systems. Aquac. Eng. 42, 51-56. https://doi.org/10.1016/j.aquaeng.2009.11.001

Hosfeld, C.D., Engevik, A., Mollan, T., Lunde, T.M., Waagbg, R., Olsen, A.B., Breck, O., Stefansson,
S., Fivelstad, S., 2008. Long-term separate and combined effects of environmental hypercapnia
and hyperoxia in Atlantic salmon (Salmo salar L.) smolts. Aquaculture 280, 146—153.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2008.05.009

Khan, J.R., Johansen, D., Skov, P.V., 2018. The effects of acute and long-term exposure to CO2 on
the respiratory physiology and production performance of Atlantic salmon (Salmo salar) in
freshwater. Aquaculture 491. https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2018.03.010

Klykken, C., Reed, A.K,, Dalum, A.S., Olsen, R.E., Moe, M.K., Attramadal, K.J.K., Boissonnot, L.,
2022. Physiological changes observed in farmed Atlantic salmon (Salmo salar L.) with
nephrocalcinosis. Aquaculture 554, 738104. https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2022.738104

Martins, C.I.M., Eding, E.H., Verdegem, M.C.J., Heinsbroek, L.T.N., Schneider, O., Blancheton, J.P.,
d’'Orbcastel, E.R., Verreth, J.A.J., 2010. New developments in recirculating aquaculture systems
in Europe: A perspective on environmental sustainability. Aquac. Eng. 43, 83-93.
https://doi.org/10.1016/j.aquaeng.2010.09.002

Minarova, H., Palikova, M., Kopp, R., Maly, O., Mares, J., Mikulikova, I., Papezikova, |., Piacek, V.,
Pojezdal, L., Pikula, J., 2023. Nephrocalcinosis in farmed salmonids: diagnostic challenges
associated with low performance and sporadic mortality. Front. Vet. Sci. 10.
https://doi.org/10.3389/fvets.2023.1121296

Skov, P.V., 2019. COz in aquaculture. Fish Physiol. 37, 287-321.
https://doi.org/10.1016/bs.fp.2019.07.004

Smart, G.R., Knox, D., Harrison, J.G., Ralph, J.A., Richard, R.H., Cowey, C.B., 1979.
Nephrocalcinosis in rainbow trout Salmo gairdneri Richardson; the effect of exposure to elevated
CO2 concentrations. J. Fish Dis. 2, 279-289. https://doi.org/10.1111/j.1365-
2761.1979.tb00170.x

Kuldioksid-akkumulering i fuldt recirkulerede anleeg og betydning af vands hardhed 34






BERIMEIS
A GING
Universitet

DTU Aqua
Henrik Dams Allé

2800 Kongens Lyngby

www.aqua.dtu.dk



	Kolofon
	Forord
	Resumé
	Abstract
	Baggrund og rationale
	Formål
	Effekter af opløst CO2 og vands hårdhed på vækst og foderudnyttelse
	Metoder og resultater
	Vækstforsøg
	Appetit
	Appetitregulerende hormoner
	Histologi og mineralaflejringer


	Sygdomspatologi
	Metoder og resultater
	Dødelighed og smitte
	Histologi


	Monitering og prøvetagning fra opdræt
	Metoder og resultater
	Forekomst af nephrocalcinose
	Geografisk variation i vands hårdhed
	CO2-målinger


	Afgasning af CO2 og potentiale for automatisering
	Metoder og resultater
	Afgasningskapacitet og effektivitet


	Diskussion og konklusion
	Referencer



