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Sammendrag

Fem grupper presmolt Atlantisk laks (Salmo salar L.) ble gitt ulike dietter basert
pa for tilsatt enten EPA/DHA konsentrat (K), ansjosolje (AO) eller rapsolje (RO).
Foringsforsgket varte i 84 dager, hvor tre diettgrupper inngikk i et crossover
forsgk. Gruppe 1 fikk en diett tilsatt K i 42 dager og deretter en diett tilsatt RO til
dag 84, gruppe 2 fikk en diett tilsatt AO i 42 dager og deretter en diett tilsatt RO
til dag 84 mens gruppe 3 fikk en diett tilsatt RO i 42 dager og deretter en diett
tilsatt K til dag 84. I tillegg var to kontrollgrupper inkludert. Den ene fikk et for
tilsatt K, mens den andre fikk et for tilsatt RO, gjennom hele féringsforsgket

Formalet med oppgaven var a studere hvordan
fettsyresammensetningene i de ulike fortypene pavirket fiskens vekst og
fettsyresammensetning i muskel, blodplasma og rgde blodlegemer (RBC). I
tillegg skulle det undersgkes om fettsyresammensetning i foret pavirket
utviklingen av saponinindusert enteritt (stressrespons) hos fisken.

Resultatene viste ingen signifikante forskjeller i vekt- eller lengdegkning
mellom diettgruppene med unntak av ved dag 21. Undersgkelsene viste at
fettsyresammensetningen i muskel og plasma, men ikke i régde blodceller ble
pavirket av fettsyresammensetningen i foret. Nivdet av EPA og DHA i muskel
forandret seg i foringsforsgkene, og reflekterte fettsyresammensetningen i foret.
Resultatene indikerte at DHA var mer konservert enn EPA i plasma og RBC, og
antydet et metningsniva for DHA og minimumsnivaer for DHA og EPA i de to
blodfraksjonene. Det ble ikke observert tydelig enteritt hos noen av fiskene i de
tre stressforsgkene, selv ikke med hgyeste dose saponin. Arsaken til dette kan
veere kvaliteten pad saponinet eller maten det ble tilfgrt foret. Fisk fra
kontrollgruppe RO viste antydninger til mer redusert enterocytt vakuolisering
sammenlignet med fisk fra kontrollgruppe K, under stresstest ved dag 84 i
foringsforsgket. Dersom dette er reelt, kan det tyde pa at laks foret eksklusivt
med for tilsatt RO er mer sensitiv for saponininduserte skader i tarm. Dette ma
imidlertid undersgkes naermere.

Fisken hadde darlig appetitt de fgrste tre ukene, noe som antas a ha
pavirket bade vekst og fettsyresammensetning i fisken. Dette skyldes trolig at
stgrrelsen pa forsgksfiskene var for liten til & gke fra 2mm til 3mm forpellets. Det
viste seg vanskelig d& tappe blod i tilstrekkelig volum fra individene ved de
tidligste prgveuttakene, noe som gjorde det vanskelig a utfgre flere
analyserunder fra samme prgveuttak. Videre fungerte ikke analysemetoden for
direktemetylering av plasma og RBC tilfredsstillende, da den gav hgye
standardavvik og til dels mye bakgrunnsstgy.

IX



1. Introduksjon

1.1 Posisjonen til oppdrettet Atlantisk laks

Produksjonen innen akvakultur har gkt globalt over de siste 25 drene. Den har
statt for brorparten av gkningen i den totale produksjonen av fisk i samme
periode (se figur 1), og bidrar med naer 50 % av fisk produsert som mat til

humant konsum (Ytrestgyl et al.,, 2015; FAO, 2016).
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Figur 1: Bidragene fra henholdsvis akvakultur og villfangst, til den totale
produksjonen av fisk globalt, mellom 1985 og 2014, malt i tonn og prosent (FAO,
2016)

FN forventer at verdens befolkning skal gke til 9 milliarder innen 2050. Nar
hovedandelen ville fiskebestander samtidig er utnyttet til, eller forbi sin
baerekraftige grense, kan det antas at akvakultur vil styrke sin rolle i akvatisk
matproduksjonen over de kommende tidr. (FAO 2012, Ytrestgyl et al., 2015).
Salmonider regnes som hgy-verdi arter, og utgjgr totalt 14 % av global
fiskerihandel (FAO, 2014). Norge er en ledende nasjon innen oppdrett av
Atlantisk laks (Salmo salar L.). I Norge har lakseoppdrett vaert en kommersiell
suksess, med en gkning fra 1000 til 1,2 millioner tonn over 45 ar (Hersoug,
2015). Dette har resultert i en nasjonal industri, posisjonert som verdens stgrste
produsent av  Atlantisk laks (Neerings og fiskeridepartementet,

www.fisheries.no).



1.2 Endringer i forsammensetning

Dyrs utvikling og vekst avhenger av rett ernzering. Hva som til enhver tid kan
anses som rett, vil variere gjennom livslgpet, samt mellom arter og ulike
individer (for oversikt, se Mejdell & Nilsen, 2016). For 25 ar siden var marine
rastoffer hovedkilden til proteiner og lipider i norsk lakseoppdrett (Torrisen et
al, 2011). Produksjonen av fiskemel og fiskeolje har vert stabil fra 1988 til
2002, og deretter synkende (Shepherd & Jackson, 2013). Den sterke veksten i
lakseoppdrett i samme periode har presset frem et skifte mot alternative
vegetabilske ravarekilder, som soyakonsentrat og rapsolje. I 2000 var andelen
marine oljer og mel henholdsvis 31,1 % og 33,5 %. I 2013 var disse verdiene
redusert til henholdsvis 10,9 % og 18,3 % (figur 2). Globalt konsumerer
akvakultur 75 % av produsert fiskeolje, og er sammen med produksjonen av
humant kosttilskudd de stgrste markedskreftene bak prisutviklingen (FAO,
2014, Shepherd & Bachis, 2014).
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Figur 2: Viser endringer i forsammensetning hos for til norsk lakseoppdrett,
mellom 1990 og 2013 (Ytrestgyl et al., 2015).

Den totale andelen marine ravarer i foret sank fra 90 % i 1990 til under 30 % i
2013 (Ytrestgyl et al., 2015). For norsk lakseoppdrett er rapsolje det primare
vegetabilske substituttet for fiskeolje, og i 2012 var rapsolje eneste planteoljen i
bruk (Ytrestgyl et al., 2015). Dette skyldes at n-6/n-3 forholdet i rapsolje er
relativt lavt sammenlignet med andre aktuelle vegetabilske oljer som har en

forsvarlig ravarepris.



Disse endringene har reist spgrsmal rundt behovet for essensielle
fettsyrer. Mellom annet angdende mengden langkjedede n-3 fettsyrer (LC n-3
HUFA), og forholdet mellom n-3 og n-6 fettsyrer, i for og filet. Atlantisk laks er en
karnivor art, hvor den naturlige dietten er basert pa fisk og krepsdyr (Renkawitz
& Sheehan, 2011). Planterdvarer er dermed ikke & anse som en naturlig del av
laksens diett. Det betydelige skiftet i forsammensetning siden 1990 vil videre
kunne ha biologiske konsekvenser for Atlantisk laks (Ytrestgyl et al, 2014,
Mejdell & Nilsen, 2016). Samtidig er tilgangen pa kilder til LC n-3 HUFA en
utfordring dersom man skal opprettholde de ernaeringsmessig gode kvalitetene
til Atlantisk laks, som komponent i humant kosthold (Torrisen et al, 2011,
Jensen et al, 2012). Det er ngdvendig for oppdrettsnaeringen a tilegne seg
kunnskap som kan styrke baerekraften i produksjonen (Torrisen et al., 2011).

I denne oppgaven var hensikten a undersgke effekten av dietter med
store ulikheter i innholdet av omega-3 og omega-6 fettsyrer, pa
fettsyresammensetningen i muskel og ulike fraksjoner av blod, samt hvordan

dette pavirker fiskens evne til 3 handtere stress.

Delmal:

1. Produsere for med ulike oljer, basert pa tgrre pellets fra Biomar.

2. Gjennomfgre et crossover-forsgk hvor tre ulike diettgrupper gis hvert sitt
for, tilsatt henholdsvis EPA/DHA konsentrat (K), ansjosolje (AO) eller
rapsolje (RO) i seks uker, hvorpa gruppene gitt for tilsatt K og AO deretter
far et for tilsatt RO, mens gruppen gitt for tilsatt RO far et for tilsatt K i de
seks pafglgende ukene (figur 7).

3. Gjennomfgre et kontrollforsgk hvor to kontrollgrupper a 20 fisk far hvert
sitt for, tilsatt henholdsvis EPA/DHA konsentrat eller rapsolje i 12
sammenhengende uker (figur 7).

4. Sammenligne vekt- og lengdeutvikling mellom diett- og
kontrollgruppene.

5. Analysere fettsyresammensetningen i muskel, plasma og rgde
blodlegemer (RBC) for de ulike diett- og kontrollgruppene pa seks ulike

tidspunkt, og sammenligne nivaet av utvalgte fettsyrer i disse gruppene.



6. Gjennomfgre stresstester med fisk fra de ulike diettgruppene, for a
undersgke en eventuell sammenheng mellom fettsyresammensetningen i

foret, og fiskens evne til a tdle stress (figur 8,9 og 10).



2. Bakgrunn

2.1 Fettsyrer

Strukturelt er fettsyrer karboksylsyrer, hvor hydrokarbonkjeden er flankert av
én karboksyl- og én metylgruppe. Det er normalt et partall C-atomer (fra 12-22) i
fettsyrer (FA) hos hgyerestdende organismer. Marine og anadrome organismer,
som eksempelvis Atlantisk laks, har relativt stor andel FA med lang
hydrokarbonkjede (20C-22C), deriblant eikosapentaensyre (EPA) og
dokosaheksaensyre (DHA). Laverestdende organismer, som eksempelvis
bakterier, er normalt opphavet til FA med ett oddetall C-atomer, samt

kortkjedede (<12 C-atomer) FA.

2.1.2 Nomenklatur

Ved navnsetting av FA tas det utgangspunkt i antall C-atomer, samt antall
dobbeltbindinger (db) og deres plassering. C-atomene kan vzre bundet til
hverandre med enkelt eller dobbeltbinding (inntil 6 db pr FA). FA med kun
enkeltbindinger kalles mettet. FA med henholdsvis en eller flere (=2) db kalles
énumettede og flerumettede. For navnsetting etter db tas det utgangspunkt i
karboksylenden, hvor C-atom 2 og 3 (medregnet C-atomet i COOH gruppen)
kalles a og [3, og siste C-atom (C-atomet i CH3 gruppen) w eller n. Plasseringen
benevnes med A, eller n-. Eksempelvis forteller det systematiske navnet 20:5n-3
(EPA) at fettsyren har 20 C-atomer og 5 db, hvor dobbeltbindingen naermest CH3
enden er lokalisert mellom tredje og fjerde C-atom. Intakte FA har alltid to
enkeltbindinger mellom dobbeltbindingene. 1 oppgaven oppgis FA med
trivialstruktur, trivialnavn og forkortelse (som 18:3n-3, a-linolensyre, ALA og

18:2n-6, linolsyre, LA).

2.2 Egensyntese av LC HUFA

Essensielle fettsyrer (EFA) er FA som ma tilfgres via dietten. Behovet for EFA
varierer mellom ulike arter. Med unntak av kaninfisken (Siganus canaliculatus),
kjenner man ikke til andre marine fiskearter med egensyntese av langkjedede,
hgyt flerumettede fettsyrer (LC HUFA) fra 18C forlgpere (Tocher et al., 2006; Li
et al, 2010). LC HUFA som arakidonsyre , eikosapentaensyre og
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dokosaheksaensyre, regnes dermed som essensielle for disse (Sargent et al,
1999). Studier indikerer pa den andre siden at ferskvanns- og anadrome arter
kan utfgre denne egensyntesen med utgangspunkt i 18:3n-3 og 18:2n-6, slik
beskrevet av Henderson & Tocher (1987).

Evnen til egensyntese av LC HUFA er relatert til enzymer som katalyserer
viktige reaksjoner i biosyntesen av fettsyrer. Dette gjelder spesielt
tilstedevaerelsen av A5- and A6-desaturase, i kombinasjon med ulike enzymer for
elongering. Lokalisert i endoplasmatisk retikulum, katalyserer desaturase-
enzymene dannelsen av en ny dobbeltbinding mellom to karbonatomer i
hydrokarbonkjeden ved a fjerne to hydrogenatomer. Elongeringsenzymene
forlenger hydrokarbonkjeden ved a katalysere en reaksjon hvor acetyl-CoA
legges til. (Tocher, 2003, Monroig et al., 2011a). De samme enzymene inngar i
syntesen av bade n-3 og n-6 fettsyrer (se figur 3). A12- and A15-desaturase

finnes kun i planter, inkludert planteplankton.

18:1n-9
.
:A::-dcs;nurusc
' - AP-desaturase
18:2n-6====<=-=-- * 18:3n-3
¢ rase o ) “ ¢ rase
lnn&‘m;, _________ AC deSAMrASEmeemmmenn “lorn:dsg
. -

’ A Y
20:2n-6 18:3n-6 18:4n-3 20:3n-3
". ------------- clongase-=====s=ssmus ".
A-desaturase® v K A¥-desaturase

, ’
20:3n-6 20:4n-3

Y

20:4n-6 20:51-3
------------- clongase--=====ssnux
clongase \ clongase
24:4n-6+——22:4n-6 22:5n-3 = 24:5n-3
A'-desaturase  feeeeeeee A'- desaturasee--------- A’-desaturase
24:5n-6 "8 22:5n-6 22:6n-3 *=="24:61-3

Figur 3: Mulige veger for biosyntese av LC HUFA i fisk, med utgangspunkt i
18:3n-3 og 18:2n-6 (Monroig et al.,, 2011a).

Fettsyrene 22:4n-6 og 22:5n-3 kan omdannes direkte til 22:5n-6 og 22:6n-3,

katalysert av A4-desaturase. Dette enzymet er kun funnet i kaninfisk



(oppsummert i Monroig et al, 2011b), men A6-desaturase muliggjgr en
alternativ rute kalt Sprecher pathway (se figur 3 og Sprecher, 2002). Her
elongeres fgrst fettsyrene fra 22 til 24 C-atomer, fgr A6-desaturase katalyserer
dannelsen av en ny db og hydrokarbonkjeden kortes ned til 22 karbonatomer
ved -oksidasjon i peroxiomene (se figur 3).

Anadrome arter, som Atlantisk laks, migrerer fra ferskvann til saltvann
etter smoltifisering, og returnerer sa tilbake til ferskvann for a gyte. Aktiviteten
til A6-desaturase er stgrst i ferskvann, og reduseres etter migrasjonen til
saltvann. Studier har vist at uttrykkingen av enkelte ngkkel-enzymer beskrevet
over, gker nar andelen planteingredienser i foret gar opp (Morais et al,, 2009).
Disse tilpasningene eliminerer dog ikke behovet for tilfgrsel av LC n-3 HUFA via
foret, dersom man gnsker a opprettholde de hgye nivaene i fisk. (Takeuchi et al.,

1990; Monroig et al., 2011a; Monroig et al., 2010; Hastings et al., 2004).

2.3 Fettsyrer og helse

2.3.1 Kort angaende human helse

En av de fgrste tegnene pa feilernzering hos pattedyr er immunsuppresjon
(Hudson et al., 1974). Det er dokumentert flere helsefremmende effekter av a
inkludere LC n-3 HUFA i humant kosthold, og kun et utvalg blir nevnt i dette
avsnittet. Generelt er det vist at selv en mindre gkning kan redusere
kardiovaskuleere sykdommer, og at 2,7 g (EPA+DHA) per dag er ngdvendig for a
oppna en anti-inflammatorisk effekt (Cleland et al, 2006). n-3 HUFA er viktig for
nevrologisk, retinal og motorisk utvikling (Innis, 2007a; Innis 2007b; Swanson,
2012; Singh, 2005). I tillegg kan de ha positiv effekt pd "Attention Deficit
Hyperactivity Disorder” (ADHD) og fungere som monoterapi for barn med ADHD
(Singh, 2005; Gow et al, 2015). Det er indikert at LC n-3 HUFA har positive
effekter pd mild Alzheimer sykdom (Swanson et al., 2012), mild kognitiv svikt
(Oulhaj et al., 2016), og kan redusere risikoen for lidelser relatert til fedme
(Abeywardena & Belobrajdic, 2016). Den gkte inklusjonen av vegetabilske oljer i
for til Atlantisk laks reduserer mengden LC n-3 HUFA i filet, noe som til en viss
grad forringer ernzeringsverdien for mennesker. Likevel er oppdrettslaks

fremdeles en god kilde til EPA og DHA (Jensen et al.,, 2012). Et positivt aspekt ved
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a erstatte fiskeoljer i foret med vegetabilske oljer, er at innholdet av miljggifter

reduseres (Bell et al., 2005).

2.3.2 Fiskehelse

Tilstrekkelige verdier av EPA og DHA i ulike vev, har betydning for fiskehelsen
(Sargent et al., 2002). Et studie pa Dorade (Sparus aurata L.) viser at mangel pa
n-3 HUFA i diett fgrer til cellulaer og humoral immunsuppresjon (Montero et al.,
2004). Erdal et al. (1991) peker pa de samme effektene hos Atlantisk laks.

Ruyter et al. (2000) gjennomfgrte et studie pa lakseyngel, som indikerer
et behov for 0,5 % til 1 % EPA+DHA for a opprettholde god vekst. Et nylig
langtidsstudie har estimert behovet til 4 veere mellom 2,7 % og 3,4 % (Rosenlund
etal, 2016). Det er dog papekt at 2,7 % er for lite hvis hjerne, rgde blodlegemer
(RBC) og retina skal opprettholde nivdet av DHA (Sissener et al., 2016a). Effekten
av omega-3 fettsyrer pa vekst stgttes ogsd av Thompson et al. (1996). Andre
studier viser at fiskeolje i for kan erstattes fullt ut med vegetabilske oljer uten at
det gir en signifikant endring i vekst (Bell et al., 2001; Bell et al., 2002; Bell et al,,
2005; Regeost et al., 2004). Et studie som fulgte oppdrettslaks gjennom en hel
produksjonssyklus fant ingen signifikant forskjell i vekst mellom grupper foret
med 100 % vegetabilsk olje og 100 % fiskeolje i den fgrste halvdelen av
perioden, men gruppen foret med vegetabilsk olje oppnddde bedre vekst senere i
forsgket (Torstensen et al, 2005). I sistnevnte studie var hovedkilden til
proteiner i foret fiskemel Siden fiskemel inneholder noe fiskeolje, kan det tenkes
at dette har dekt fiskenes basale behov for LC n-3 HUFA under forsgket. Den
vegetabilske oljeblandingen inneholdt 15 % linolje, som er rik pa 18:3n3. Dette
kan ha bidratt til & dekke behovet for n-3 HUFA gjennom egensyntese, i stgrre
grad enn hvis oljetilsettingen hadde bestatt av rapsolje alene.

Det er vist at sveert lave nivaer EPA+DHA i for (< 0,1 %) gir gkt dgdelighet
hos Atlantisk laks (Ruyter et al., 2000). En nylig utgitt rapport viste at fisk gitt for
med 1,7 % EPA+DHA hadde bedre overlevelse i sjg nar fisken ble stresset
gjentatte ganger ved handtering, sammenlignet med gruppene av fisk gitt 0,2 %
og 1 % EPA+DHA i foret (Ruyter et al. 2016). Et storskala-forsgk i sjg, med
hgyere nivaer av EPA+DHA i forsgksforene, konkluderte med at en nedgang fra 8

% til 5 % ikke fgrte til forringelse av fiskehelsen (Sissener et al, 2016b), da



hverken vekst eller dgdelighet var signifikant forskjellig mellom gruppene. Den
primare helseutfordringen i dette forsgket var PD og gjelleinfeksjoner. Dette
stgttes av Waagbg et al. (2013), som heller ikke fant noen relasjon mellom FA
sammensetningen i foret og mottagelighet eller dgdelighet under PD utbrudd. Et
studie av Thompson et al. (1996) indikerer gkt resistens mot infeksjon med
Aeromonas salmonicida og Vibrio anguillarum, samt sopp, for Atlantisk laks foret
med gkt mengde LC n-3 HUFA. Det er videre pavist at redusert mengde EPA og
DHA gav gkt prevalens av melanin-flekker i muskel (Sissener et al., 2016b), gkt
dgdelighet ved kaldtvanns vibriose (Salte et al., 1988), samt at gkt mengde EPA
og DHA gav gkt celleveggstyrke (Erdal et al., 1991).

Litteraturen peker pa noen negative fiskehelserelaterte effekter av LC n-3
HUFA. @kt inklusjon av vegetabilske oljer og proteiner er vist a ha positiv effekt
pa beinhelse hos postsmolt (Fjelldal et al., 2010). Erdal et al. (1991) paviste
signifikant hgyere dgdelighet ved smitte med Yersinia ruckerii, signifikant lavere
produksjon av antistoff ved vaksinering, samt degenerative endringer i hjerte- og
skjelettmuskulatur hos Atlantisk laks foret med gkt mengde LC n-3 HUFA.

Brandsen et al, (2003) fant signifikante forskjeller i
motstandsdyktigheten mot Vibrio anguillarum mellom ulike diettgrupper, men

fant ingen direkte sammenheng med spesifikke FA.

2.3.3 Fettsyrederivater

Inflammasjon er en viktig egenskap for organismens evne til & opprettholde god
helse og homeostase, og kjennetegnes av smerte , funksjonstap, hevelse, rgdhet
og varme. En av de viktigste rollene til LC HUFA er som forlgpere til eikosanoider
og resolviner. Dette er biologiske signalmolekyler involvert i reguleringen av
innflammasjonsrespons. Hvilke derivater som kan dannes, samt deres funksjon,
varierer mellom EPA, DHA og ARA (se figur 4, 5 og 6 for ulike derivater og

signalveger).



DHA

5-LOX (Acetylated)-COX-2 Acetylated-COX-2 15-L0X 12&15-LOX
7-HDHA EFOX 17R-H(p)DHA 175-H{p)DHA 14.H(p)OHA
{ (eFoxD) <\ <\ {
EFOX S-LOX  16R,17R-epoxide S-LOX 165,17S-epoxide Maresins
(7-ox0-DHA) l intermediate l intermediate (MaR1)

AT-D-series  AT-Protectins  D-series  Protectins
Resolvins (AT-(N)PD1)  Resolvins  ((N)PD1)
(AT-RvD1-6) (RvD1-6)

Figur 4: Eikosanoider og resolviner derivert fra dokosaheksaensyre, samt ulike
signalveger (Modifisert fra Dyall et al., 2015).

{(Acetylated)-COX-2 Acetylate -\CO‘X-Z COX-1/2 5-LOX CYPA4S0
EFOX 18S-H(p)EPE  18R-H(p)EPE PGH, S-H(p)EPE 18R-HEPE
(EFOX-D,) / } / \ }
5-L! PG,  5-LOX  SHEPE 5-LOX
/| \ i I v
: TXA d
AT-E-Series Resolvins s LTA, 5-HEDH  E-Series
¥ ‘i 4 * ‘ Resolvins
AT-18S-RvE2 AT-RvE2 (RVE1'3)
I.TA‘H LTA.H EFOX
/ \ | (sooem)
AT-185-RvE1l AT-RvE1l LTBﬁ

Figur 5: Eikosanoider og resolviner derivert fra eikosapentaensyre, samt ulike
signalveger (Modifisert fra Dyall et al., 2015)
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Arachidonic acid in
cell membrane phospholipids

l Phospholipase A,

Free arachidonic acid
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|
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Figur 6: Eikosanoider derivert fra arakidonsyre, samt ulike signalveger (Calder,
2009).

Eikosanoider er en samlebetegnelse som innebefatter prostaglandiner,
tromboksaner, leukotriner og hydroksyeicosatetraensyre (beskrevet av Calder,
2006), som dannes i en prosess hvor (hovedsakelig) ARA og EPA er substrater
for cyclooxygenaser (COX) og 5-lipoxygenase (LOX). Metabolitter fra FA-COX
danner prostaglandiner og tromboksaner, mens FA-LOX metabolitter danner
leukotriner, hydroxy- og hydroperoxy-derivater (Wall et al, 2010). Grovt kan
man si at derivater fra LC n-6 HUFA virker pro-inflammatorisk, og derivater fra
LC n-3 HUFA anti-inflammatorisk, men flere studier har pekt pa unntak (Calder,
2009). Eksempelvis inhiberer ARA-deriverte PGE2 bade tumor necrosis factor og
interlukin-1 (TNF-a og IL-1), som begge er proinflammatoriske (Simopoulos,
2002). Samtidig har man sett at PGE2 i fgrste del av en inflammasjonsrespons
stimulerer produksjonen av proinflammatoriske leukotriner (LT4), mens den
etter hvert gjgr et skifte mot gkt promotering av antiinflammatoriske lipoxiner
(LX4) (Levy et al, 2001). PGE2 er med andre ord et eksempel pa at de
regulatoriske egenskapene til LC n-6 HUFA og LC n-3 HUFA ikke ngdvendigvis
kun er pro, eller anti.
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Forholdet mellom de ulike FA-forlgperne i membraner vil reflektere FA
sammensetningen i dietten. EPA er foretrukket foran ARA som substrat for COX
og LOX, og gkt mengde EPA hemmer dermed dannelsen av ARA-derivater, slik
beskrevet i Simopoulos, 2002 og Wall et al., 2010, samtidig som den gir opphav
til andre serier av eikosanoider, med en annen virkning en de fra ARA. EPA-
deriverte eikosanoider er ofte mindre potente enn de ARA-deriverte, men heller
ikke dette er en absolutt regel da eksempelvis PGE 3 og PGE 2 er like potente
inhibitorer av IL- f og TNF- o produksjon, mens LTB 4 (i de fleste tilfeller) er
mer potent enn LTB 4 i neutrofiler (Goldman et al., 1983; Miles et al., 2002;
Calder, 2009).

EPA (og i stgrre grad DHA) har anti-inflammatorisk effekt ved a pavirke
syntesen av inflammatoriske cytokiner (De Caterina et al., 1994) gjennom a
endre pa transkripsjonsfaktorer (Lo et al., 1999).

Resolviner er sammen med protektiner, en mer nylig oppdaget gruppe
signalmolekyler, og deles inn i E-series (EPA deriverte) og D-series (DHA
deriverte). De er antiinflammatoriske og virker pa dendrittiske celler,
makrofager, T celler og neutrofiler (oppsummert av Serhan et al., 2008). Spesielt

viktig er resolviner for gjenopprettingen av homeostase etter inflammasjon.

2.4 Saponininduserte skader

Soyamel er en viktig vegetabilsk kilde til protein i laksefor. I dag brukes
soyamelkonsentrat med redusert konsentrasjon av ulike antinaeringsstoffer. Et
kjent antineeringsstoff er saponiner, varmestabile amfipatiske glykosider, som
finnes i ulike vegetabilske ravarer og trolig bidrar i plantenes forsvarsverk mot
patogener (Morrissey & Osbourn, 1999). Saponiner i mindre kvantum fungerer
som immunstimulanter i adjuvanser (Estrada et al, 2000), har antiviral (Simoes
et al, 1999), og antifungal (Escalante et al, 2002) effekt, samt stimulerer til
bedre vekst hos lakseyngel (Gu et al., 2015). I stgrre mengder fgrer soyasaponin i
laksefor til forstyrrelse av neeringsopptak (Refstie et al., 1998), senking av
kolesterolniva i plasma (Gu et al., 2014), samt en dose avhengig enteritt hos
Atlantisk laks (Krogdahl et al., 2015). I sistnevnte studie gav doser fra 2-4 g/kg

for (95 % rent soyasaponin) inflammasjon i baktarm. Det er foreslatt at de
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patologiske endringene kan skyldes at soyasaponiner gker permeabiliteten i
membranene slik at ugnskede elementer trenger inn (Knudsen et al, 2007;
Knudsen et al., 2008). Enteritt kjennetegnes ved fortykkelse av lamina propria
gjennom infiltrasjon av inflammatoriske celler, redusert enterocytt vakuolisering
og forkorting av folder. Soyasaponin-indusert enteritt hos laks er normalt
forbundet med baktarm, slik beskrevet i Bakke et al. (2000) og Knudsen et al
(2007). Det er foreslatt at soyamel-indusert enteritt kan gi systemiske fglger og

gkt mottakelighet for furunkulose (Krogdahl et al., 2000).

i
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Bilde 1: Bildet

viser sapbr;iﬁihdusert e‘r‘{tel:i't-t\“.pélllaks: etter syil dagers foring ed
for tilsatt 20 % fett-ekstrahert soya (Bakke A. M., pers com.). Bidet er tatt med
10x forstgrrelse, og scalebar er 50 pum.
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3. Materialer og metoder

3.1 Kjemikalier
Fglgende Kkjemikalier var fra Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Tyskland):
Butylhydroxytoulene 299,0 %, (B1278), Dichlormethane 99,9 % (32222N),
Etanol 299,8 % (32221), Etanol 296 % (24106), Eukitt® (03989), Formaldehyd
>34,5 % (15512), Heptan 299 % (32287), Saltsyre 237 % (30721) Kaliumklorid
299,5 % (60130), Metanol 299,8 % (32213), Natriumklorid 299,5 % (71380),
Svovelsyre 95-97 % (30743).

Fglgende kjemikalier var fra Merck KGaA (Tyskland): Alcian blue 8 GX
(C.1.74240).

Fglgende kjemikalier var fra Thermo Fischer Scientific Inc., (USA):
Shandon™ instant Eosin (6765040), Shandon™ instant Hematoxylin (6765015).

Fglgende kjemikalier var fra andre produsenter: Benzokain (519389)
ACD Pharmaceuticals AS (Norge), Histo-clear (5989-27-5) National Diagnostics
Inc (England), Natrium heparin (367869) BD (Storbritannia), Parafin Histowax®
(00403) Histolab Products AB (Sverige), Soyasaponin 80 % rent, (batchnummer
CY150215) Xi'an Zebang Biologial Technology co LTD (Kina).

GC-standarder fra Supelco Analytical, Bellefonte (USA): PUFA 1 (47033),
PUFA 2 (47015-U), PUFA 3 (47058-U). GC-standarder fra Nu-Chek Preo Inc.
Elysan (USA): GLC411.

Foringredienser: EPA/DHA konsentrat (EPAX 6000 TG/N) EPAX Norway
AS (Norge), Rapsolje (Eldorado) Unil AS (Norge), Ansjosolje Nordic Pharma Inc.
AS (Norge), Palmeolje Urtegaarden AS (Danmark).

3.2 Forsgksfisk og betingelser
Forsgket ble utfgrt ved Havbruksstasjonen i Tromsg AS, med Atlantisk laks
(Salmo salar L.) av Q-TRL stamme fra Aqua Gen AS, Hemne. Klekkingen foregikk i
Havbruksstasjonens lokaliteter fra 08.02-2015, med startféring 16.05-2015. Det
ble ikke foretatt vaksinering.

Fisken gjennomgikk en akklimatiseringsperiode pa to dager, hvor den ble
sultet mens temperaturen ble gkt fra 8 °C til 10 °C fgr forsgksstart ved dag 0
(29.03-2016). Det ble benyttet 3 kar a 500 L, og 3 kar a 100 L, alle fylt med
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ferskvann. Sirkulerende vannstrgm besgrget rensing. Oksygeninnhold og
temperatur ble overvaket, og vannstrgm justert etter behov. Vanntemperaturen
var 10 °C og lysregimet 24 timer lys gjennom hele forsgket. Fisken ble foret med
disk-feedere i 15 minutter pr time mellom klokken 14:00 og 08:00. Formengden
ble beregnet ut fra biomasse, og justert etter appetitt. Det ble ikke observert

dgdelighet i forsgksperioden.

3.3 For

Ved startforing i mai 2015 ble fisken gitt Nutra ST i starten av maneden, fgr
overgang til Nutra XP. Frem til september ble det fgrst gitt Nutra XP og deretter
Nutra Olympic 1,5 mm. Fra September til forsgksstart ble det fgrst gitt Nutra

Olympic 1,5 mm og deretter Nutra Olympic 2 mm.

Tabell 1: Sammensetning i for fra Skretting AS. Ved startforing i mai 2015 ble
fiskene gitt Nutra ST i starten av maneden, fgr overgang til Nutra XP. Frem til
september ble det fgrst gitt Nutra XP og deretter Nutra Olympic 1,5 mm. Fra
September til forsgksstart ble det fgrst gitt Nutra Olympic 1,5 mm og deretter
Nutra Olympic 2 mm. Overfgring mellom fortypene fulgte anbefalinger fra
Skretting AS.

Innhold Nutra ST Nutra XP Nutra Olympic 1,5/2/3 mm
Fiskestgrrelse g 0,12-0,40 0,12-3,5 5-20/15-60/40-200
Protein % 57-60 53 49-52/48-51/47-50
Fett % 18 18 21/22/23

NFE* % 2-4 6-8/7-9%** 11-13

Fiber % 0,6-4,5 0,1-2,0 0,6-4,5

Aske % 11-12 8-9 10-11

Brutto energi M]/kg 21-22 18 22-23

Vitamin-D IU/kg 2250 2250 2200

Vitamin-E mg/kg 300 340 200

Vitamin-C mg/kg 1000 1000 200

Pigment** mg/kg 0 0 5/5,7%**

Flyt % 10-25 5-20

*Nitrogenfrie ekstrakter ~ ***6-8 % NFE i 0,5 og 1 mm, og 7-9 % NFE i 0,7 mm pelletstgrrelse.
**Astaxanthin (Ax) k5 mg/kg Axi1,5 og 2 mm, og 5,7 mg/kg Ax i 3 mm pelletstgrrelse.
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Nutra Olympic 2 mm er i oppgaven omtalt som 0-for.  Neeringsinnholdet
varierte mellom ulike fortyper (tabell 1).

Ravareinnholdet i Nutra ST er oppgitt til & veere fiskemel, fiskeolje,
soyaproteinkonsentrat, hvetegluten og hvete. Ravareinnholdet i Nutra XP er
oppgitt til & veere fiskemel, hvetegluten, fiskeolje, maisgluten og krillmel.
Ravareinnholdet i Nutra Olympic er oppgitt til & veere fiskemel, fiskeolje, soya
protein konsentrat, hvetegluten, rapsolje, hvete, solsikkemel.

Ifglge Siri Tgmmeras, produktsjef settefisk og smolt ved Skretting AS
(pers. com. epost 15.09.2016), har Skretting et krav om at EPA+DHA skal utgjgre
minimum 10 % av fettet i for til settefisk, samt at n-6/n-3 ratio skal ligge mellom
0,80g1,0. Forsgksforet ble fremstilt ved a tilfgre tgrre, 3 mm pellets (Biomar

AS, Danmark) ulike oljer. Sammensetningen i tgrre pellets er oppgitt i tabell 2.

Tabell 2: Sammensetning i tgrre pellets (3mm) fra Biomar AS (Danmark).

Formula %
Fiskemel Low Temperature | 18,4
Fiskemel South American 22,5
Krill (56 % protein) 2,5
Soya SPC*>62 % (non gmo) | 15,0
Sunflower Expeller 3,5
Hvetegluten 15,0
Hvete 4.9
Hvetemel 15,9
Mono-kalsium fosfat 1,2
Krystallinske aminosyrer 1,9
Vitaminer og mineraler 0,9
Pigment** (40 mg/kg) 0,004
Fuktighet 6,8
Energi (M]/kg) 26,0
Protein 50,4
Fett 5,9
Aske 8,8
Fosfor - total 1,4
*Soya protein konsentrat

**Astaxanthin

Forsgksoljene, 118,75 g (rapsolje, ansjosolje eller EPA/DHA konsentrat),
palmeolje, 6,25 g og BHT (200 ppm) ble overfgrt til en rundkolbe (3 L) sammen
med 500g tgrre pellets. Rundkolben ble deretter koblet til en rotavapor (IKA
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RV10 control, CVC3000 vacuubrand, VWR, PA, USA) (60 rpm, 1000 mbar) med
vannbad (40 °C). Etter to og ett halvt minutt ble trykket redusert til 100 mbar i
to minutter, fgr trykket raskt ble hevet tilbake til 1000 mbar ved bruk av en
ventil. Rundkolben ble sa koblet av rotavaporen og satt pa is i 20 minutter.
Ferdig for ble overfgrt til en plastkasse med lokk for kjglig lagring (8 °C).

[ stressforet ble saponin blandet med tre ulike oljetilsettinger i en rotator
(Stuart SB3, Bibby Scientific Lt., Staffordshire, Storbritannia). For stresstest ved
dag 1 og 21 bestod oljetilsettingen av 40 % ansjosolje og 60 % rapsolje. For
stresstest ved dag 84 var oljetilsettingen enten EPA/DHA konsentrat eller

rapsolje. Olje og saponin ble tilsatt rundkolbe like fgr kobling til rotavapor.

3.4 Foringsforsgk

Ved dag 0 ble 600 fisk fordelt pd tre kar a 200 individer. Det ble foretatt en
visuell sortering av rgkter, hvor individer med skjgnnsmessig avvik fra gnsket
giennomsnittlig vekt pa 30 g ble fjernet. Det ble ved dag 0 gjennomfgrt
individmaling av vekt og lengde for 10 fisk, som O-prgver for vekt- og
lengdeutvikling. Hvert kar representerte én diettgruppe, og ble merket med
fargekode samt navn pa fortype som skulle gis.

Fgrste uttak av prgver til analyse av fettsyresammensetning ble gjort ved
dag 1. Ved dag 42 ble det gjennomfgrt en crossover (se figur 7) hvor
oljetilsettingen i foret ble byttet om. Diettgruppe K/RO fikk fér tilsatt EPA/DHA
konsentrat fra dag O til dag 42, og deretter for tilsatt rapsolje fra dag 42 til dag
84. Diettgruppe AO/RO fikk for tilsatt ansjosolje fra dag O til dag 42, og deretter
for tilsatt rapsolje fra dag 42 til dag 84. Diettgruppe RO/K fikk for tilsatt rapsolje
fra dag O til dag 42, og deretter for tilsatt EPA/DHA konsentrat fra dag 42 til dag
84. De tre fortypene med ulik oljetilsetting er betegnet som "forsgksfor”. Fisken

ble foret med forsgksfor fra og med dag 0.

3.5 Kontrollforsgk
Ved dag 42 ble det som nevnt foretatt en crossover av fortyper. To

kontrollgrupper a 20 fisk ble imidlertid sortert ut fra henholdsvis diettgruppe
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K/RO og RO/K. Disse ble blekkmerket (Panjet needleless injector, Wright Health
Group Ltd., Dundee, Scotland) mellom bukfinnene med Alcian blue og overfgrt
slik at de fikk samme for tilsatt henholdsvis EPA/DHA konsentrat eller rapsolje

gjennom hele forsgksperioden pa 84 dager. Dette er markert med grgnn og rgd

pil ved dag 42 i figur 7.
Dag1 Dag6 Dag 14 Dag 21 Dag 42 Dag 63 Dag 84
Crossover
K RO
1.
2 AO RO
RO K

3.

Figur 7: Oversikt over forsgksoppsett for forforsgket, fra uttak til analyse av
fettsyresammensetning ved dag 1, til forsgkets avslutning ved dag 84. Ved dag
42 ble det gjennomfgrt en crossover, hvor oljetilsettingen i foret ble byttet om.
Diettgruppe K/RO fikk for tilsatt EPA/DHA konsentrat fra dag 0 til dag 42, og
deretter for tilsatt rapsolje fra dag 42 til dag 84. Diettgruppe AO/RO fikk for
tilsatt ansjosolje fra dag 0 til dag 42, og deretter for tilsatt rapsolje fra dag 42 til
dag 84. Diettgruppe RO/K fikk for tilsatt rapsolje fra dag 0 frem til dag 42, og
deretter for tilsatt EPA/DHA konsentrat fra dag 42 til dag 84. Ved dag 42 ble to
kontrollgrupper pa 20 fisk, fra henholdsvis diettgruppe K/RO og RO/K, merket
med blekkmerking i buken og overfgrt til motsatt diettgruppe, slik at de fikk
samme oljetilsetting i foret gjennom hele forsgksperioden pa 84 dager (markert
med rgd og grgnn pil ved dag 42).

3.6 Stressforsgk

Ett stressforsgk ble gjennomfgrt for hver av tidspunktene: dag 1, 21 og 84, ved at
soyasaponin ble tilsatt foret. Ved dag 1 og 21 ble 5 fisk fra hver diettgruppe tatt
ut for prgvetaking av midttarm og baktarm til histologi. Ved dag 84 ble 5 fisk fra

hver kontrollgruppe tatt ut for prgvetaking av midttarm og baktarm til histologi.
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Disse prgvene fra tarm, ved dag 1, 21 og 84, fungerte som O-prgver i
stressforsgkene.

Ved dag 1 og 21 ble 15 fisk fra hver av diettgruppene overfgrt til nye kar
pa 100L. Ved dag 84 ble 15 fisk fra hver av de to kontrollgruppene overfgrt pa
samme Vis.

Ved angitte tidspunkt ble det tatt ut 5 fisk for prgvetaking. Det ble tatt
prgver av midttarm og baktarm for histologi. For stresstest ved dag 1 ble
prgvene tatt ved dag 1+3, 1+6 og 1+9 (figur 8), for dag 21 ved dag 21+5, 21+8 og
21+13 (figur 9), og for dag 84 ved dag 84+6, 84+9 og 84+12 (figur 10).

— ‘ Dag1 Dag1+3 Dag1+6 Dag 1+9
15 fisk fra hver diettgruppe | L 1 1 ]
overfgres til nye, I K & /
gruppespesifikke Kar, og gis ’

for tilsatt saponiner.

5 fisk pr kar:
. Prgveuttak, tarm til histologi.

Figur 8: Forsgksoppsett til stressforsgk ved dag 1. 15 fisk fra hver av
diettgruppene ble overfgrt til nye kar. Fisk i hvert av de tre karene ble gitt for
tilsatt oljeblanding med 40 % ansjosolje og 60 % rapsolje, samt soyasaponiner.
Saponin ble gitt i doser pa 4 g/kg for for diettgruppe K/RO, 6 g/kg for for
diettgruppe AO/RO, og 8 g/kg for for diettgruppe RO/K. Ved dag 1+3, 1+6 og 1+9
ble det tatt ut 5 fisk fra hvert kar til prgvetaking. I tillegg ble 5 fisk fra hver
diettgruppe tatt ut ved dag 1 for prgvetaking (0-prgver).

Dag21: Dag 21 Dag 21+5 Dag21+8 Dag21+13
15 fisk fra hver diettgruppe | _ L 1 1 ]
overfgres til nye, i I \ & /
gruppespesifikke kar, og gis ‘

for tilsatt i

- 5 fisk pr Kar:
. Prgveuttak, tarm til histologi.

Figur 9: Forsgksoppsett til stressforsgk ved dag 21. 15 fisk fra hver av
diettgruppene ble overfgrt til nye kar. Fisk i hvert av de tre karene ble gitt for
tilsatt oljeblanding med 40 % ansjosolje og 60 % rapsolje, samt soyasaponiner.
Saponin ble gitt i doser pa 8 g/kg for for diettgruppe K/RO, 12 g/kg for for
diettgruppe AO/RO, og 20 g/kg for for diettgruppe RO/K. Ved dag 21+5, 21+8 og
21+13 ble det tatt ut 5 fisk fra hvert kar til prgvetaking. I tillegg ble 5 fisk fra
hver diettgruppe tatt ut ved dag 21 for prgvetaking (0-prgver).
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For stresstest ved dag 1 og 21 ble fisken gitt et for med 40 % ansjosolje og
60 % rapsolje, tilsatt ulike doser saponin (figur 8 og 9). For stresstest ved dag 1
(figur 8) ble det gitt tre ulike doser soyasaponin (4 g/kg, 6 g/kg og 8 g/kg for).
Det ble ogsa gitt tre ulike doser (8 g/kg, 12 g/kg og 20 g/kg for) for stresstest
ved dag 21 (figur 9). For stresstest ved dag 84 (figur 10) ble det gitt for tilsatt
EPA/DHA konsentrat med 8g/kg for soyasaponin til kontrollgruppen som hadde
fatt EPA/DHA for gjennom hele foringsforsgket. Til kontrollgruppen som hadde
fatt RO for gjennom hele foringsforsgket, ble det gitt et for tilsatt RO og 8 g/kg
for soyasaponin. Prgveuttak av tarm for histologi ble gjort etter féring over 6, 9

og 12 dager med stressfor.

Daen ‘ Dag 84 Dag 84+6 Dag84+9 Dag84+12
15 fisk fra hver kontrollgruppe | | 1 1 ]
overfgres til nye, | | \ & /
gruppespesifikke Kar, og gis for
tilsatt saponiner.
5 fisk pr kar:
Prgveuttak, tarm til histologi.

Figur 10: Forsgksoppsett til stressforsgk ved dag 84. 15 fisk fra hver av
kontrollgruppene ble overfgrt til nye kar pa. Fisk i karene ble gitt stressfor tilsatt
saponiner i henholdsvis EPA/DHA konsentrat (kontrollgruppe K) og rapsolje
(kontrollgruppe RO). Begge typer stressfor var tilsatt soyasaponiner (8 g/kg for).
Ved dag 84+6, 84+9 og 85+12 ble det tatt ut 5 fisk for prgvetaking. I tillegg ble 5
fisk fra hver kontrollgruppe tatt ut ved dag 84 for prgvetaking (0-prgver).

3.7 Oppsett fortester
Det ble gjennomfgrt to tester for a undersgke betydningen av pelletstgrrelse for
fiskenes vekst. Begge testene var underlagt de samme ytre betingelser som

hovedforsgket, med unntak av karvolum som her var pa 100 L.

3.7.1Test1

Ved dag 42 ble tre grupper a 10 fisk, en gruppe fra hver av diettgruppene, tatt
over i 10 L bgtter og bedgvd med Benzokain (0,15 ml/l vann). Fisken ble
deretter veid og overfgrt til nye kar, hvor de ble satt tilbake pa 0-for (Nutra
Olympic 2 mm, Skretting AS, Stavanger, Norge). Etter 15 dager pa 2 mm for ble
fisken veid pa nytt.
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3.7.2 Test 2

Etter endt hovedforingsforsgk ble det satt opp et nytt féringsforsgk for a
undersgke effekten av pelletstgrrelse (2 mm og 3 mm) pad vekst hos fisk
tilsvarende de minste individene (<26 g) ved oppstart av hovedforsgket. To
grupper a 15 fisk, fra samme generasjon og stamme, og underlagt samme
forregime fra startforing til dag 0, ble overfgrt til hvert sitt kar. Den ene gruppen
fikk viderefgrt foring med 0-for (Nutra Olympic 2 mm), mens den andre gruppen
ble gitt Nutra Olympic 3 mm (Skretting AS, Stavanger, Norge). Bulkvekt av
samtlige fisk i hvert kar ble veid ved dag 6, 9, 12 og 19. Individmaling av lengde

og vekt ble utfgrt ved dag 1 og 27.

3.8 Prgveuttak

I crossoverforsgket ble det tatt ut fisk fra alle diettgruppene for maling av lengde
og vekt, samt prgvetaking til analyse av fettsyresammensetning, ved dag 1, 14,
21, 42, 63 og 84. Ved dag 1 og 21 ble det fra de samme individene ogsa tatt ut
prgver av tarm til histologi. I tillegg ble det malt lengde og vekt ved dag 6. Fra
kontrollgruppene ble det gjort ett uttak for maling av lengde og vekt, samt
prgveuttak til analyse av fettsyresammensetning og histologi ved dag 84. Uttaket
fra kontrollgruppene ved dag 84 kom i tillegg til uttaket fra diettgruppene i
crossoverforsgket som ble giennomfgrt samme dag.

Ved alle prgveuttak ble 5 individer fra hver gruppe havet ut av karene og
overfgrt til en beholder med ferdigblandet overdose Benzokain (0,4 ml/l vann).
Nar fisken ikke lengre viste tegn til liv ble den pafgrt slag mot hode fgr maling av
lengde og vekt. Ved prgveuttak ble det tatt ut prgver fra blod og muskel til
analyse av fettsyresammensetning.

Blodprgver ble tatt fra halevenen (Vena caudalis) ved bruk av natrium-
heparin vacutainere. Etter blodoppsamling ble vacutaineren rotert for hand i
omlag 10 sekunder, og satt pa is, fgr uttak av muskel- og tarmprgver. Etter endt
prgveuttak ble blodet sentrifugert (Multifuge 1 S-R, Heraeus, Thermo electron
corporation, Osterode, Tyskland) ved 3000 rpm i 10 minutter, slik at prgven ble
separert i en plasmafraksjon gverst, og en cellefraksjon nederst i rgret.

Plasmafraksjonen ble pipettert over i eppendorfrgr, mens cellefraksjonen ble
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igjen i vacutaineren. Begge fraksjonene ble oppbevart over natt i kjgleskap, fgr
tilsetting av 84 pl metanol med BHT (0,05 mg/ml), per ml prgve (plasma og
cellefraksjon), og videre lagring pa -80 °C.

Ved muskelprgver ble hel filet tatt ut, skinnet fjernet, muskel overfgrt til
50ml Falconrgr og satt pa is. Etter endt prgveuttak ble prgven lagret ved -80 °C.

Det ble tatt ut prgver av tarm til histologi ved starten av hvert
stressforsgk (dag 1, 21 og 84), og deretter pd ulike dager etter foring med
stressfor (se punkt 3.6). For dag 1 og 21 ble histologiprgvene tatt fra fem
individer i hver diettgruppe. For dag 84 ble histologiprgvene tatt fra fem
individer i hver kontrollgruppe. Tverrsnittede prgver fra midttarm og baktarm
ble lagt i histologikassetter for fiksering pa 10 % formalin i 24 timer. Deretter ble
kassettene vasket med fosfatbufret saltvann og lagret pa 70 % etanol. Fiksering
og lagring foregikk i kjgleskap. Fisk ble ikke sultet fgr prgveuttak, og samtlige

prgver ble merket med forsgksnummer, individ, kar, tidspunkt og vevstype.

3.9 Analyser

3.9.1 Fettekstraksjon fra for

Fett fra for ble ekstrahert slik beskrevet i Folch et al. (1957). Analysen ble utfgrt
med tre paralleller. Pellets ble knust i morter og 1g veid ut for overfgring til
teflonrgr. Diklormetan:metanol (2:1), 19 ml, ble tilsatt fgr risting i 40 minutter
ved romtemperatur med ristemaskin (Multi Reax, Heidolph, Tyskland). Deretter
ble prgvene sentrifugert (Multifuge 1 S-R ) pa 4500 g i 15 minutter, og filtrert
over i nye teflonrgr ved bruk av glasstrakt og Whatman® foldefilter (2150 mm).
Glasstrakt ble byttet mellom hver fortype, og tgrket mellom hver prgve.
Foldefilter ble byttet mellom hver prgve.

Etter d ha tilsatt 4 ml 0,9 % NaCl ble prgven ristet i 20 sekunder med
vortex (REAX 2000, Heidolph, Tyskland), og sentrifugert (Multifuge 1 S-R) pa
2000 g i 10 minutter. Den nederste fasen, vannfasen, ble pipettert ut med
glasspipette, mens den organiske fasen ble overfgrt til forhdndsveide rundkolber
(100 ml). Kolben ble koblet til rotavapor (IKA RV10 control, CVC3000
vacuubrand) med vannbad (100 mbar, 20 rpm, 30 °C), inntil alt Igsemiddel var

fordampet og det ekstraherte fettet 1d igjen i kolben. Kolben ble veid pa nytt, og
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fettprosent beregnet etter fglgende formel: ((Rundkolbe med fett -
Rundkolbe)/1 g prgve) * 100 %

3.9.2a Metylering av ekstrahert fett

Metylering av fettsyrene i det ekstraherte fettet fra for, ble gjennomfgrt som
beskrevet av Stoffel et al. (1959). Fgrst ble fett lgst til 10 mg/ml med 2:1
DCM:MeOH. 100 pl ble sa pipettert over til duran rgr og tilsatt 2 ml H2SO04 (2 %) i
metanol, samt 0,9 ml DCM, fgr varming i varmeblokk (BT3, Grant Instruments
Ltd., Cambridge, England) ved 100 °C i 60 minutter. Etter varmebehandling ble
det tilsatt 3,5 ml NaCl (5 %) og 3,5 ml heptan fgr risting i 30 sekunder med
vortex (REAX 2000). Heptanfasen ble overfgrt til 4 ml glassrgr, og dampet tgrr

med N; gass.

3.9.2b Direktemetylering

Pa analysedagen ble prgver tatt opp og tint i romtemperatur. Det ble foretatt en
direktemetylering av fett i réde blodlegemer, plasma og muskel, som beskrevet
av Dulavik et al.,, (1998). For muskel ble hel filet homogenisert med Ultra-Turrax
(IKA, Staufen, Tyskland). 200 mg prgve ble overfgrt til duran rgr, tilfgrt 8 ml 2 M
HCl i MeOH tilsatt BHT (0,05 %), og satt til varming i varmeblokk (BT3) ved 110
°C i 120 minutter. Etter avkjgling ble prgven overfgrt til 50ml Falcon rgr og
tilfart N2 gass til om lag 50 % av prgven var fordampet. Destillert vann (4 ml) og
20 ml heptan ble tilsatt, rgret ristet i 20 sekunder med vortex (REAX 2000) og
videre sentrifugert (Multifuge 1 S-R) pa hgyeste hastighet i fire minutter. 4 ml av
heptanfasen ble overfgrt til 4 ml glassrgr, og dampet tgrr med N; gass.

Plasma ble sentrifugert (Centrifuge, 5417R, Eppendorf AG, Hamburg,
Tyskland) pa 15000 rcf i 10 minutter for a sikre at plasma var fri for cellerester,
for korrekt prgvevolum ble pipettert ut. For bade plasma og cellefraksjon ble 50
ul prgve overfgrt til duran rgr, tilfgrt 1 ml 0,5 M HCL MeOH og varmet i
varmeblokk (BT3) eller varmebad (SW 22, Julabo GmbH, Seelbach, Tyskland) pa
70 °C i 60 minutter. Innholdet overfgrtes sa til 15 ml Falcon rgr, og ble tilsatt 1
ml KCI, 1 ml destillert vann og 2 ml heptan fgr sentrifugering (Multifuge S-R) pa
1000 g i fem minutter. Heptanfasen ble overfgrt til eppendorf rgr (2 ml) med
pipette, og sentrifugert (Centrifuge 5417R, Eppendorf AG) pda 20817 rcf i fem

minutter. Hele innholdet ble deretter pipettert over i 4 ml glassrgr, og dampet
23



tgrr med N gass.

For for, muskel og blod ble det metylerte fettet avslutningsvis lgst i 50 pl
heptan (100 pl for forprgvene), overfgrt til analysergr, og satt til analyse pa
gasskromatograf med helium som barergass. Maskinen (Agilent 6890N, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA), benyttet CP7419 50 m x 0,25 mm
kapilleerkolonne (Varian Inc. Middelburg, Nederland). Kromatogrammene for
hver enkelt prgve ble sammenlignet opp mot kjente standarder (PUFA 1, PUFA 2,
PUFA 3, GLC 411), og fettsyrer identifisert pa bakgrunn av sin unike
retensjonstid. Det ble kjgrt blanke prgver (heptan) for hver analyserunde. Det
ble i tillegg gjennomfgrt fullstendige analyser av blanke prgver (heptan), for a

detektere hvilke utslag pa kromatogrammet som var forarsaket av metoden.

3.9.3 Histologi

Histologikassetter med vevsprgver, lagret pa etanol (70 %), ble overfgrt til
fremfgringsmaskin (Citadel 2000, Thermo Scientific, Cheshire, Storbritannia) for
innstgpning i parafinvoks. Deretter ble kassettene tatt ut og overfgrt til maskin
for innstgpning i blokker (EG1150H, Leica biosystems GmbH, Wetzlar,
Tyskland). Prgvene ble skjeert til om ngdvendig, stilt pa hgykant og stgpt inn i en
blokk av parafinvoks, fgr rask nedkjgling pa kjgleplate (CP-4, Axel Johnson Lab
System, Sverige).

Ferdig stgpte blokker ble sa snittet i snitt pd 5pm med microtom
(RM2235, Leica biosystems GmbH), lagt i vannbad (42 °C) for utretting, og
overfgrt til objektglass. Objektglass med snitt ble satt i avtrekksskap over natt,
og tarket i tarkeskap (60 °C i 60 minutter) fgr farging med eosin og hematoxylin.
Farging med hematoxylin og eosin ble gjort med en 16-trinns fargemaskin
(ST4020, Leica biosystems GmbH), fgr dekkglass ble pdlimt med Eukitt®.
Histologiske snitt ble analysert slik beskrevet i Krogdahl et al. (2015).

3.9.4 Statistikk og databehandling

Alle data ble behandlet med Excel©, 2010 (Microsoft Corporation, NM, USA).

For undersgkelser av eventuelle signifikante forskjeller, ble det benyttet en-
faktor variansanalyse (Anova). Denne ble beregnet i Excel med
tilleggsprogrammet Statplus© 2016 (AnalystSoft Inc., CA, USA ), og ulikheten

mellom grupper ble betegnet signifikant dersom p<0,05. En forutsetning for
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beregningene er antagelsen om at innsamlede data fra forsgket var

normalfordelte.
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4. Resultater

4.1 Lengde og Vekt

4.1.1a Vektutvikling for fisk i de ulike diettgruppene
Figur 11 viser utviklingen i gjennomsnittlig vekt for fisk i de tre diettgruppene
K/RO, AO/RO og RO/K, samt gjennomsnittlig vekt ved dag 0. Malingene ble

gjennomfgrt ved 7 ulike tidspunkt over en periode pa 84 dager.

Gjennomsnittlig vekt

90

80 i

70 ] EK/RO
c
% 60 I AO/RO
> 50 I ' i RO/K

20 w

Dag0 Dag6 Dagl4 Dag21 Dag42 Dag63 Dag84

Figur 11: Vektutvikling for hver av de tre diettgruppene, over en
foringsperiode pa 84 dager. Vekt ved dag 0 er basert pa uttak av 10 fisk
for overfgring ved dag 0. n=10 for alle tidspunkt, foruten dag 6 (n=5) og
dag 14 (n=6). Forskjeller tilsvarende p<0,05 ble regnet som signifikante.
**For dag 21 var gruppe RO/K signifikant forskjellig fra gruppe AO/RO.

Resultatene viste en vektgkning for diettgruppene fra 31,4 g ved dag 0, til 83,4 g
(K/RO), 81,8 g (AO/RO) og 83,3 g (RO/K ) ved dag 84. Den prosentvise veksten
gjennom hele forsgket var for de respektive gruppene henholdsvis 165,6 %
(RO/K), 160,5 % (AO/RO) og 165,3 % (RO/K). Det ble ikke pavist signifikante
forskjeller (p<0,05) mellom de ulike gruppene, med unntak av for dag 21. Her
var gruppe RO/K signifikant forskjellig fra gruppe AO/RO. For gruppene K/RO
og AO/RO var det en tilsynelatende reduksjon i vekten mellom dag 0 og dag 21,
mens det for RO/K var det en liten vektgkning i samme periode. Det ble ikke

pavist signifikant vektgkning i gruppene mellom dag 0 og dag 21.
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4.1.1b Lengdeutvikling for fisk i de ulike diettgruppene
Figur 12 viser utviklingen i gjennomsnittlig lengde, for fisk i de tre diettgruppene
K/RO, AO/RO og RO/K, samt gjennomsnittlig lengde ved dag 0. Mdlingene ble

gjennomfgrt ved 7 ulike tidspunkt over en periode pa 84 dager.

Gjennomsnittlig lengde

BK/RO

{IE—— N
=13 2 gl L m | | | RO/K
12 ‘ ‘ \ ‘ ‘ | # 0-prgve
11 : | | | | | ;

10 -

Dag0 Dag6 Dagl4 Dag2l1 Dag42 Dag63 Dag?84

e

Figur 12: Lengdeutvikling for hver av de tre diettgruppene, over en
foringsperiode pa 84 dager. Lengde ved dag 0 er basert pa uttak av 10 fisk
for overfgring ved dag 0. For dag 6, 21 og 42 er n=5, for dag 14 er n=6,
mens n=10 for de resterende. Forskjeller tilsvarende p<0,05 ble regnest
som signifikante. **For dag 21 var gruppe RO/K signifikant forskjellig fra
gruppe AO/RO.

Resultatene viste en gkning i lengde for diettgruppene fra 13,6 cm ved dag 0, til
18,0 cm (K/RO), 18,1 cm (AO/RO) og 18,2 cm (RO/K) ved dag 84. Den
prosentvise lengdegkningen gjennom hele forsgket var for de respektive
gruppene henholdsvis 32,4 % (RO/K), 33,1 % (AO/RO) og 33,8 % (RO/K). Det
ble ikke pavist signifikante forskjeller (p<0,05) mellom de ulike gruppene, med
unntak av for dag 21, hvor det var en signifikant forskjell mellom gruppene
AO/RO og RO/K. For gruppe AO/RO var det en tilsynelatende reduksjon i
lengden mellom dag 0 og dag 21, mens det for K/RO og RO/K var det en liten
lengdegkning i samme periode. Det ble ikke pavist signifikant lengdegkning i

gruppene mellom dag 0 og dag 21.
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4.1.2 Vekt/lengde utvikling gjennom forsgksperioden
Figur 13 illustrerer utviklingen i vekt/lengde for de tre diettgruppene K/RO,
AO/RO og RO/K, samt 0-fisk. Mdlingene ble gjennomfgrt ved 5 ulike tidspunkt

over en periode pa 84 dager.

21

Vekt/lengde utvikling

®Dag 0
®Dag 21 K/RO

4Dag21AO0/RO

N

* Dag 21 RO/K
® Dag 42 K/RO

4Dag 42 AO/RO

Lengde (cm)
[e)}

ol

* Dag 42 RO/K
*Dag 63 RO/K
4Dag 63 AO/RO

® Dag 63 K/RO

ODag 84 K/RO
ADag 84 AO/RO

©Dag 84 RO/K

10 30 50 Vet (g) 70 90 110

Figur 13: Sammenheng mellom vektgkning og lengdegkning ble
undersgkt ved a plotte vekt mot lengde for de tre diettgruppene. Denne
sammenhengen gir et inntrykk av kondisjonsfaktor for individene. Hver
prikk representerer ett individ. n=10 for hver gruppe ved hvert tidspunkt.

Resultatene tydet pa at fiskene ikke vokste fra dag 1 til dag 21. Fra dag 21
indikerte resultatene en gradvis stgrre spredning mellom de ulike tidspunktene.
@kningen i vekt/lengde utvikling var tilneermet linezer frem til dag 63, hvorpa

den linezere utviklingen avtok noe frem mot dag 84
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4.1.3 Vektutvikling for fisk i kontrollgruppene
Figur 14 viser gjennomsnittlig vekt for fisk i kontrollgruppene RO og K ved dag
42 og 84.

Gjennomsnitlig vekt for kontrollgruppene

R § /
= D

Dag 42 Dag 84

Figur 14: Gjennomsnittlig vekt av fiskene i kontrollgruppene RO og K ved
dag 42 og 84. For dag 42 var n=20 (totalt antall fisk pr kontrollgruppe).
Ved dag 84 var n=5.

Vekten ved dag 42 var 42,5 g (K) og 41 g (RO). Vekten ved dag 84 var 91,3 g (K)
og 83,2 g (RO). Resultatene viste en prosentvis vektgkning for kontrollgruppene
gjennom hele foringsforsgket pa 190,8 % (K), og 165,0 % (RO). Det er da tatt
utgangspunkt i en gjennomsnittlig vekt pa 31,4 g ved dag 0, slik vist under punkt
4.1.1a. I tidsrommet mellom merking av kontrollgruppene ved dag 42, og dag 84

viste gruppene en prosentvis vektgkning pa 114,8 % (K) og 103,2 % (RO).
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4.1.4 Vektutvikling ved fortest 1

Figur 15 viser gkning i gjennomsnittlig vekt for fisk i diettgruppene K/RO,
AO/RO og RO/K ved dag 42 og dag 42+15, under test 1 av pellet-stgrrelse. Fra
dag 0 til dag 42 hadde fiskene fatt 3mm pellets. Dag 42 representerer
tidspunktet hvor 10 fisk fra hver av diettgruppene ble overfgrt til mindre kar for
tilbakefgring til 0-for (Nutra Olympic, 2 mm). Dag 42+15 representerer
tidspunktet 15 dager etter dag 42.

Gjennomsnittlig vekt - fortest 1

43
41
39
mK/RO
T 35

33 —
31 i

Dag 42 Dag 42+15

\

Vek

\AO/RO
% RO/K

Figur 15: Individvekt basert pd bulkvekt for hver av de tre diettgruppene,
ved test 1 av pellet-stgrrelse. 10 fisk fra hver diettgruppe ble ved dag 42
tilbakefgrt til 0-for over en foringsperiode pa 15 dager. n=10.

Vekten ved dag 42 var 30,0 g (K/RO), 29,5 g (AO/RO) og 32,5 g (RO/K). Vekten
ved dag 42+15 var 38,4 g (K/RO), 38,2 g (AO/RO) og 39,2 g (RO/K). Resultatene
viste en prosentvis vektgkning pa 28,0 % (K/RO), og 29,5 % (AO/RO), og 20,6 %
(RO/K).
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4.1.5 Vektutvikling ved fortest 2

Figur 16 viser gkning i gjennomsnittlig vekt for fisk i testgruppene gitt Nutra
Olympic med enten 3 mm eller 2 mm pellet-stgrrelse. Malingene ble gjennomfgrt
ved seks ulike tidspunkt over en periode pa 27 dager. Malingene ved dag 1 og 27

ble basert pa individdata, mens de resterende malingene ble basert pa bulkvekt.

Gjennomsnittlig vekt - fortest 2

*
30
25 ] X
C
- =3mm
5 20
> H 2mm
15 -
10 B T T T

Dag1 Dag 6 Dag9 Dag 12 Dag 19 Dag 27

Figur 16: Vektutvikling for hver av de to testgruppene, over en
foringsperiode pa 27 dager, ved test av 2 mm og 3 mm pellet-stgrrelse
(Nutra Olympic, produsert av Skretting AS). Forskjeller tilsvarende
p<0,05 ble regnet som signifikante. n=10 *Gruppen foéret med 2 mm
pellets viste signifikant vektgkning fra dag 1 til dag 27.

Vekten ved dag 1 var 22,6 g (3 mm) og 21,8 g (2 mm). Vekten ved dag 27 var
23,5 g (3 mm) og 27,0 g (2 mm). Resultatene viste en prosentvis vektgkning for
gruppene gjennom hele perioden pa 4,0 % (3 mm), og 23,9 % (2 mm).
Resultatene for gruppen foret med 3 mm pellet viste ingen signifikant forskjell
(p<0,05) mellom vekten pa dag 1 og dag 27. Derimot var det en signifikant
forskjell mellom vekten ved dag 1 og dag 27, for gruppen foret med 2 mm pellet.

Det ble ikke padvist noen signifikant forskjell mellom gruppene ved dag 27.
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4.2 Fettinnhold og fettsyresammensetning

4.2.1a Fettinnhold i de ulike fortypene

Tabell 3 viser det totale fettinnholdet i de ulike fortypene, malt i prosent.
Resultatene viste at fettinnholdet for de ulike fortypene var 22,0 % for 0-for,
(Nutra Olympic 2 mm), 24,0 % for for tilsatt EPA/DHA konsentrat, 22,3 % for for

tilsatt ansjosolje og 24,0 % for for tilsatt rapsolje.

Tabell 3: Fettinnhold, malt som prosent av total vekt, i de ulike fortypene. n=3.

Fortype Fett ( %)
0-For, Nutra Olympic 2mm 22,0
For tilsatt EPA/DHA konsentrat | 24,0
For tilsatt ansjosolje 22,3
For tilsatt rapsolje 24,0
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4.2.1b Fettsyresammensetningen i de ulike fortypene
Tabell 4 viser fettsyreprofilen til de ulike fértypene malt i prosent, med

standardavvik.

Tabell 4: Fettsyreprofilen (areal %) i de ulike fortypene, gitt som gjennomsnitt
og standardavvik. X viser summen av gjennomsnittene for ulike fettsyregrupper,

samt totalt FA innhold. n=3. -: ikke detektert.

For tilsatt For tilsatt For tilsatt Nutra .
Fettsyre . . . Olympic

konsentrat ansjosolje rapsolje

2 mm

14:0 1,2+0,1 7,3+0,1 0,7+0,1 51+0,1
16:0 8005 20,6 £0,2 6,3+0,1 13,5+0,1
18:0 4,6+0,3 38+0,1 1,60 2,6 +0,0
X mettet 13,8 31,7 8,6 21,2
16:1n-7 1,9+£0,1 81+0,1 06+0,1 54+0,0
18:1n-9 11,4+£0,5 109+1,1 399+05 294+0,3
18:1n-7 32+0,2 29+0,0 2,2+0,0 3,3+0,2
20:1n-9 4,1+0,1 4,2+0,0 1,4+0,1 54+0,0
Y enumettet 20,6 26,1 44,1 43,5
18:2n-6 4,0+0,2 4,5+0,4 13,6+0,2 11,4+0,0
20:4n-6 1,7+0,0 1,0+£0,0 - -
X n-6 5,7 5,5 13,6 11,4
18:3n-3 0,8+0,0 1,0£0,1 52+0,1 4,3+0,1
20:5n-3 30,3+0,5 15,3+0,1 09+0,1 7,1+0,0
22:5n-3 32+0,1 1,6 +0,0 - 1,1+0,1
22:6n-3 22,1+0,3 11,3+0,1 1,2+0,1 6,3+0,1
Xn-3 56,4 29,2 7,3 18,8
X LCn-3 55,6 28,2 2,1 14,5
Xn-6/Xn-3 0,1 0,2 1,9 0,6
X FA 96,5 92,5 73,6 94,9

Summen av n-6 fettsyrer var 5,7 % (K), 5,5 % (AO), 13,6 % (RO), og 11,4 % (0-
for). Summen av n-3 fettsyrer var 56,4 % (K), 29,2 % (AO), 7,3 % (RO), og 18,8 %
(0-for). Summen av LC n-3 fettsyrer var 55,6 % (K), 28,2 % (AO), 2,1 % (RO), og
14,5 % (0-for). n-6/n-3 ratioen var 0,1 (K), 0,2 (AO), 1,9 (RO), 0,6 (0-for).
Prosentandelen 20:5n-3 i de ulike typene for var 30,3 % (K), 15,3 % (AO0), 0,9 %
(RO), 7,1 % (0-for). Prosentandelen 22:6n-3 i de ulike typene for var 22,1 % (K),
11,3 % (AO), 1,2 % (RO), 6,3 % (0-for).
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4.2.2a Fettsyresammensetningen i muskel fra fisk i diettgruppene

Tabell 5 viser fettsyreprofilen i muskel, fra fisk i diettgruppen gitt for tilsatt
EPA/DHA konsentrat frem til dag 42, og deretter for tilsatt rapsolje frem til dag
84.

Tabell 5: Utviklingen av fettsyreprofilen (areal %) i muskel fra fisk i diettgruppen
gitt for tilsatt EPA/DHA konsentrat frem til dag 42, og deretter for tilsatt rapsolje
til dag 84. Gjennomsnitt for hver fettsyre malt i prosent med standardavvik, samt
summen (X) av gjennomsnittene for ulike fettsyregrupper og total FA. n=5

Fettsyre Dag 1 Dag 14 Dag21 Dag 42 Dag 63 Dag 84
14:0 44+01 40+02 41+x03 31x03 26+x06 180,22
16:0 143+05 143+19 13,1x0,7 132+09 13612 122+0,8
18:0 35+02 42x14 3503 47+06 5606 4305
X mettet 22,2 22,5 20,7 21,0 21,7 18,2
16:1n-7 5601 5102 5505 40+04 3408 220,22
18:1n-9 243+1,4 22506 24924 192+17 256+29 36924
18:1n-7 3601 34x04 3401 33+03 3202 3001
20:1n-9 56+0,7 5602 60x04 49204 4405 41072
X enumettet 39,0 36,6 39,8 31,4 36,7 46,2
18:2n-6 80+x02 76+x04 80+x05 6703 81+x04 11,308
20:4n-6 06+01 0601 03x04 0901 0801 0601
X n-6 8,6 8,3 8,2 7,6 8,9 11,9
18:3n-3 23+01 2201 2302 18+01 20+01 31%0,3
20:5n-3 41+05 51+x14 44+19 9823 8311 44=+1,1
22:5n-3 1,7+02 19+04 1,7+04 3,005 2704 15%0,3
22:6n-3 142+18 154+14 132+16 182+20 144+14 10519
Xn-3 22,4 24,7 21,6 32,7 27,5 19,5

X LCn-3 20,0 22,5 19,2 30,9 25,4 16,4

X n-6/Xn-3 0,4 0,3 0,4 0,2 0,3 0,6

X FA 92,2 92,1 90,3 92,7 94,8 95,8

Summen av n-6 fettsyrer sank fra 8,6 % til 7,6 % mellom dag 1 og 42, fér den
steg til 11,9 % ved dag 84. Summen av n-3 fettsyrer steg fra 22,4 % til 32,7 %
mellom dag 1 og 42, fgr den sank til 19,5 % ved dag 84. Summen av LC n-3
fettsyrer steg fra 20,0 % til 30,9 % mellom dag 1 og 42, fgr den sank til 16,4 %
ved dag 84. Prosentandelen 20:5n-3 steg fra 4,1 % til 9,8 % mellom dag 1 og 42,
far den sank til 4,4 % ved dag 84. Prosentandelen 22:6n-3 steg fra 14,2 % til 18,2
% mellom dag 1 og 42, fgr den sank til 10,5 % ved dag 84.
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Tabell 6 viser fettsyreprofilen i muskel fra fisk i diettgruppen gitt for tilsatt

ansjosolje frem til dag 42, og deretter for tilsatt rapsolje frem til dag 84.

Tabell 6: Utviklingen av fettsyreprofilen (areal %) i muskel fra fisk i diettgruppen
gitt for tilsatt ansjosolje frem til dag 42, og deretter for tilsatt rapsolje frem til
dag 84. Gjennomsnitt for hver fettsyre malt i prosent med tilhgrende
standardavvik, samt summen (X) av gjennomsnittene for ulike fettsyregrupper
og total FA. n=5

Fettsyre Dag1 Dag 14 Dag21 Dag 42 Dag 63 Dag 84
14:0 4,4+0,1 45+0,1 4,1+0,1 48+03 25%03 2405
16:0 143+05 142+0,7 13,706 150+08 138x18 122%1,0
18:0 35%0,2 360,22 36%0,3 38x05 4905 3301
X mettet 22,2 22,3 21,5 23,6 21,2 17,9
16:1n-7 56%0,1 57%0,2 56%0,3 62+03 30x03 3006
18:1n-9 243+14 235+x09 250+14 207x13 31,1+10 383%4,1
18:1n-7 360,11 3404 3401 34+0,1 3401 3101
20:1n-9 56+0,7 58+0,3 59+0,2 5104 4502 420,22
X enumettet 39,0 38,3 39,9 35,4 41,9 48,7
18:2n-6 8,0+0,2 7,7+0,4 7,8+0,3 7205 9703 11909
20:4n-6 06+0,1 0,6 0,0 04+0,3 07+01 0,700 06%0,0
X n-6 8,6 8,3 8,2 7,9 104 12,5
18:3n-3 2,301 2,2%0,2 2,3+0,2 19+02 26+01 33%0,3
20:5n-3 4,1+0,5 4,7 0,5 39+x04 63x08 5219 29zx09
22:5n-3 1,7+0,2 1,8+0,1 1,6+0,1 2,2+0,3 18+x06 1,1+0,3
22:6n-3 142+18 14308 135+x13 145+12 120+x14 91=%19
X n-3 22,4 23,0 21,3 24,9 21,7 16,4

X LCn-3 20,0 20,8 19,0 23,1 19,0 13,1

X n-6/Xn-3 04 04 04 0,3 0,5 0,8

X FA 92,2 91,9 90,9 91,8 95,2 95,5

Summen av n-6 fettsyrer sank fra 8,6 % til 7,9 % mellom dag 1 og 42, fér den

steg til 12,5 % ved dag 84. Summen av n-3 fettsyrer steg fra 22,4 % til 24,9 %

mellom dag 1 og 42, fgr den sank til 16,4 % ved dag 84. Summen av LC n-3

fettsyrer steg fra 20,0 % til 23,1 % mellom dag 1 og 42, fgr den sank til 13,1 %

ved dag 84. Prosentandelen 20:5n-3 steg fra 4,1 % til 6,3 % mellom dag 1 og 42,
far den sank til 2,9 % ved dag 84. Prosentandelen 22:6n-3 steg fra 14,2 % til 14,5
% mellom dag 1 og 42, fgr den sank til 9,1 % ved dag 84.
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Tabell 7 viser fettsyreprofilen i muskel, fra fisk i diettgruppen gitt for tilsatt

rapsolje frem til dag 42, og deretter for tilsatt EPA/DHA konsentrat frem til dag

84.

Tabell 7: Utviklingen av fettsyreprofilen (areal %) i muskel fra fisk i diettgruppen
gitt for tilsatt rapsolje frem til dag 42, og deretter for tilsatt EPA/DHA konsentrat
frem til dag 84. Gjennomsnitt for hver fettsyre malt i prosent med tilhgrende
standardavvik, samt summen (X) av gjennomsnittene for ulike fettsyregrupper
og total FA. n=5 -: ikke detektert.

Fettsyre Dag1 Dag 14 Dag21 Dag 42 Dag 63 Dag 84
14:0 4401 42x04 3904 3,1+05 32%0,2 1,9+0,1
16:0 143+05 14616 13,109 126+04 143+08 10906
18:0 3502 39x09 3604 3501 4,3+0,6 4,3+0,2
X mettet 22,2 22,8 20,5 19,3 21,8 17,1
16:1n-7 5601 5407 52+0,5 39x08 41zx0,2 2,6+0,2
18:1n-9 243+14 26816 277+23 315+£38 330+x19 216+29
18:1n-7 36+x0,1 3401 3,7+0,3 3301 3,2%0,2 3001
20:1n-9 56+0,7 5405 59+0,2 5206 45%0,2 4,0+0,1
X enumettet 39,0 41,0 42,5 43,8 44,8 31,2
18:2n-6 8,002 8907 8706 103+10 102+03 7,3%0,8
20:4n-6 06+01 3306 - 0,6+0,0 0,1+0,3 1,0£0,1
X n-6 8,6 12,1 8,7 10,8 10,4 8,3
18:3n-3 2301 2,7+0,2 2,6+0,2 3003 2,7%0,2 1,7+0,3
20:5n-3 41+£05 3704 33+0,3 3,1+0,6 3706 13,117
22:5n-3 1,7+0,2 1,6 £0,2 1,4+0,1 1,3+0,2 1,4+0,2 4,1+0,5
22:6n-3 142+18 132+10 120+10 11,8+x11 105+13 194+1,6
Xn-3 22,4 21,1 19,4 19,1 18,4 38,3

X LCn-3 20,0 18,4 16,8 16,2 15,7 36,6

X n-6/Xn-3 04 0,6 0,5 0,6 0,6 0,2

X FA 92,2 97,0 91,1 93,0 95,4 94,9

Summen av n-6 fettsyrer steg fra 8,6 % til 10,8 % mellom dag 1 og 42, for den

sank til 8,3 % ved dag 84. Summen av n-3 fettsyrer sank fra 22,4 % til 19,1 %

mellom dag 1 og 42, for den steg til 38,3 % ved dag 84. Summen av LC n-3

fettsyrer sank fra 20,0 % til 16,2 % mellom dag 1 og 42, for den steg til 36,6 %
ved dag 84. Prosentandelen 20:5n-3 sank fra 4,1 % til 3,1 % mellom dag 1 og 42,
fgr den steg til 13,1 % ved dag 84. Prosentandelen 22:6n-3 sank fra 14,2 % til

11,8 % mellom dag 1 og 42, for den steg til 19,4 % ved dag 84.
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4.2.2b Endringer i EPA og DHA innhold i muskel fra fisk i diettgruppene
Figur 17 viser en sammenligning av den prosentvise utviklingen til henholdsvis
20:5n-3 og 22:6n-3 (areal %) i muskel fra fisk i de ulike diettgruppene, gjennom

foringsperioden pa 84 dager.
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Figur 17: Prosentvis utvikling (areal %) av 20:5n-3 og 22:6n-3 innhold i muskel
fra fisk i de tre ulike diettgruppene, gjennom foringsperioden pa 84 dager.

Resultatene indikerte at det prosentvise nivdet av EPA og DHA i muskel ble
pavirket av de ulike diettene. Gruppe K/RO nadde en topp for begge fettsyrer
ved dag 42, for nivdet sank etter cross-over, frem mot dag 84. EPA nivaet hos
gruppe AO/RO steg, mens DHA nivaet forholdt seg stabilt mellom 13,5 % og 14,5
% frem til dag 42, for begge sank etter cross-over, frem mot dag 84. EPA nivdet
hos gruppe RO/K var stabilt mellom 3,1 % og 4,1 %, mens DHA nivdet sank
trinnvis fra 14,2 % til 10,5 % mellom dag 1 og dag 63, fgr EPA og DHA steg ved
dag 84.
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4.2.3a Fettsyresammensetningen i muskel fra fisk i kontrollgruppene

Tabell 8 viser fettsyreprofilen i muskel fra fisk i kontrollgruppen gitt for tilsatt
EPA/DHA konsentrat (K) i hele foringsperioden, samt fettsyresammensetningen
i for tilsatt K. FA-sammensetningen for tidspunktene dag 1, 14, 21 og 42 er

identiske med tabell 5.

Tabell 8: Utviklingen av fettsyreprofilen (areal %) i muskel fra fisk i
kontrollgruppen gitt for tilsatt EPA/DHA konsentrat gjennom hele
foringsforsgket, samt fettsyresammensetningen i foret ("For K”). Gjennomsnitt
for hver fettsyre malt i prosent med tilhgrende standardavvik, samt summen (Z)
av gjennomsnittene for ulike fettsyregrupper og total FA. FA-sammensetningen
ved tidspunktene dag 1, 14, 21 og 42 er identiske med tabell 5. For dag 84 er n=4,
n=5 for de resterende tidspunktene.

Fettsyre Dag1 Dag 14 Dag21 Dag 42 Dag 84 For K
14:0 44+01 4002 41x03 3103 19+01 12+0,1
16:0 14305 143+19 13107 13209 11,3+x0,1 8,005
18:0 3502 42+14 35%x03 47+x06 4803 46+03
X mettet 22,2 22,5 20,7 21,0 18,1 13,8
16:1n-7 56%0,1 5102 5505 40+04 26+02 19201
18:1n-9 243+1,4 225+06 249+24 192+1,7 158+1,1 11,4+0,5
18:1n-7 360,11 34+x04 3401 33+03 33%01 3202
20:1n-9 5607 56+02 60x04 4904 3901 4101
X enumettet 39,0 36,6 39,8 31,4 25,7 20,6
18:2n-6 8,0+0,2 7604 8005 67+03 56+02 4002
20:4n-6 06+0,1 06+01 03x04 0901 1,1x00 1,700
X n-6 8,6 8,3 8,2 7,6 6,7 5,7
18:3n-3 2,301 2201 23x02 1801 1,201 08=x0,0
20:5n-3 4,1+0,5 51+x14 4419 98+23 154+10 303%05
22:5n-3 1,7+0,2 19+04 1,704 3,005 48+02 3201
22:6n-3 142+18 154+14 132+16 182+20 221x0,7 221%0,3
X n-3 22,4 24,7 21,6 32,7 43,5 56,4

X LCn-3 20,0 22,5 19,2 30,9 42,3 55,6

X n-6/Xn-3 04 0,3 0,4 0,2 0,2 0,1

X FA 92,2 92,1 90,3 92,7 94,0 96,5

Resultatene viste at summen av n-6 sank fra 7,6 % til 6,7 % i perioden fra dag 42
til dag 84, mens summen av n-3 steg fra 32,7 % til 43,5 %, og summen av LC n-3
steg fra 30,9 % til 42,3 % i samme periode. 20:5n-3 og 22:6n-3 steg fra
henholdsvis 9,8 % til 15,4 %, og 18,2 % til 22,1 %.
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Tabell 9 viser fettsyreprofilen i muskel fra fisk i kontrollgruppen gitt for tilsatt

rapsolje (RO) gjennom hele foringsperioden, samt fettsyresammensetningen i for

tilsatt RO. FA-sammensetningen ved tidspunktene dag 1, 14, 21 og 42 er

identiske med tabell 7.

Tabell 9: Utviklingen av fettsyreprofilen (areal %) i muskel fra fisk i
kontrollgruppen gitt for tilsatt rapsolje, samt fettsyresammensetningen i foret
("For RO”). Gjennomsnitt for hver fettsyre malt i prosent med tilhgrende
standardavvik, samt summen (X) av gjennomsnittene for ulike fettsyregrupper
og total FA. FA-sammensetningen ved tidspunktene dag 1, 14, 21 og 42 er
identiske med tabell 7. For dag 84 er n=4, n=5 for de resterende tidspunktene. -:
ikke detektert.

Fettsyre Dag 1 Dag 14 Dag21 Dag 42 Dag84  For (RO)
14:0 44+01 42+04 3904 3105 19x01 0,701
16:0 143+05 146+16 13,1+09 126+04 11,4+03 63%0,1
18:0 3,5+£0,2 39+09 3604 35%01 33%0,2 1,6+0
X mettet 22,2 22,8 20,5 19,3 16,6 8,6
16:1n-7 56+01 54+07 52+05 39+08 22+01 0601
18:1n-9 243+14 268+16 277+23 31,5+38 423+2,0 399+0,5
18:1n-7 3601 34+01 37+03 33+01 3000 22%0,0
20:1n-9 56+0,7 54+05 59+02 52+06 42+01 1401
X enumettet 39,1 41,0 42,5 43,8 51,7 44,1
18:2n-6 80+x0,2 89+0,7 8706 103+10 129%0,2 13,6%0,2
20:4n-6 06+01 33%0,6 - 06+00 1007 -

X n-6 8,6 12,1 8,7 10,8 13,9 13,6
18:3n-3 23+01 2,702 26+02 30+03 36+01 52+0,1
20:5n-3 41+05 37+04 3303 3106 1401 0901
22:5n-3 1,7+0,2 1,6+02 14+01 13%02 07%0,0 -
22:6n-3 142+18 132+10 120+10 118+*11 66+09 12%0,1
Xn-3 22,4 21,1 19,4 19,1 12,3 7,3

X LCn-3 20,0 18,4 16,8 16,2 8,7 2,1

X n-6/Xn-3 0,4 0,6 0,5 0,6 1,1 1,9

X FA 92,2 97 91,1 93 94,5 73,6

Resultatene viste at summen av n-6 steg fra 10,8 % til 13,9 % i perioden fra dag

4?2 til dag 84, mens summen av n-3 sank fra 19,1 % til 12,3 %, og summen av LC
n-3 sank fra 16,2 % til 8,7 % i samme periode. 20:5n-3 og 22:6n-3 sank fra
henholdsvis 3,1 % til 1,4 %, og 11,8 % til 6,6 %.
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4.2.3b Endringer i EPA og DHA innhold i muskel fra fisk i kontrollgruppene
Figur 18 viser en sammenligning av den prosentvise utviklingen (areal %) til
henholdsvis 20:5n-3 og 22:6n-3 innhold, hos fisk i de to kontrollgruppene,

gjennom foringsperioden pa 84 dager.
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16,0
14,0
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0,0
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Dagl Dagl4 Dag21 Dag42 Dag84

Figur 18: Prosentvis utvikling (areal %) av 20:5n-3 og 22:6n-3 innhold i muskel
fra fiski de ulike kontrollgruppene, gjennom foringsperioden pa 84 dager.

Resultatene indikerte at det prosentvise nivdet av EPA og DHA i muskel ble
pavirket av de ulike diettene. Gruppene fulgte hverandre frem til dag 21, fgr
utviklingen sprikte. Fra dag 21 steg det prosentvise nivaet til gruppe K frem mot
dag 84, mens gruppe RO holdt seg stabil frem mot dag 42, fgr nivaet sank frem
mot dag 84.
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4.2.4a Fettsyresammensetningen i rgde blodlegemer og plasma fra fisk i
diettgruppene

Tabell 10 viser fettsyreprofilen i rgde blodlegemer fra fisk i diettgruppen gitt for
tilsatt EPA/DHA konsentrat frem til dag 42, og deretter for tilsatt rapsolje frem
til dag 84.

Tabell 10: Utviklingen av fettsyreprofilen (areal %) i rgde blodlegemer fra fisk i
diettgruppen gitt for tilsatt EPA/DHA konsentrat frem til dag 42, og deretter for
tilsatt rapsolje frem til dag 84. Gjennomsnitt for hver fettsyre malt i prosent med
tilhgrende standardavvik, samt summen (X) av gjennomsnittene for ulike
fettsyregrupper og total FA. n=4 for dag 14, og n=5 for resterende tidspunkt. -:
ikke detektert.

Fettsyre Dag 1 Dag 14 Dag21 Dag 42 Dag 63 Dag 84
14:0 19+05 1501 3713 3,0+0,7 26+x1,1 1,3%0,3
16:0 20522 22324 230+x10 17109 197+18 18,1+1,5
18:0 7305 9911 95%0,6 7,7+0,7 91+13 73%10
X mettet 29,7 33,8 36,2 27,9 31,3 26,6
16:1n-7 40+x24 0907 31%19 5626 2,715 3,1%£16
18:1n-9 98+33 58+x04 6020 44+18 10,7+2,7 19,679
18:1n-7 21+05 18+02 18%0,5 1,5+0,2 1,703 1,7%0,3
20:1n-9 28+10 10+02 15%0,3 1,004 1,2+x04 1,8%0,3
X enumettet 18,6 9,6 12,5 12,5 16,2 26,2
18:2n-6 29+x06 2102 14+0,3 2,1+0,5 4108 7111
20:4n-6 30+x03 3203 3605 2,7+0,2 38+04 3,0x08
X n-6 5,9 53 5,0 4,8 7,9 10,1
18:3n-3 - - - 1,5£03 09+05 25%0,7
20:5n-3 60+08 96+15 67+22 10027 52+x04 4209
22:5n-3 1,8 £ 2202 1006 2,204 1,4+01 1,2%0,3
22:6n-3 40,6 £57 415+2,2 387+39 414+46 38140 294+58
X n-3 48,4 53,8 46,3 55,1 45,5 37,4

X LCn-3 48,4 53,3 46,3 53,6 44,6 34,9

X n-6/Xn-3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3

X FA 102,6 102,5 100,0 100,3 100,9 100,3

Summen av n-6 sank fra 5,9 % til 4,8 % mellom dag 1 og 42 fgr den steg til 10,1
% ved dag 84. Summen av n-3 steg fra 48,4 % til 55,1 % mellom dag 1 til 42, fgr
den sank til 37,4 % ved dag 84. Summen av LC n-3 steg fra 48,4 % til 53,6 %
mellom dag 1 og 42, for den sank til 34,9 % ved dag 84. 20:5n-3 steg fra 6,0 % til
10,0 % mellom dag 1 og 42, fgr den sank til 4,2 % ved dag 84. 22:6n-3 steg fra
40,6 % til 41,4 % mellom dag 1 og 42, fgr den sank til 29,4 % ved 84.

41



Tabell 11 viser fettsyreprofilen i rgde blodlegemer fra fisk i diettgruppen gitt for

tilsatt ansjosolje frem til dag 42, og deretter for tilsatt rapsolje frem til dag 84.

Tabell 11: Utviklingen av fettsyreprofilen (areal %) i rgde blodlegemer fra fisk i
diettgruppen gitt for tilsatt ansjosolje frem til dag 42, og deretter for tilsatt
rapsolje frem til dag 84. Gjennomsnitt for hver fettsyre malt i prosent med
tilhgrende standardavvik, samt summen (X) av gjennomsnittene for ulike
fettsyregrupper og total FA. For dag 14, 21 og 42 er n=4. n=5 for de resterende

tidspunktene. -: ikke detektert.

Fettsyre Dag 1 Dag 14 Dag21 Dag 42 Dag 63 Dag 84
14:0 19+05 1503 41+05 3407 34+08 2,1+0,5
16:0 20,5+2,2 22909 21,2+34 20207 180+0,7 1891,
18:0 73x05 86+05 8810 7105 8,9+0,9 7,6 0,9
X mettet 29,7 32,9 34,1 30,7 30,3 28,6
16:1n-7 4024 3409 2105 4704 2,2+1,0 4,3+2,5
18:1n-9 98+33 4709 44+x10 3906 8206 141+25
18:1n-7 21+05 21+x04 1,2x02 15%01 1,4+0,1 1,5+0,2
20:1n-9 28+1,0 1,2%0,3 1,0x0,1 1,0%0,3 1,0£0,1 1,9+0,5
Y enumettet 18,6 11,5 8,7 11,1 12,9 21,9
18:2n-6 29+x0,6 20+0,1 1,3x04 190,33 32%0,3 6,1+0,7
20:4n-6 30x03 33+04 3203 2801 3603 3305
X n-6 5,9 53 4,5 4,7 6,8 9,4
18:3n-3 - 2,004 - 1,0+0,2 0,5+0,0 2,5+0,3
20:5n-3 60+08 88=x11 6605 8611 51+0,6 4,9+0,5
22:5n-3 1,8+ ---  2,1%0,3 1,202 22%0,3 1,4+0,0 1,5+0,2
22:6n-3 40,6 £57 37927 44957 416+25 43, 7+15 31,8%17
X n-3 48,4 50,8 52,6 53,5 50,7 40,7

X LCn-3 48,4 48,8 52,6 52,5 50,2 38,2

X n-6/Xn-3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2

X FA 102,6 100,5 99,9 100,0 100,7 100,6

Summen av n-6 sank fra 5,9 % til 4,7 % mellom dag 1 og 42 fgr den steg til 9,4 %
ved dag 84. Summen av n-3 steg fra 48,4 % til 53,5 % mellom dag 1 til 42, for den
sank til 40,7 % ved dag 84. Summen av LC n-3 steg fra 48,4 % til 52,5 % mellom
dag 1 og 42, fgr den sank til 38,2 % ved dag 84. 20:5n-3 steg fra 6,0 % til 8,6 %
mellom dag 1 og 42, for den sank til 4,9 % ved dag 84. 22:6n-3 steg fra 40,6 % til
41,6 % mellom dag 1 og 42, for den sank til 31,8 % ved 84.
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Tabell 12 viser fettsyreprofilen i rgde blodlegemer fra fisk i diettgruppen gitt for
tilsatt rapsolje frem til dag 42, og deretter for tilsatt EPA/DHA konsentrat frem
til dag 84.

Tabell 12: Utviklingen av fettsyreprofilen (areal %) i rgde blodlegemer fra fisk i
diettgruppen gitt for tilsatt rapsolje frem til dag 42, og deretter for tilsatt
EPA/DHA konsentrat til dag 84. Gjennomsnitt for hver fettsyre malt i prosent
med tilhgrende standardavvik, samt summen (X) av gjennomsnittene for ulike
fettsyregrupper og total FA. For dag 14 er n=3. n=5 for de resterende
tidspunktene. -: ikke detektert.

Fettsyre Dag 1 Dag 14 Dag21 Dag 42 Dag 63 Dag 84
14:0 19+05 1,209 2,4+0,8 23+x04 25%06 2,7+1,0
16:0 20522 17312 21,3+#1,7 172+11 195%#11 180+20
18:0 73+0,5 6108 8,9+0,9 73+x0,6 95%08 8,6 +0,6
X mettet 29,7 24,5 32,7 26,8 31,6 29,4
16:1n-7 40+x24 38+19 3724 33x1,0 23%0,6 2611
18:1n-9 9,8+3,3 5443 92+25 116+32 5607 6,3+1,5
18:1n-7 21+05 1607 2,5+15 1,7+04 1,7%0,1 1,7+0,3
20:1n-9 28+x1,0 1,1+0,2 1,5+0,5 1,8+0,7 - -

X enumettet 18,6 11,8 16,8 18,3 9,6 10,7
18:2n-6 2906 2020 3812 49+1,1 2005 2404
20:4n-6 30+x03 19%0,1 2,5+0,8 31+04 3904 3,0+0,0
X n-6 5,9 3,9 6,3 8,0 59 5,4
18:3n-3 - 1,8+0,5 2,2+0,4 1,4+04 - -
20:5n-3 60+08 43+04 54+1,6 5516 109+13 141+10
22:5n-3 - - 1,1+£0,5 1,4+0,1 20+x04 29%0,3
22:6n-3 40,6 £57 284+33 357%41 39449 392+31 37614
Xn-3 48,4 35,1 44,5 47,8 52,1 54,6

X LCn-3 48,4 33,3 42,3 46,3 52,1 54,6

X n-6/Xn-3 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1

X FA 102,6 75,3 100,3 100,9 99,2 100,1

Summen av n-6 steg fra 5,9 % til 8,0 % mellom dag 1 og 42 fgr den sank til 5,4 %
ved dag 84. Summen av n-3 sank fra 48,4 % til 47,8 % mellom dag 1 til 42, for
den steg til 54,6 % ved dag 84. Summen av LC n-3 sank fra 48,4 % til 46,3 %
mellom dag 1 og 42, for den steg til 54,6 % ved dag 84. 20:5n-3 sank fra 6,0 % til
5,5 % mellom dag 1 og 42, fgr den steg til 14,1 % ved dag 84. 22:6n-3 sank fra
40,6 % til 39,4 %, og videre til 37,6 % mellom dag 1, 42 og 84.
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Tabell 13 viser fettsyreprofilen i plasma, fra fisk i diettgruppen gitt for tilsatt
EPA/DHA konsentrat frem til dag 42, og deretter for tilsatt rapsolje frem til dag
84.

Tabell 13: Utviklingen av fettsyreprofilen (areal %) i plasma fra fisk i
diettgruppen gitt for tilsatt EPA/DHA konsentrat frem til dag 42, og deretter for
tilsatt rapsolje til dag 84. Gjennomsnitt for hver fettsyre malt i prosent med
tilhgrende standardavvik, samt summen (X) av gjennomsnittene for ulike
fettsyregrupper og total FA. For dag 14 er n=3. For dag 63 er n=4. n=5 for de

resterende tidspunktene.

Fettsyre Dag1 Dag 14 Dag21 Dag 42 Dag 63 Dag 84
14:0 25+03 16+x08 2812 1606 0901 06+0,1
16:0 189+12 172+6,5 256+25 188+42 16209 160+0,7
18:0 45+05 4711 5711 60+0,7 3804 50+10
X mettet 25,9 23,4 34,1 26,4 20,9 21,6
16:1n-7 28+0,7 22+12 3706 20x10 1001 09+0,3
18:1n-9 187+12 11,548 152+3,0 135%+41 267+18 268+8,1
18:1n-7 2,705 2206 2205 2705 1601 1,7+0,1
20:1n-9 49+08 2409 20+0,7 21+02 31+x04 3,0%06
X enumettet 29,0 18,2 23,2 20,3 32,3 32,5
18:2n-6 43+04 33+x09 25+x08 34+x06 88+05 88+33
20:4n-6 19+02 2207 1403 2305 29206 23+04
X n-6 6,1 5,5 3,9 5,6 11,7 11,1
18:3n-3 ,2+0,1 0805 10+01 08%05 180,11 1,9+0,6
20:5n-3 5505 177x74 51+26 166+65 43%05 7,8+7,8
22:5n-3 14+03 32x12 11+x04 30x09 1101 1,7+1,3
22:6n-3 30,713 31,249 32158 258=x37 28021 235%26
Xn-3 38,9 52,9 39,4 46,2 35,1 34,8

X LCn-3 37,7 52,1 38,3 45,4 33,3 33,0

X n-6/Xn-3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,3 0,3

X FA 99,9 100,0 100,6 98,5 100,0 100,0

Summen av n-6 sank fra 6,1 % til 5,6 % mellom dag 1 og 42 fgr den steg til 11,1
% ved dag 84. Summen av n-3 steg fra 38,9 % til 46,2 % mellom dag 1 til 42, fgr
den sank til 34,8 % ved dag 84. Summen av LC n-3 steg fra 37,7 % til 45,4 %
mellom dag 1 og 42, for den sank til 33,0 % ved dag 84. 20:5n-3 steg fra 5,5 % til
16,6 % mellom dag 1 og 42, fgr den sank til 7,8 % ved dag 84. 22:6n-3 sank fra
30,7 % til 25,8 %, mellom dag 1 og 42, og videre til 23,5 % ved dag 84.
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Tabell 14 viser fettsyreprofilen i plasma, fra fisk i diettgruppen gitt for tilsatt

ansjosolje frem til dag 42, og deretter for tilsatt rapsolje frem til dag 84.

Tabell 14: Utviklingen av fettsyreprofilen (areal %) i plasma fra fisk i

diettgruppen gitt for tilsatt ansjosolje frem til dag 42, og deretter for tilsatt

rapsolje til dag 84. Gjennomsnitt for hver fettsyre malt i prosent med tilhgrende
standardavvik, samt summen (X) av gjennomsnittene for ulike fettsyregrupper
og total FA. For dag 21 er n=4. n=5 for de resterende tidspunktene.

Fettsyre Dag 1 Dag 14 Dag21 Dag 42 Dag 63 Dag 84
14:0 25+03 3707 2709 3206 1,102 08%03
16:0 189+12 21,019 229+30 24119 162+12 168+1,5
18:0 45+05 3708 50+x08 5506 43x03 42x06
X mettet 25,9 28,4 30,6 32,7 21,7 21,8
16:1n-7 28+x0,7 42+11 39+x10 50=x11 1,1+02 0,7%0,2
18:1n-9 187+12 100+09 129+21 13916 30,117 294+25
18:1n-7 2,705 2406 2604 33203 1,7+02 1,7%0,2
20:1n-9 49+08 2406 2202 22+x03 3105 3104
X enumettet 29,0 19,1 21,5 244 36,0 34,8
18:2n-6 43+04 30x06 29+02 33+x06 94+03 10307
20:4n-6 19+02 21+05 1603 1902 28+01 22x04
X n-6 6,1 51 4,5 5,2 12,3 12,5
18:3n-3 ,2+0,1 08+01 09+01 18+04 18+02 22%0,1
20:5n-3 5505 128+50 99+42 105+07 3804 4608
22:5n-3 14+03 22+07 19+07 21+04 10x01 1,1%0,3
22:6n-3 30,7+1,3 31624 30714 23736 234+13 230+31
Xn-3 38,9 47,4 43,4 38,1 30,0 30,9

X LCn-3 37,7 46,6 42,5 36,3 28,3 28,7

X n-6/Xn-3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,4 0,4

X FA 99,9 100,0 100,0 100,4 100,0 100,0

Summen av n-6 sank fra 6,1 % til 5,2 % mellom dag 1 og 42 fgr den steg til 12,5
% ved dag 84. Summen av n-3 ank fra 38,9 % til 38,1 % mellom dag 1 til 42, og
videre til 30,9 % ved dag 84. Summen av LC n-3 sank fra 37,7 % til 36,3 %
mellom dag 1 og 42, og videre til 28,7 % ved dag 84. 20:5n-3 steg fra 5,5 % til
10,5 % mellom dag 1 og 42, fgr den sank til 4,6 % ved dag 84. 22:6n-3 sank fra

30,7 % til 23,7 %, og videre til 23,0 % mellom dag 1, 42 og 84.
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Tabell 15 viser fettsyreprofilen i plasma, fra fisk i diettgruppen gitt for tilsatt
rapsolje frem til dag 42, og deretter for tilsatt EPA/DHA konsentrat frem til dag
84.

Tabell 15: Utviklingen av fettsyreprofilen (areal %) i plasma fra fisk i
diettgruppen gitt for tilsatt rapsolje frem til dag 42, og deretter for tilsatt
EPA/DHA konsentrat til dag 84. Tabellen viser gjennomsnitt for hver fettsyre
malt i prosent med tilhgrende standardavvik, samt summen (Z) av
gjiennomsnittene for ulike fettsyregrupper og total FA. For dag 14, 21 og 63 er

n=4. n=5 for de resterende tidspunktene. -: ikke detektert.

Fettsyre Dag 1 Dag 14 Dag21 Dag 42 Dag 63 Dag 84
14:0 2503 18+0,7 1,7+15 10+x02 1,1+x01 15%0,2
16:0 189+12 179+3,1 173+19 173+13 126+04 17,4+3,7
18:0 45+05 18x08 47x16 45+05 43+03 53+14
X mettet 25,9 21,5 23,7 22,8 18,0 24,2
16:1n-7 28+0,7 18+08 20+13 11+x04 13+x01 13%03
18:1n-9 18712 299455 306+32 362+48 103+11 101+39
18:1n-7 2,705 21+02 19+02 22+03 1,7+x01 2004
20:1n-9 49+08 34+x04 31x04 30%x03 20x03 18+04
X enumettet 29,0 37,1 37,6 42,4 15,3 15,2
18:2n-6 43+04 8728 93x15 101+x06 27+04 3,0%07
20:4n-6 19+0,2 13+02 13+02 21+x06 2701 2602
X n-6 6,1 10,0 10,6 12,3 5,4 5,6
18:3n-3 1,2+0,1 22+x04 20x03 20+03 0601 -
20:5n-3 5505 3509 3707 30+13 21,0%x09 21,4+37
22:5n-3 14+03 08+03 0903 0903 41+01 3806
22:6n-3 30,713 226+29 218%+19 156+52 356+17 298%6,0
X n-3 38,9 29,1 28,4 21,4 61,2 55,0

X LCn-3 37,7 26,9 26,4 19,4 60,7 55,0

X n-6/Xn-3 0,2 0,3 0,4 0,6 0,1 0,1

X FA 99,9 97,7 100,3 98,9 99,9 100,0

Summen av n-6 steg fra 6,1 % til 12,3 % mellom dag 1 og 42 fgr den sank til 5,6
% ved dag 84. Summen av n-3 sank fra 38,9 % til 21,4 % mellom dag 1 til 42, fgr
den steg til 55,0 % ved dag 84. Summen av LC n-3 sank fra 37,7 % til 19,4 %
mellom dag 1 og 42, for den steg til 55,0 % ved dag 84. 20:5n-3 sank fra 5,5 % til
3,0 % mellom dag 1 og 42, fgr den steg til 21,4 % ved dag 84. 22:6n-3 sank fra
30,7 % til 15,6 %, mellom dag 1 og 42, fgr den steg til 29,8 % ved dag 84.
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4.2.4b Endringer i EPA og DHA innhold i rgde blodlegemer og plasma fra fisk i
diettgruppene

Figur 19 viser en sammenligning av den prosentvise utviklingen (areal %) til
henholdsvis 20:5n-3 og 22:6n-3 i rgde blodlegemer og plasma fra fisk i

diettgruppen gitt for tilsatt EPA/DHA konsentrat til dag 42, og deretter for tilsatt
rapsolje til dag 84.
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Figur 19: Prosentvis utvikling (areal %) av henholdsvis 20:5n-3 og 22:6n-
3 irgde blodlegemer (RBC) og plasma fra fisk i diettgruppen gitt for tilsatt
EPA/DHA konsentrat til dag 42, og deretter for tilsatt RO til dag 84.

Resultatene viste at EPA i plasma svingte mellom 5,5 % og 17,7 %, mens det for
RBC 13 mer stabilt mellom 6,0 % og 10,0 %, i perioden fra dag 1 til dag 42. Etter
crossover sank begge ned mot 4,0 % ved dag 63. EPA steg sd i plasma til 7,8 %,
men var stabil i RBC, ved dag 84. DHA i RBC 13 stabilt rundt 40 % frem til dag 42,
for nivaet sank til 38,1 % ved dag 63 og videre 29,4 % ved dag 84. [ plasma var
DHA nivaet stabilt rundt 30 % frem til dag 63, for det sank til 23,5 % ved dag 84.
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Figur 20 viser en sammenligning av den prosentvise (areal %) utviklingen til
henholdsvis 20:5n-3 og 22:6n-3 i rgde blodlegemer og plasma fra fisk i
diettgruppen gitt for tilsatt ansjosolje til dag 42, og deretter for tilsatt rapsolje til
dag 84.
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Figur 20: Prosentvis utvikling (areal %) av henholdsvis 20:5n-3 og 22:6n-
3 irgde blodlegemer (RBC) og plasma fra fisk i diettgruppen gitt for tilsatt
ansjosolje til dag 42, og deretter for tilsatt rapsolje til dag 84.

Resultatene viste at EPA i plasma steg til 12,8 % ved dag 14, og stabiliserte seg
rundt 10 % ved dag 21 og 42. Etter crossover sank nivaet til 3,8 % ved dag 63 og
steg deretter til 4,6 % ved dag 84. For RBC 13 nivaet stabilt mellom 4,9 % og 8,6
% gjennom hele forsgket. DHA i RBC 1a stabilt mellom 40,6 % og 44,9 % frem til
dag 63, for nivdet sank til 31,8 % ved dag 84. I plasma var DHA nivaet stabilt
rundt 30 % frem til dag 21, fgr det sank og holdt seg stabilt rundt 23 % fra dag
42 til 84.
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Figur 21 viser en sammenligning av den prosentvise utviklingen (areal %) til
henholdsvis 20:5n-3 og 22:6n-3 i rgde blodlegemer og plasma fra fisk i

diettgruppen gitt for tilsatt rapsolje til dag 42, og deretter for tilsatt EPA/DHA
konsentrat til dag 84.
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Figur 21: Prosentvis utvikling (areal %) av henholdsvis 20:5n-3 og 22:6n-
3 irgde blodlegemer (RBC) og plasma fra fisk i diettgruppen gitt for tilsatt
rapsolje til dag 42, og deretter for tilsatt EPA/DHA konsentrat til dag 84.

Resultatene indikerte at det prosentvise nivaet av EPA var stabilt mellom 3,0 %
og 55 % fra dag 1 til 42 for begge blodfraksjonene. Etter crossover viste
resultatene sterkest respons (i form av gkning i det prosentvise nivaet) i plasma.
Det prosentvise nivaet av DHA i plasma sank frem mot dag 42, mens nivdet i rgde
blodlegemer viste en nedgang fra dag 1 til dag 14, og deretter en gkning til dag
42, da 1,2 prosentpoeng under nivdet ved dag 1. DHA nivaet i plasma ble om lag
doblet etter crossover, mens det i rgde blodlegemer var stabilt mellom 37,6 % og
39,4 %. Nivdet av DHA i rgde blodlegemer var gjennom hele perioden stgrre enn

i plasma.
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4.2.5a Fettsyresammensetningen i regde blodlegemer og plasma fra fisk i
kontrollgruppene

Tabell 16 viser fettsyreprofilen i rgde blodlegemer fra fisk i kontrollgruppen gitt
for tilsatt EPA/DHA konsentrat gjennom hele forsgksperioden, samt

fettsyresammensetningen i for tilsatt EPA/DHA konsentrat.

Tabell 16: Utviklingen av fettsyreprofilen (areal %) i rgde blodlegemer fra fisk i
kontrollgruppen gitt for tilsatt EPA/DHA konsentrat over 84 dager, samt
fettsyresammensetningen i foret ("For K”). Gjennomsnitt for hver fettsyre malt i
prosent med tilhgrende standardavvik, samt summeringer (X) av
gjennomsnittene for ulike grupper av fettsyrer og total FA. For dag 14 er n=4.
n=>5 for de resterende tidspunktene. FA sammensetningene for dag, 1, 14, 21 og
42 er identiske med tabell 10. -: ikke detektert.

Fettsyre Dag1 Dag 14 Dag21 Dag 42 Dag 84 For (K)
14:0 1,9+0,5 1,5+0,1 3,7+1,3 3,0+0,7 2,0+0,7 1,2+0,1
16:0 205+2,2 223+24 230+10 171+09 179+x03 8,0+0,5
18:0 7,3+0,5 99+11 95%0,6 7,7+0,7 69+0,7 46+0,3
X mettet 29,7 33,8 36,2 27,9 26,8 13,8
16:1n-7 40+x24 0907 3119 56+2,6 1,3+0,3 1,9+£0,1
18:1n-9 98+33 5804 60+£20 44+18 11,2+104 11,4+0,5
18:1n-7 2,1+0,5 1,8+0,2 1,8+0,5 1,5+0,2 1,6 £0,1 32+0,2
20:1n-9 28+1,0 1,0+0,2 1,5+£0,3 1,0+£0,4 20+1,2 4,1+0,1
X enumettet 18,6 9,6 12,5 12,5 16,0 20,6
18:2n-6 29+0,6 2,1+£0,2 1,4+0,3 2,1+0,5 34+3,1 4,0+0,2
20:4n-6 3,0+0,3 32+0,3 3,6 £0,5 2,7+0,2 3,0+£0,2 1,7+0,0
X n-6 5,9 5,3 5,0 4,8 6,4 5,7
18:3n-3 - - - 1,5+£0,3 1,7 £ 0,8+0,0
20:5n-3 60+08 96+1,5 6,7+2,2 100+2,7 11,8+55 30,3+0,5
22:5n-3 1,8+ 2,2+0,2 1,0£0,6 22+04 2,1+0,7 32+0,1
22:6n-3 40,6 +57 415+22 38739 414+46 375+83 221+0,3
Xn-3 48,4 53,8 46,3 55,1 53,0 56,4

X LCn-3 48,4 53,3 46,3 53,6 51,4 55,6

X n-6/Xn-3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

X FA 102,6 102,5 100,0 100,3 102,2 96,5

Summen av n-6 sank fra 5,9 % til 4,8 % mellom dag 1 og 42, for den steg til 6,4 %
ved dag 84. Summen av n-3 steg fra 48,4 % til 55,1 % mellom dag 1 og 42, for
den sank til 53,0 % ved dag 84. Summen av LC n-3 steg fra 48,4 % til 53,6 %
mellom dag 1 og 42, for den sank til 51,4 % ved dag 84. 20:5n-3 steg fra 6,0 % til
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10,0 %, og videre til 11,8 % mellom dag 1, 42 og 84. 22:6n-3 steg fra 40,6 % til
41,4 % mellom dag 1 og 42, fgr den sank til 37,5 % ved dag 84.

Tabell 17 viser fettsyreprofilen i rgde blodlegemer fra fisk i kontrollgruppen gitt

for tilsatt rapsolje gjennom hele forsgksperioden, samt

fettsyresammensetningen i for tilsatt rapsolje.

Tabell 17: Utviklingen av fettsyreprofilen (areal %) i rgde blodlegemer fra fisk i
kontrollgruppen gitt for tilsatt rapsolje over 84 dager, samt
fettsyresammensetningen i foret ("For RO”). Gjennomsnitt for hver fettsyre malt
i prosent med tilhgrende standardavvik, samt summen (X) av gjennomsnittene
for ulike fettsyregrupper og total FA. For dag 14 og 84 er n=4. n=5 for de
resterende tidspunktene. FA sammensetningene for dag, 1, 14, 21 og 42 er
identiske med tabell 12. -: ikke detektert.

Fettsyre Dag 1 Dag 14 Dag21 Dag 42 Dag84 For (RO)
14:0 1,9+0,5 1,2+09 24+08 23+04 1,2+03 0,7%0,1
16:0 205+22 173+12 213+17 172+11 176+11 6,3+0,1
18:0 7,3+0,5 61+08 89+09 7306 6316 1600
X mettet 29,7 24,5 32,7 26,8 25,2 8,6
16:1n-7 4,0+24 3819 37+24 3310 5226 0601
18:1n-9 98+3,3 54+43 92+25 116+32 21,1+6,2 399%05
18:1n-7 2,105 1,6+0,7 25+15 1,704 17202 22%0,0
20:1n-9 28+1,0 1,1+02 1505 18%07 24+07 14%0,1
X enumettet 18,6 11,8 16,8 18,3 304 44,1
18:2n-6 29%0,6 20+£20 38%x12 49+11 7317 13,6%0,2
20:4n-6 3,0+0,3 1,9+01 25+08 31+04 29+04 -

X n-6 5,9 3,9 6,3 8,0 10,2 13,6
18:3n-3 - 1,8+0,5 22+04 1404 1902 5201
20:5n-3 60+08 43+04 5416 5516 4008 0901
22:5n-3 1,8+ 0,6 £ 1,1+05 14+01 1,1+01 -
22:6n-3 40,6 +57 284+33 357+41 394+49 273+41 12+0,1
Xn-3 48,4 35,1 44,5 47,8 34,3 7,3

X LCn-3 48,4 33,3 42,3 46,3 324 2,1

X n-6/Xn-3 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 1,9

X FA 102,6 75,3 100,3 100,9 100,1 73,6

Summen av n-6 steg fra 5,9 % til 8,0 %, og videre 10,2 %, mellom dag 1, 42 og 84.
Summen av n-3 sank fra 48,4 % til 47,8 %, og videre 34,3 % mellom dag 1, 42 og
84. Summen av LC n-3 sank fra 48,4 % til 46,3 %, og videre til 32,4 % mellom dag
1, 42 og 84. 20:5n-3 sank fra 6,0 % til 5,5 %, og videre til 4,0 % mellom dag 1, 42
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og 84. 22:6n-3 sank fra 40,6 % til 39,4 % og videre til 27,3 % mellom dag 1, 42 og
84.

Tabell 18 viser fettsyreprofilen i plasma fra fisk i kontrollgruppen gitt for tilsatt

EPA/DHA konsentrat gjennom hele forsgksperioden, samt

fettsyresammensetningen i for tilsatt EPA/DHA konsentrat.

Tabell 18: Utviklingen av fettsyreprofilen (areal %) i plasma fra fisk i
kontrollgruppen gitt for tilsatt EPA/DHA konsentrat over 84 dager. samt
fettsyresammensetningen i foret ("For K”). Gjennomsnitt for hver fettsyre malt i
prosent med tilhgrende standardavvik, samt summen (X) av gjennomsnittene for
ulike fettsyregrupper og total FA. FA sammensetningene for dag, 1, 14, 21 og 42
er identiske med tabell 13. For dag 14 er n=3. For dag 63 er n=4. n=5 for de

resterende tidspunktene.

Fettsyre Dag1 Dag 14 Dag21 Dag 42 Dag 84 For (K)
14:0 25+03 16+08 28+12 16+06 1,202 1,2+0,1
16:0 189+1,2 172+65 256+25 188+42 16121 8,0+0,5
18:0 45+05 47+11 57+11 6007 5206 46+0,3
X mettet 25,9 234 34,1 26,4 22,5 13,8
16:1n-7 28+0,7 22+12 3706 20+x10 14+0,1 1,9+0,1
18:1n-9 187+1,2 11,548 152+30 135+41 9209 11,4+0,5
18:1n-7 2705 22+06 22+05 2,705 1,8%0,2 32+0,2
20:1n-9 49+08 24+09 20+£07 21+£02 1,7+02 4101
X enumettet 29,0 18,2 23,2 20,3 14,1 20,6
18:2n-6 43+04 33+09 25+08 34%06 23%02 40+0.2
20:4n-6 1,9+02 2207 14+03 2305 27%0,2 1,7+0,0
X n-6 6,1 5,5 3,9 5,6 5,0 5,7
18:3n-3 1,2+0,1 0805 10+x01 0805 070,11 0,8+0,0
20:5n-3 55+05 17,7+74 5126 166+65 21,7+13 303%0,5
22:5n-3 1,4+03 32+12 11+x04 30+x09 4003 32+0,1
22:6n-3 30,7+1,3 31,2+49 32,1+58 258+37 320+21 221+03
Xn-3 38,9 52,9 394 46,2 58,4 56,4

X LCn-3 37,7 52,1 38,3 45,4 57,7 55,6

X n-6/Xn-3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

X FA 99,9 100,0 100,6 98,5 100,0 96,5

Summen av n-6 sank fra 6,1 % til 5,6 %, og videre til 5,0 % mellom dag 1 42 og
84. med en bunn pa 3,9 % ved dag 21. Summen av n-3 steg fra 38,9 % til 46,2 %,
mellom dag 1 og 42, med en topp pa 52,9 % ved dag 14, fgr den steg til 58,4 %
ved dag 84. Summen av LC n-3 steg fra 37,7 % til 45,4 %, og videre til 57,7 %

52



mellom dag 1, 42 og 84, med en topp pa 52,1 % ved dag 14. 20:5n-3 steg fra 5,5
% til 16,6 %, og videre til 21,7 % mellom dag 1, 42 og 84, med en topp pa 17,7 %
ved dag 14. 22:6n-3 sank fra 30,7 % til 25,8 % mellom dag 1 og 42, fgr den steg
til 32,0 % ved dag 84.

Tabell 19 viser fettsyreprofilen i plasma fra fisk i kontrollgruppen gitt for tilsatt
rapsolje gjennom hele forsgksperioden, samt fettsyresammensetningen til for

tilsatt rapsolje.

Tabell 19: Utviklingen av fettsyreprofilen (areal %) i plasma fra fisk i
kontrollgruppen gitt for tilsatt rapsolje over 84 dager, samt
fettsyresammensetningen til foret ("For RO”). Gjennomsnitt for hver fettsyre
prosent med tilhgrende standardavvik, samt summen (X) av
gjennomsnittene for ulike fettsyregrupper og total FA. FA sammensetningene for
dag, 1, 14, 21 og 42 er identiske med tabell 15. For dag 14, 21, 63, og 84 er n=4.

malt i

n=5 for dag 1. -: ikke detektert.

Fettsyre Dag 1 Dag 14 Dag21 Dag 42 Dag84  For (RO)
14:0 25+0,3 1,8+0,7 1,7+1,5 1,0+0,2 1,0£03 0,7%0,1
16:0 189+1,2 179+31 173+19 173+13 17106 63+0,1
18:0 4,5+0,5 1,808 47+16 4,5+0,5 4,4+0,5 1,60
X mettet 25,9 21,5 23,7 22,8 22,5 8,6
16:1n-7 28+0,7 1,8+08 2,0+£1,3 1,1+£04 09+01 060,11
18:1n-9 187+1,2 299%55 306%32 362+48 305+23 399+0,5
18:1n-7 2,7+0,5 21+02 19%0,2 2,2+0,3 1,7£0,1 22%0,0
20:1n-9 49+0,8 3404 31+04 3,0+0,3 32+03 1401
X enumettet 29,0 371 37,6 42,4 36,3 44,1
18:2n-6 4,3+0,4 87+28 93+15 10,1+06 94+04 13,6%0,2
20:4n-6 1,9+0,2 1,3£02 1,3%0,2 2,1+0,6 2,3+0,2 -

X n-6 6,1 10,0 10,6 12,3 11,7 13,6
18:3n-3 1,2+0,1 22+04 2003 2,0+0,3 20+£03 5201
20:5n-3 55+0,5 3509 3707 3,0+ 1,3 3906 0901
22:5n-3 1,4+0,3 08+03 09%0,3 09+0,3 1,1+0,1 -
22:6n-3 30,7+1,3 226+29 218+19 156%52 225+19 12+0,1
Xn-3 38,9 29,1 284 214 29,5 7,3

X LCn-3 37,7 26,9 26,4 19,4 27,5 2,1

X n-6/Xn-3 0,2 0,3 0,4 0,6 0,4 1,9

X FA 99,9 97,7 100,3 98,9 100 73,6

Summen av n-6 steg fra 6,1 % til 12,3 % mellom dag 1 og 42, fgr det sank til 11,7

% ved dag 84. Summen av n-3 sank fra 38,9 % til 21,4 % mellom dag 1 og 42, fgr

den steg til 29,5 % ved dag 84. Summen av LC n-3 sank fra 37,7 % til 19,4 %
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mellom dag 1 og 42, for den steg til 27,5 % ved dag 84. 20:5n-3 sank fra 5,5 % til
3,0 % mellom dag 1 og 42, fgr den steg til 3,9 % ved dag 84. 22:6n-3 sank fra 30,7
% til 15,6 % mellom dag 1 og 42, fgr den steg til 22,5 % ved dag 84.

4.2.5b Endringer i EPA og DHA innhold i rgde blodlegemer og plasma fra fisk i
kontrollgruppene

Figur 22 viser en sammenligning av den prosentvise utviklingen (areal %) til
henholdsvis 20:5n-3 og 22:6n-3 innholdet i rgde blodlegemer og plasma fra fisk i

kontrollgruppen gitt for tilsatt EPA/DHA konsentrat gjennom hele

forsgksperioden.
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Figur 22: Utviklingen i nivaet (areal %) av 20:5n-3 og 22:6n-3 innhold,
sammenlignet mellom rgde blodlegemer og plasma fra fisk i
kontrollgruppen foéret med EPA/DHA konsentrat gjennom hele
forsgksperioden.
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Resultatene indikerte at det prosentvise nivaet av EPA stiger brattere, og til et
hgyere niva i plasma kontra i rgde blodlegemer. Dette pa tross av neer like nivaer
ved dag 1 (5,5 % og 6,0 %). Nivaet var hgyest i rgde blodlegemer ved dag 1 og
14, og hgyest i plasma ved dag 21, 42 og 84. Det prosentvise nivdet av DHA var
hgyest i rgde blodlegemer ved samtlige tidspunkt. Nivdet i rgde blodlegemer var
stabilt mellom 37,5 % og 41,4 %, mens nivaet i plasma steg fra 30,7 % ved dag 1
til 31,2 % ved dag 21 fgr den sank til 25,8 % ved 42 og deretter steg til 32,0 %
ved dag 84 %.

Figur 23 viser en sammenligning av den prosentvise utviklingen (areal %) til
henholdsvis 20:5n-3 og 22:6n-3 innholdet i rgde blodlegemer og plasma fra fisk i

kontrollgruppen gitt for tilsatt rapsolje gjennom hele forsgksperioden.
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Figur 23: Utviklingen i nivdet (areal %) av 20:5n-3 og 22:6n-3 innhold,
sammenlignet mellom rgde blodlegemer og plasma fra fisk i
kontrollgruppen foret med rapsolje gjennom hele forsgksperioden.
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Resultatene indikerte at det prosentvise nivaet av EPA var stabilt mellom 3,9 %
og 6,0 % for alle fraksjonene og var hgyest i rgde blodlegemer ved samtlige
tidspunkt. Det prosentvise nivdet av DHA var hgyest i rgde blodlegemer ved
samtlige tidspunkt. Mens DHA nivdet i plasma sank trinnvis fra dag 1 til dag 42,
var nivaet i rgde blodlegemer stabilt mellom 40,6 % og 39,4 % i samme periode.

Fra dag 42 til 84 steg nivdet i plasma, mens nivaet i rgde blodlegemer sank.

4.3 Stresstest

Totalt ble 148 histologiske snitt fremstilt og analysert med lysmikroskopi. Kun
utvalgte, representative bilder fra de histologiske undersgkelsene er inkludert i
oppgaven. Etter diskusjon rundt utvalgte bilder med professor Anne Marie
Bakke ble det kun observert enkelte tegn til enteritt: noe nedsatt enterocytt
vakuolisering i, samt noe gkning i antall gobletceller hos fisk foret med
saponiner. Det ble derimot ikke observert klare forskjeller mellom fisk gitt
saponin i dosering 8 g/kg for over 9 dager og 20 g/kg for over 13 dager. For
stresstest ved dag 84 er det antydninger til stgrre reduksjon i vakuolisering hos

kontrollgruppe RO, sammenlignet med kontrollgruppe K.
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Test 1: Stresstest av fisk gitt for tilsatt en blanding av 40 % ansjosolje og 60 %
rapsolje, med ulike doser saponin ved dag 1.

Bilde 2: Bildet er av et histologisk snitt
fra tverrsnitt av baktarm ved dag 1
under stresstest 1, fgr fisken ble gitt for
tilsatt saponin. Bidet er tatt med 10x
forstgrrelse, og scalebar er 50 pm.

Bilde 3: Bildet er av et histologisk snitt
fra tverrsnitt av baktarm ved dag 1+9,
under stresstest 1. Fisken hadde da
blitt gitt for tilsatt saponin i 9 dager (8
g/kg for). Bidet er tatt med 10x
forstgrrelse, og scalebar er 50 pm.

Test 2: Stresstest av fisk gitt for tilsatt en blanding av 40 % ansjosolje og 60 %

Bilde 4 Blldet erav et hlstologlsk snitt
fra tverrsnitt av baktarm ved dag 21
under stresstest 2, fgr fisken ble gitt for
tilsatt saponin. Bidet er tatt med 10x
forstgrrelse, og scalebar er 50 pm.

olje, med ulike doser saponin ved dag 21.

lede 5: Bildet er av et hlstologlsk snitt
fra tverrsnitt av baktarm ved dag
21+13, under stresstest 2. Fisken
hadde da blitt gitt for tilsatt saponin i
13 dager (20 g/kg for). Bidet er tatt
med 10x forstgrrelse, og scalebar er 50
pm.
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Test 3: Stresstest av fisk fra kontrollgruppe K (bilde 6 og 7) og RO (bilde 8 og 9),
gitt for tilsatt henholdsvis EPA/DHA konsentrat (K) eller rapsolje (RO), med
SO

g

@g

yasgfponiner (8g/kg for).

Bilde 6: Bildet er av et histologisk snitt
fra tverrsnitt av baktarm ved dag 84
under stresstest 3, fgr fisken ble gitt for
tilsatt saponin. Fisken var fra
kontrollgruppe K. Bidet er tatt med 10x
forstgrrelse, og scalebar er 50 pm.

Bilde 8: Bildet er av et histologisk snitt
fra tverrsnitt av baktarm ved dag 84
under stresstest 3, fgr fisken ble gitt for
tilsatt saponin. Fisken var fra
kontrollgruppe RO. Bidet er tatt med
10x forstgrrelse, og scalebar er 50 pum.

Bilde 7: Bildet er av et histologisk snitt
fra tverrsnitt av baktarm ved dag
84+12 under stresstest 3. Fisken hadde
da blitt gitt for tilsatt saponini 12
dager (8 g/kg for). Fisken var fra
kontrollgruppe K. Bidet er tatt med 10x

forstgrrelse, og scalebar er 50 pm.

e
Bilde 9: Bildet er av et histologisk snitt
fra tverrsnitt av baktarm ved dag
84+12 under stresstest 3. Fisken hadde
da blitt gitt for tilsatt saponini 12
dager (saponindose: 8 g/kg for). Fisken
var fra kontrollgruppe RO. Bidet er tatt
med 10x forstgrrelse, og scalebar er 50
pm.

B
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5. Diskusjon

5.1 Vekt og lengde utvikling

Det var ingen signifikant forskjell i hverken vekt eller lengde mellom de tre ulike
diettgruppene, fgr crossover ved dag 42, eller ved avsluttet foringsforsgk pa dag
84. Dette er i samsvar med flere tidligere studier. I et forsgk av Bell et al. (2001),
hvor laks pa om lag 80 g ble gitt for med ulike oljetilsettinger (fra 100 % fiskeolje
til 100 % RO) over 17 uker, fant de ingen forskjeller i vekst mellom de ulike
diettgruppene. Det samme resultatet fikk ogsa Regeost et al. (2004), i et studie
hvor laks pa omlag 3 kg ble gitt for tilsatt enten 100 % fiskeolje eller 100 % RO i
135 dager, samt Torstensen et al. (2005), i et studie hvor laks ble gitt for tilsatt
enten 100 % fiskeolje, 75 % fiskeolje, 100 % RO eller 75 % RO gjennom en hel,
todrig produksjonssyklus i sjg.

[ vart forsgk ble det kun observert signifikant forskjell i vekt og lengde
ved dag 21. Pa dette tidspunktet var fiskene i diettgruppe RO/K signifikant
hgyere og lengre enn fiskene i diettgruppe AO/RO. Dette er vanskelig a forklare,
og er et overaskende resultat siden det ikke ble observert signifikante forskjeller
ved de andre fem uttakene.

For kontrollgruppene, hvor fiskene fikk et for tilsatt enten RO eller
EPA/DHA konsentrat (K) gjennom hele foringsperioden pa 84 dager, ble det
observert hgyere vekt ved dag 84 i kontrollgruppe K (91,3 g) enn i
kontrollgruppe RO (83,2 g) (figur 14). Det var imidlertid kun fem individer som
inngikk i malingen for hver av de to kontrollgruppene ved dag 84, mot ti
individer for hver av diettgruppene. Denne vektforskjellen mellom
kontrollgruppene er i samsvar med Rosenlund et al. (2016), som baserte seg pa
to langtids-studier der i alt 14 grupper av laks gjennom sjgvannsfasen i en
oppdrettssyklus ble foret med hver sin fortype, hvor EPA og DHA utgjorde fra 1,0
% til 7,5 % av totalt fettsyreinnhold. Videre var resultatet fra kontrollgruppene i
samsvar med et av forsgkene rapportert av Thompson et al. (1996), hvor laks
fikk en diett basert pa enten fiskeolje eller solsikkeolje. Rosenlund et al. (2016)
konkluderte med at laks trenger mer enn 2,7 % EPA og DHA for a oppna optimal
vekst, og papeker samtidig viktigheten av langtidsstudier nar en skal undersgke
relasjonen mellom LC n-3 HUFA og vekst.
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En stor utfordring i forforsgket i oppgaven, var at fiskene ikke viste vekst
mellom oppstart og dag 21. Dette var ikke ventet, og det kan ha veert flere
arsaker til den flate utviklingen:

a) Rgkterne observerte lav appetitt de fgrste 3 ukene, og det ble rapportert at en
stor andel av foret flgt i overflaten. Metoden for fremstilling av fér ble pa
bakgrunn av dette endret ved at tgrre pellets ble blandet bedre med tilsatt olje
far tilkobling til rotavapor. Rgkterne rapporterte bedre appetitt etter dette.

b) Mengden forspill var stor de fgrste 3 ukene, noe som gav lav vannkvalitet og
etterhvert finnerdte hos flere individer i alle diettgruppene. Dette kan ha
pavirket appetitten. Etter at forfremstillingen ble endret og rgkterne i stgrre
grad fjernet forspill fra tankene, bedret situasjonen seg bade med tanke pa
finnerdte og appetitt.

c) Det var stort sprik i vekt mellom individene ved dag 0. Individmalingene av
lengde og vekt (n=10) viste her et sprik fra 11,5 cm og 18,7 g til 14,6 cm og 42,1
g. Det er mulig at det ved de fgrste prgveuttakene ble tatt ut en overvekt av sma
fisker, som underpresterte i forhold til populasjonen som helhet, slik at tallene
ble kunstig lave. Fra og med dag 42 ble karene sjokk-tappet fgr prgveuttak, noe
som gav jevnere grupper (lengde og vekt) til analyse.

d) O-foret hadde en pellet-stgrrelse pd 2 mm, mens forsgksforene hadde en
pellet-stgrrelse pa 3mm. Skretting AS anbefaler at 2Zmm gis fisk fra 15 g til 60 g,
mens 3 mm gis fisk fra 40 g til 200 g (Siri Tgmmerds, pers. com. epost
15.09.2016). Gjennomsnittsvekten til fisken i forsgket var godt under anbefalt
vekt for overfgring fra 2 mm til 3 mm pellets, noe som kan antas d ha pavirket
appetitten negativt. Hvis man i tillegg trekker inn den store spredningen i
stgrrelse mellom fiskene ved dag 0 (figur 13), ser man at de tyngste individene 13
i grenseland mellom anbefalt vekt for foring med 2 mm og 3 mm, mens en andel
av populasjonen veide ned mot halvparten av anbefalt vekt for overfgring til 3
mm pellet. Dette kan forklare hvorfor veksten fikk en "treg” start, samt hvorfor
det i prgveuttak under fgrste halvdel av forsgket ofte ble observert en gruppe
med, og en gruppe uten mat i tarmen. Denne forklaringen stgttes av de to testene
som ble gjort for & undersgke pellet-stgrrelsens innvirkning pa appetitten. De
fiskene som ved dag 42 fremdeles 1a under gjennomsnittsvekten ved dag 0, og

dermed ikke kan antas a ha spist, vokste mellom 20,6 % og 29,5 % avhengig av
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diettgruppe, nar de ble tilbakefgrt til 0-for (2 mm pellets) over en periode pad 15
dager. Dette tyder pad at fisken som ikke spiste trolig hadde appetitt, men derimot
ikke klarte overgangen til 3 mm pellet. Den andre testen, som ble utfgrt etter at
hovedforingsforsgket var avsluttet, viste at fisk under 26 g, foret med 2 mm
pellets, ikke oppnadde signifikant vekst nar de ble gitt 3 mm pellets over en
periode pa 27 dager (figur 16). Fiskene som derimot fikk fortsette med 2mm
pellets, hadde en vektgkning pad 23,9 % i samme tidsperiode. Dette forsgket
svekker ogsa den potensielle forklaringen om at sensoriske egenskaper ved
forsgksforet kan ha dempet appetitten, selv om dette ikke kan utelukkes som en

medvirkende faktor.

5.2 Fettsyresammensetning i for og i muskel

Fettsyresammensetningen i muskel fra fisk i de tre crossover-diettgruppene og
de to kontrollgruppene ble generelt pdvirket av fettsyresammensetningen i
dietten over tid. Fettsyresammensetningen i Nutra Olympic 2 mm reflekterer at
badde rapsolje og fiskeolje er inkludert her. For tilsatt rapsolje hadde et innhold
av 18:2n-6 og 18:3n-3 som man kan forvente ut fra fettsyresammensetningen i
rapsolje. Rapsolje inneholder ikke LC n-3 HUFA, slik at de sma mengdene EPA og
DHA i for tilsatt RO (henholdsvis 0,9 % og 1,2 %) ma stamme fra fiskemel og
krillmel i foret. For tilsatt ansjosolje har en fettsyresammensetning typisk for en
”1812” olje, 15,3 % EPA og 11,3 % DHA, mens for tilsatt EPA/DHA konsentrat
hadde hgyt innhold av EPA og DHA (henholdsvis 30,3 % og 22,1 %). For tilsatt
AO og EPA/DHA konsentrat inneholdt henholdsvis 4,5 % og 4,0 % 18:2n-6. Dette
er omtrent dobbelt s3 mye som i fiskeoljer, og noe 18:2n-6 antas derfor a
stamme fra vegetabilske rdvarer i tgrrpellet.

Ved dag 1 inneholdt muskel over tre ganger sa mye DHA (14,2 %)
som EPA (4,1 %), pa tross av at 0-féret (Nutra Olympic 2 mm) inneholdt 6,3 %
DHA og 7,1 % EPA. Disse resultatene indikerer en omdanning av EPA til DHA i
fisken, og/eller at DHA inkorporeres i membranene i stgrre grad enn EPA. Polvi
& Ackman (1992) fant i sitt studie, hvor fire grupper laks med gjennomsnittlig
vekt pa 45 g ble gitt for tilsatt olje fra sild, raps, EPA/DHA konsentrat eller egg
over 29 uker, at bade PL og TAG i muskel inneholder betydelig mer DHA enn
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EPA. 18:3n-3 innholdet i Nutra Olympic var 4,3 % mot 2,3 % i muskel ved dag 1,
hvilket indikerer at 18:3n-3 er omdannet til EPA og deretter DHA i fisken.
Resultatene viser at Nutra Olympic ikke inneholder detekterbare mengder
arakidonsyre (ARA, 20:4n-6), mens det i muskel var 0,6 % ARA ved dag 1. For
18:2n-6 var innholdet henholdsvis 11,4 % og 8,0 %. Dette antyder at 18:2n-6 er
omdannet til 20:4n-6 i fisken

Resultatene fra fettsyreanalysene av muskel fra fiskene i de ulike diett- og
kontrollgruppene viste ingen tydelige endringer i nivaet av ALA, LA og LC HUFA
far ved dag 42. For noen grupper oppstod det ikke endringer fgr ved dag 63 eller
dag 84. For fiskene i diettgruppe K/RO (tabell 5) indikerte ikke resultatene en
gkning i nivdet av EPA og DHA fgr ved dag 42, noe som reflekterer
vekstutfordringene til og med dag 21, beskrevet under punkt 5.1, samt senere i
diskusjonen. Mens DHA synker ved dag 63, ses fgrst en markant endring for EPA
ved dag 84. En mulig forklaring pa dette er at foring med EPA/DHA konsentrat
over tid kan hemme uttrykkingen av desaturaser som inngar i syntetiseringen av
DHA fra ALA og EPA, slik beskrevet i Rosenlund et al. (2016), men dette ma sees
som spekulasjoner. ALA og LA gkte markant ved dag 84, noe som reflekterer
nivaet av ALA og LA i for tilsatt RO.

For fiskene i diettgruppe AO/RO (tabell 6) var nivaet av DHA stabilt fra
dag 1 til dag 42, fgr det sank ved dag 63 og dag 84. Nivdet av EPA steg noe ved
dag 42, og var frem til da under halvparten av nivaet i foret tilsatt AO. EPA sank
ved dag 63 og dag 84. Dette kan forklares med at nivaet av DHA i for tilsatt AO
ligger neert nivdet i fisken ved dag 1, samt at EPA i fisken til en viss grad
omdannes til DHA ndr nivaet av EPA er hgyt i foret. En annen mulig delforklaring
er at noe EPA og DHA inngikk i B-oksidasjon nar det ble gitt i overskudd til
fisken. Dette ble observert i et langtidsstudie av Stubhaug & Torstensen (2005),
hvor ulike grupper laks ble gitt for tilsatt enten fiskeolje eller vegetabilsk olje
over 22 maneder. Nivaet av ALA og LA var stabilt til og med dag 42, fgr det gkte
ved dag 63 og dag 84, noe som reflekterer det gkte nivaet av disse i foret etter
Crossover.

For fiskene i diettgruppe RO/K (tabell 7) var nivdet av bade EPA og DHA
stabilt til og med dag 63 fgr det steg kraftig for begge ved dag 84. Nivaet av LA

steg ved dag 42, og sank ved dag 84, mens nivdet av ALA var stabilt til og med
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dag 63, for det sank ved dag 84. Frem til og med dag 63 var det mindre bevegelse
i nivdene av EPA og DHA enn det var i de andre to diettgruppene. Dette kan
skyldes gkt uttrykking av desaturaser, og gkt syntese av EPA og DHA fra ALA,
noe som ogsa kommer frem av at nivdene av ALA er lavere enn tilsvarende
nivaer i for tilsatt RO. Nivaet av LA var ogsa lavere enn i foret, noe som kan tyde
pa omdanning til ARA i fisken. Denne forskjellen i LA og ALA niva mellom for og
muskel ble ogsa pavist av Polvi & Ackman (1992).

Det kan tenkes at nivaet av EPA og DHA indikerer en sterk tilbakeholdelse
av EPA og DHA i fisk eksponert for diett med lavt innhold av LC n-3 HUFA. Et
studie av Sanden et al (2011), hvor atte grupper av laks med en
gjennomsnittsvekt pa 355g ble gitt for tilsatt fra 0 % til 70 % vegetabilsk olje,
viste at laks kan vare en netto produsent av EPA og DHA dersom marine ravarer
i dietten blir tilstrekkelig byttet ut med vegetabilske substitutter.

For fiskene i kontrollgruppe K (EPA/DHA konsentrat) var nivaet av LA,
ALA, EPA og DHA stabilt frem til dag 42 (tabell 8). Da sank nivaet av LA og ALA
frem til og med dag 84, mens nivaet av EPA og DHA steg frem til og med dag 84.
Ved dag 84 var nivaet av EPA om lag halvparten, og DHA nivaet likt nivaet i for
tilsatt EPA/DHA konsentrat. Dette antas a skyldes omdanning av EPA til DHA,
noe som ogsa indikeres av det gkte DPA nivdet ved dag 63 og dag 84.

For fiskene i kontrollgruppe RO (tabell 9) var det fgrst en mer moderat
reduksjon i nivaet av EPA og DHA frem til dag 42, fgr nivdene sank til om lag
halvparten ved dag 84. Nivdet av ALA og LA var stabilt til og med dag 21, far det
steg ved dag 42 og 84. Nivdet av LA og ALA var mindre enn tilsvarende nivaer i
for tilsatt RO ved dag 84, noe som antas a skyldes syntese av LC HUFA fra LA og
ALA. Dette indikeres ogsa av at nivaet av ARA og DPA var henholdsvis 1,0 % og
0,7 % ved dag 84, pa tross av at disse FA ikke ble detektert i for tilsatt RO.

Siden det er kjent at det i stgrst grad er fettsyresammensetningen i
depotfettet som reflekterer fettsyresammensetningen i foret (Hardy et al., 1987;
dos Santos et al, 1993), er det sannsynlig at mangelen pa endring i
fettsyresammensetning hos de tre diettgruppene og de to kontrollgruppene over
de fgrste ukene generelt skyldes vekstutfordringene, og at fisken dermed ikke

deponerte TAG i muskel. Forskjellene i niviet av EPA og DHA mellom
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diettgruppene ved dag 42 vil i sa fall veere lave sammenlignet med hva de ville
vert dersom fisken hadde hatt god appetitt fra start.

Resultatene antyder at effekten av crossover pa innholdet av EPA og DHA
var moderat de fgrste tre ukene fra dag 42 til dag 63, og deretter mer markant
ved dag 84. Nivaet av EPA og DHA var bade stabilt over en lengre periode, og
endret seg vesentlig mindre i kontrollgruppe RO sammenlignet med
kontrollgruppe K. Dette kan skyldes gkt uttrykking av desaturaser i RO gruppen,
noe som stgttes av at DHA nivaet i muskel sank med 54 % over 84 dager i fisk
gitt for tilsatt RO, til et niva som kun utgjorde 30 % av DHA nivaet i fisk gitt for
tilsatt EPA/DHA konsentrat, ved dag 84. @kt uttrykking av desaturaser i laks
hvor fiskeolje i foret erstattes med rapsolje, er observert i et studie av Tocher et

al. (2000) hvor parr ble gitt et for tilsatt olje fra enten fisk, raps eller lin.

5.3 Fettsyresammensetning i rgde blodlegemer og plasma

Ved dag 1 inneholdt RBC neer syv ganger sa mye DHA (40,6 %) som EPA
(6,0 %) (tabell 10, 11 og 12), selv om 0-foret inneholdt 6,3 % DHA og 7,1 % EPA.
Disse resultatene indikerer en omdanning av EPA til DHA i leveren til fisken,
og/eller at DHA inkorporeres i membranene i stgrre grad enn EPA. Innholdet av
LA i RBCvar 2,9 % ved dag 1, mot 11,4 % i 0-foret. ARA ble ikke identifisert i 0-
foret pa tross av at det var 3,0 % i RBC ved dag 1. Dette indikerer en omdanning
av LA til ARA i fisken. ALA ble ikke detektert i RBC ved dag 1, mens 0-foret
inneholdt 4,3 %, noe som kan antyde at neer alt ALA var omdannet til EPA, og
videre til DHA i fisken. Eventuelt at ALA ikke inkorporeres i RBC.

Plasma inneholdt neer seks ganger sd mye DHA (30,7 %) som EPA (5,5 %)
(tabell 13, 14 og 15) ved dag 1, selv om 0-foret inneholdt 6,3 % DHA og 7,1 %
EPA. Disse resultatene indikerer ogsa en omdanning av EPA til DHA i leveren til
fisken, og/eller at DHA inkorporeres i membranene i stgrre grad enn EPA. DHA i
plasma finnes i PL, eksempelvis som lipoproteiner, samt TAG. LA innholdet i
plasma var 4,3 % ved dag 1, mot 11,4 % i Nutra Olympic. ARA ble ikke
identifisert i 0-foret, mens det var 1,9 % i plasma ved dag 1. Dette kan indikere

omdanning av LA til ARA i leveren til fisken. Innholdet av ALA i plasma var 1,2 %
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ved dag 1, mot 4,3 % i 0-foret, noe som antyder at ALA ble omdannet til EPA, og
videre til DHA i fisken.

Innholdet av EPA og DHA var lavere i plasma enn i RBC. En forklaring kan
veere at EPA og DHA styres til membranene i rgde blodlegemer, i stgrre grad enn
til plasma, hvor TAG er dominerende lipidklasse siden fiskene ikke ble sultet fgr
prgveuttak. Polvi & Ackman, (1992) fant den samme fordelingen mellom TAG og
PL, men da i muskel.

DHA nivaet i RBC var stabilt til og med dag 63 for fiskene i diettgruppene
K/RO (tabell 10) og AO/RO (tabell 11), for det sank ved dag 84, mens det for
fiskene i diettgruppene RO/K (tabell 12) var stabilt gjennom hele
foringsforsgket, foruten ved dag 14. Dette kan indikere at DHA styres til
membranene, hvor de er godt konservert, og antyder DHA's viktige biologiske
funksjon som komponent i cellemembraner. Dette samsvarer med et
langtidsstudie fra Sissener et al. (2016a), hvor laks ble gitt for med mellom 1,3 %
og 7,4 % EPA og DHA gjennom sjgvannsfasen. Her var DHA stabilt i RBC, og i
stgrre grad deponert i PL enn i TAG. For diettgruppe RO/K ved dag 14 anses
resultatene som et produkt av feilanalyse, samt at total FA kun er 75,3 % og
dermed utgjgr en Klar feilkilde. Det var ikke mulig a gjgre analysen fra dag 14 pa
nytt, da det ikke var tilstrekkelig prgvemateriale.

Nivaet av EPA i RBC var stabilt frem til og med dag 42 for fisk i
diettgruppe RO/K og dag 21 for fisk i diettgruppene K/RO og AO/RO. Nivaet steg
ved dag 42, og sank deretter ved dag 63 og 84 for fisk i diettgruppene K/RO og
AO/RO, mens det steg ved dag 63 og 84 for fisk i diettgruppe RO/K. Dette kan
tyde pa at EPA i RBC pavirkes raskere av diett enn DHA, og i mindre grad styres
til cellemembranene, noe som er i samsvar med Sissener et al (2016a).
Resultatene stgtter ogsa Ruyter et al. (2000), hvor analyser av blod fra laks gitt
for neer fri for n-3 og n-6 FA over en periode pa fire maneder, viste at DHA nivaet
var stabilt i PL, mens nivaet av EPA sank.

LA og ALA nivaet i RBC var relativt stabilt frem til dag 42 for fisk i
diettgruppe K/RO og AO/RO, hvilket anses ad skyldes at LA og ALA var til stede i
vegetabilske rdvarer i tgrrpellet. Bade LA og ALA ble tilsynelatende pavirket av

innholdet i for tilsatt RO.
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At endringene i fettsyresammensetningen i RBC var begrenset frem til og
med dag 21, anses a vere pavirket av vekstutfordringene til og med dag 21,
beskrevet under punkt 5.1.

DHA nivdet i Plasma var stabilt til og med dag 21 for fiskene i
diettgruppene K/RO (tabell 13) og AO/RO (tabell 14), for det sank ved dag 42.
For fiskene i diettgruppen RO/K (tabell 15) sank nivaet av DHA ved dag 14 og
dag 42, for det gkte ved dag 63 og dag 84. Resultatene kan indikere at DHA er
mindre konservert i plasma enn i RBC, og i stgrre grad pavirkes av
fettsyresammensetningen i dietten. Dette er i samsvar med Ruyter et al. (2000),
hvor nivaet av DHA var stabilt i RBC men sank i plasma, og resultatene indikerte
en overfgring av DHA fra TAG til PL.

Nivdet av EPA i plasma gkte kraftig ved dag 14, sank tilbake til om lag
utgangspunktet ved dag 21, gkte ved dag 42, sank ved dag 63 og gkte ved dag 84,
for fisk i diettgruppe K/RO (tabell 13). Resultatene ved dag 14 antas 3d skyldes
feilanalyse. Det var ikke mulig a gjenta analysen grunnet for lite prgvemateriale.
Oppgangen ved dag 84 antas a veere usikkert grunnet svaert hgy standardavvik.
For fisk i diettgruppe AO/RO (tabell 14) ble det observert en gkning av EPA ved
dag 14, fgr nivaet sank ved dag 21, og videre sank med over 60 % ved dag 63 fgr
det steg ved dag 84. EPA nivaet i plasma hos fisk i diettgruppe RO/K (tabell 15)
sank ved dag 14 og var stabilt til og med dag 42, far det steg kraftig ved dag 63.
Generelt ble EPA nivaet i plasma pavirket av crossover, samtidig som resultatene
indikerer at det kan vare et minimumsniva av EPA pa rundt 3 % i plasma. EPA
og DHA i plasma viste lignende respons pa fettsyresammensetningen i dietten,
og begge sa ut til & respondere raskere ved skifte til for tilsatt EPA/DHA
konsentrat, enn til for tilsatt RO. Dette kan tyde pa gkt uttrykking av desaturaser,
og syntese av EPA og DHA i fisk gitt for tilsatt RO.

For fisk i diettgruppe K/RO og AO/RO var nivaet av LA stabilt frem til dag
42, mens ALA nivaet var relativt stabilt gjennom hele foringsforsgket. Dette
antas a skyldes tilstedevarelsen av LA og ALA i vegetabilske ravarer i tgrrpellet.
Nivaet av LA steg ved dag 63, pavirket av innholdet i for tilsatt RO. For fisk i
diettgruppe RO/K steg nivaet av LA og ALA ved dag 14, og var relativt stabilt til
og med dag 42, fgr det sank ved dag 63. ALA ble ikke detektert ved dag 84. Dette

reflekterer innholdet av LA og ALA i foret. For alle tre diettgruppene var nivaet
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av LA og ALA under nivaet i for tilsatt RO i de ukene foret ble gitt. Dette tyder pa
omdanning til EPA, DHA og ARA i fisken.

At endringene i fettsyresammensetningen i plasma var begrenset frem til
og med dag 21, bgr sees i sammenheng med vekstutfordringene beskrevet under
punkt 5.1.

Pa tross av en viss gkning gjennom foringsforsgket, var EPA nivaet i RBC
fra fisk i kontrollgruppe K kun 39% av tilsvarende niva i foret ved dag 84 (tabell
16). DHA opprettholdt derimot et nivd pa omtrent det dobbelte av foret. En
plausibel forklaring er igjen at EPA omdannes til DHA i fisken, samt at DHA er
mer konservert i membranene.

Nivdet av DHA var stabilt i kontrollgruppe K, men mindre stabilt i
kontrollgruppe RO (tabell 17). Dette indikerer at DHA nivaet akkumuleres over
tid i bade rgde blodlegemer og plasma, til et metningsniva pa rundt 40 % for RBC
og 30 % for plasma, men at nivaet destabiliseres og faller ved langvarig fraveer av
EPA og DHA i dietten. Dette skiller seg fra muskel, hvor resultatene ikke tydet pa
at et metningsniva for EPA eller DHA ble oppnadd (tabell 8).

Nivaet av EPA gkte for kontrollgruppe K, og gkningen var vesentlig
sterkere i plasma enn i RBC. Dette kan forklares med at RBC stort sett inneholder
membranbundne fosfolipider (PL), mens plasma i stor grad inneholder
triacylglycerol (TAG) som i stgrre grad enn PL pavirkes av diett (Olsen et al,
1997; Jobling & Bendiksen, 2003). Plasma kan dermed sammenlignes mer med
et gyeblikksbilde av ernzeringsstatus, mens RBC viser endringer over tid.

Nivaet av EPA sank noe i plasma og RBC for kontrollgruppe RO, og
resultatene kan tyde pa en nedre grense pa rundt 4 % i RBC og 3 % i plasma for
EPA. For DHA kan resultatene fra kontrollgruppe RO tyde pa en lignende grense
pa omtrent 27 % i RBC og 20 % i plasma. Dette kan skyldes gkt uttrykking av A-5
og A-6 desaturase i for med lite EPA og DHA, som fgrer til gkt syntese av EPA og
DHA i fisken, slik beskrevet av Rosenlund et al. (2016). Resultatet kan ogsa peke i
samme retning som Sanden et al. (2011), hvor gkt andel vegetabilske oljer i foret
gav gkt retensjon av EPA og DHA .

Nivaet av DHA var stort sett hgyest i RBC, mens det motsatte virket a

veere tilfelle for EPA. En mulig forklaring pa dette er at DHA i stgrre grad
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inkorporeres i membranene, samt at mer EPA er tilgjengelig for syntese av
eikosanoider, regulering avimmunrespons og omdanning til DHA.

Flere av resultatene viste avvikende verdier ved dag 14. Det var krevende
a fa ut nok blod fra fisken i de fgrste tre ukene. Dette gjorde at det ved dag 14 var
vanskelig & fa nok plasma og RBC til analyse, og ikke tilstrekkelig til a
gjennomfgre flere analyserunder. En annen mulig forklaring er at prgveuttakene
ble gjennomfgrt pad ulike tidspunkt av dggnet, enten fgr eller like etter foring. I
sistnevnte tilfelle vil i sa fall FA i dietten kunne gi et markert utslag i plasma
(TAG), men lite utslag i RBC (PL).

Generelt var det hgyt standardavvik for FA i plasma og RBC. Det ble ogsa
observert mye bakgrunnsstgy pa kromatogrammene ved analyse. Dette anses a
skyldes at metoden for direktemetylering av plasma og RBC ikke ble gjennomfgrt

pa en tilfredsstillende mate.

5.4 Soyasaponinindusert enteritt og histologi

Bilder av utvalgte histologiske snitt ble sendt til Professor Anne Marie Bakke ved
Norges miljg- og biovitenskapelige universitet, en av Norges fremste kapasiteter
pa saponinindusert enteritt, og diskutert opp mot kjente symptomer beskrevet
under punkt 2.4.

Det var generelt lite endring i fisk gitt stressfor. I fglge Prof. Bakke viste
resultatene noe reduksjon av enterocytt vakuolisering hos fisk foret med
soyasaponin. Redusert vakuolisering fgrer til nedsatt funksjon ved at endocytose
og pinocytose hemmes. Det er normalt hgy vakuolisering i baktarm, og en
reduksjon vil spesielt fa innvirkning pa evnen til opptak av makromolekyler.
(Bakke pers. com. pr telefon 26.10.2016)

Det ble ikke observert tydelig infiltrasjon avimmunceller i lamina propria
eller submucosa, og resultatene kan tyde pa at det ikke ble indusert noen klar
immunrespons pa tilstedevearelse av soyasaponiner. Dette kan skyldes lav
eksponering for saponin som fglge av darlig kvalitet pd saponinet, eller ved at

metoden for tilsetting av saponin i oljetilsettingen ikke var god nok.
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Det er kjent at saponiner kan variere i kvalitet fra produsent til produsent, og fra
batch til batch, grunnet ulik kvalitet pa ravarer og produksjon, samt at
ekstraksjon/utvinning av saponiner er regnet som krevende.

Soyasaponiner er tidligere formulert i tgrrpelleten, hvor det har erstattet
noe av hvetestivelse (Krogdahl et al.,, 2015). I dette forsgket ble derimot saponin
formulert som en del av oljetilsettingen. Soyasaponinet som ble brukt ville ikke
lgse seg i oljen, og ble derfor kun blandet inn rett fgr tilsetting for & sikre best
mulig fordeling i hele batchen. Det kan tenkes at saponinene enten har blitt
"vasket ut” i vannmassene fgr de ble spist, eller at selve blandingen med
oljetilsettingen dempet eksponeringen mot enterocyttene.

Det ble ikke observert tydelig forskjell mellom saponindosene 8 g/kg for
og 20 g/kg for, selv ved 13 dagers eksponering for fisk gitt hgyeste dose. Dette
star i kontrast til funnene fra Krogdahl et al. (2015), hvor det ble observert en
dose avhengig inflammasjon i baktarm allerede fra doser pa 2-4g/kg for. I
samme studie ble enterocytt vakuoliseringen redusert fra score 8 til 4 (pd en
skala fra 0 til 10), nar saponindosen gkte fra 0g/kg for til 10g/kg for. En mulig
forklaring pa resultatene fra de to fgrste stresstestene i denne oppgaven, er
mangel pa appetitt de fgrste 21 dagene av forsgket. Det ble observert tarm med
lite eller ingen innhold i flere av fiskene som ble tatt ut for tarmprgver til
histologi, noe som tyder pa at tarmen var lite utsatt for saponin.

Det ble observert sma forskjeller mellom kontrollgruppene RO og K etter
12 dagers foring med saponin i dosering 8 g/kg for, hvor RO gruppen hadde noe
stgrre reduksjon i vakuolisering. Forskjellene ble ikke vurdert som patologiske
(Bakke pers. com. pr telefon 26.10.2016).

Det var ulikheter mellom individer og grupper nar det gjelder lengden pa
folder i slimhinnen. Det kan dog ikke trekkes noen slutninger ut fra dette, siden

det var stor variasjon i fiskestgrrelse fra start, og fiskene ikke var individmerket.
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6.Konklusjoner

Resultatene fra forsgket viser at veksten ikke ble pavirket av
fettsyresammensetningen i foret, hverken fgr crossover ved dag 42, eller etter
endt foringsforsgk ved dag 84. Det ble heller ikke registrert dgdelighet hos noen
av gruppene. Fiskene viste ingen signifikant vekst de fgrste 21 dagene, noe som
trolig skyldes at en andel av populasjonen ikke spiste forsgksféret grunnet for
stor pellet. Dette ble bekreftet av to uavhengige tester.

Fettsyresammensetningen i muskel, plasma og RBC reflekterte, med noen
unntak, fettsyresammensetningen i foret. 1 fisk gitt foér tilsatt EPA/DHA
konsentrat eller ansjosolje akkumulerte nivdaet av EPA og DHA i muskel over tid,
mens resultatene indikerte et metningsniva for DHA i plasma og RBC. For fisk
gitt for tilsatt rapsolje sank nivdet av EPA og DHA i muskel gjennom hele
forsgket, mens det kunne tyde pa at det etablerte seg minimumsnivaer av EPA og
DHA i begge blodfraksjoner. DHA var generelt mer stabilt enn EPA i plasma og
RBC. DHA nivaet var hgyest i RBC, og for alle malinger hgyere enn nivaet i foret
som ble gitt. Dette gjaldt ikke for EPA, hvor nivaet var lavere i fisk enn i for for
fisk foret med EPA/DHA konsentrat. Nivdet av EPA i plasma var over nivaet i
RBC ved flere prgveuttak. Dette indikerer at DHA i stgrre grad inkorporeres i
membranene, og at EPA omdannes til DHA i fisken.

Analysene av fettsyresammensetningen i plasma og RBC gav hgyt
standardavvik og til dels mye bakgrunnsstgy. Dette antas d skyldes at metoden
for direktemetylering ikke ble gjennomfgrt pa en tilfredsstillende mate.

Soyasaponiner gav fa tegn til enteritt, selv ved hgye doser over en lengre
tidsperiode. Det ble generelt observert noe redusert vakuolisering og en
moderat gkning i antall gobletceller hos fisk gitt for tilfgrt soyasaponin. Det
kunne synes som om at fisk i kontrollgruppen gitt for tilsatt RO hadde noe mer
redusert enterocytt vakuolisering i baktarm enn fisk i kontrollgruppen gitt for
tilsatt EPA/DHA konsentrat.

For senere forsgk anbefales det & formulere soyasaponiner som en del av
tgrrpellet slik det er gjort i tidligere forsgk, og ikke i oljetilsettingen slik det ble
gjort i dette forsgket. Metoden for bestemmelse av fettsyresammensetningen i
plasma og RBC ved direktemetylering, bgr vaere bedre optimalisert. Det burde
ogsa benyttes stgrre fisk, som kan gi gkt mengde blod ved prgvetaking, slik at
flere parallelle analyser kan gjennomfgres. Videre ma stgrrelsen pa pellet
tilpasses stgrrelsen pa fisken, i samsvar med rad fra forprodusent.
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