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Sammendrag/anbefalinger:

Forsgk med atlantisk laks avdekket viktige sammenhenger mellom férsammensetning og fiskehelse.
Langtidsforsgk i sjgmerder viste at lavt sinkniva i foret reduserte sinkkonsentrasjoner i fisken og pavirket mRNA-
uttrykk knyttet til sinkopptak. Redusert fettinnhold gkte sink- og selen-nivaer i ulike vev, mens hgyere EPA og
DHA-nivaer (11%) forbedret vekst, helse og filetkvalitet. To strategier for gkt sinkretensjon ble identifisert: redusert
fettinnhold og gkt EPA og DHA i féret. Korttidsstudier avslgrte at DHA fremmet sinkopptak i tarmceller, spesielt
ved lavere temperaturer. Hos lakseparr akselererte kombinasjonen av hgyt sink- og omega-3-niva skjellutvikling,
okte bentetthet og forbedret sarheling. Cellekulturforsgk bekreftet at sink og DHA sammen gkte keratocyttenes
migreringspotensiale. Disse funnene understreker viktigheten av en balansert forsammensetning for optimal
fiskehelse og velferd. Forsgk med post smolt i kar pa land viste at 10 % mettede fettsyrer i foret er utilstrekkelig
for optimal vekst og filetkvalitet hos atlantisk laks Vi har sammenlignet tilvekst og stressrespons hos atlantisk laks
(100-440 g) i resirkuleringssystem (RAS) og gjennomstrgmmingsanlegg (FT). Fisk i RAS hadde lavere tilvekst,
okt stress (hgyere kortisol og eikosanoider) og endret fosfolipidmetabolisme sammenlignet med FT. EPA-tilskudd
reduserte stressmarkgrer i begge systemer, men RAS-fisk viste svekket barrierefunksjon i tarm og skinn.
Resultatene understreker behovet for optimalisering av bade for og systembetingelser for & minimere negative
effekter i RAS.



English summary/recommendation:

Our research has uncovered critical links between feed composition and fish health in Atlantic salmon, highlighting
the impact of specific nutrients on growth, mineral retention, and overall quality. Low zinc (Zn) levels in feed were
found to reduce tissue Zn concentrations, while reduced fat content increased Zn and selenium levels. Higher
EPA and DHA levels (11%) significantly enhanced growth performance and fillet quality, with two effective
strategies for improving Zn retention identified: reducing fat content and increasing EPA+DHA. Short-term studies
revealed that DHA and oleic acid promote Zn uptake in intestinal cells, while high Zn combined with omega-3
accelerated scale regeneration and wound healing in salmon parr. Additionally, low saturated fatty acid (SFA)
content inhibited growth and compromised fillet quality. In recirculating aquaculture systems (RAS), fish exhibited
lower growth and higher stress markers compared to flow-through systems, though EPA supplementation reduced
stress indicators in both environments. These findings emphasize the importance of precisely balanced feed
formulations to optimize fish health, resilience, and production efficiency in aquaculture systems.

Forord

Prosjektet er et resultat av en utlysning fra Fiskeri- og havbruksnaeringens forskningsfond, FHF, i 2020:
Pa tross av tilgjengelig kunnskap om ernaeringsbehov for de viktigste naeringsstoffene isolert sett, har
vi manglende forstaelse av betydningen av samspillseffekter mellom ulike naeringsstoff i foret for laksens
helse. Malet med FHF utlysningen og prosjektet var a tette dette kunnskapshullet slik at naeringen kan
forbedre forresepter for & styrke tilvekst, fiskehelse og muskelkvalitet. Problemstillingen er forankret i
FHF's prioritering om & fremskaffe kunnskap om hvordan fett, fettsyrer, kolesterol og mineraler i foret
pavirker fiskens helse og robusthet.



Innhold
1 Sammendrag 1
1.1 AP 3. Sammendrag, langtidsforsgk merder i sjg 1
1.2 AP 1. Sammendrag, korttids fordgyelighetsforsgk med Zn og in vitro forsgk med tarmceller 1
1.3 AP 1. Sammendrag Samspill Zn og omega-3 fettsyrer i for til parr og in vitro sérhelingsmodell
1
1.4 AP 2 Sammendrag mettet fett 2
15 AP 1 sammendrag RAS og gjennomstrgmming — effekt av system og ulike niva EPA i for 2
2 Innledning 3
2.1 Faglig bakgrunn for at prosjektet ble igangsatt 3
2.2 Prosjektets omfang 3
2.3 Prosjektorganisering (roller/ansvar: prosjektgruppe, referansegruppe) 4
2.3.1 Referansegruppe 4
23.2 Prosjektgruppe 4
2.3.3 Samarbeidspartnernes kompetanse og roller 4
3 Problemstilling og formal 6
4 Prosjektgjennomfaring 7
4.1 Oversikt over arbeidspakker 7
41.1 AP 1. Samspill mellom omega-3 fettsyrer og Zn 7
4.1.2 AP 2. Mettet fett og samspill med kolesterol 7
4.1.3 AP 3. Laks i merder i sjg og samspill mellom fett, fettsyrer og Zn og effekter pa helse, ytelse
og kvalitet. 7
5 Forsgksbeskrivelse, resultater, diskusjon og hovedfunn 8
5.1 AP 1.3. Lakseparr som modell for studier av samspill Zn og omega-3 i ferskvann
511 Forsgksdesign
5.1.2 Metodikk 11
5.1.3 Resultat og diskusjon A1.3. Vekst, ytelse, kroppssammensetning, skinnhelse og
barrierefunksjon 13
514 Resultat og diskusjon sarhelingsforsgk 29
5.1.5 Oppsummering av hovedfunn AP 1.3, samspill Zn og omega-3 fettsyrer 31
5.2 Al. 2 Resultat og diskusjon in vitro sarhelingsmodell 34
5.2.1 Hovedfunn skinnhelse og sarheling A1.3 og A1.2 37
5.3 AP A3.4 Korttidsforsgk for studier av opptaksmekanismer for Zn i tarmen (HI ansvarlig) 37
53.1 Forsgksdesign 38
5.3.2 Metodikk 38
5.3.3 Resultat og diskusjon A 3.4. Vekst, plasmanivaer av mineraler og lipider, genuttrykk 41
5.34 Oppsummering av hovedfunn A 3.4, Zn opptak i tarm og metabolisme 50
5.4 Al.1. Effekter av fettsyrer pa opptak av Zn i tarmepitelceller (RTgutGC) (Ansvarlig HI) 50
5.4.1 Forsgksdesign 50
5.4.2 Metodikk 51
543 Resultat og diskusjon Al.1.Celle-viabilitet og permeabilitet, Zn opptak i celler 54



54.4
5.5

551
5.5.2
5.5.3

554
555
5.6

56.1
5.6.2
5.6.3

5.6.4
5.6.5
5.7

57.1
5.7.2
5.7.3

574
5.7.5
5.7.6

7.1

7.1.1
7.1.2
7.1.3
7.1.4
7.1.5
7.1.6

Hovedfunn Al.1. Zn opptak i tarmceller og effekt av DHA 58
Al.4. Behov for EPA til post smolt i gjennomstrammingsanlegg (FT) sammenlignet
resirkuleringsanlegg (RAS) (Nofima ansvarlig, samarbeid med GU, Hl) 58
Forsgksdesign 59
Metodikk 62
Resultat og diskusjon Al1.4, RAS/FT: Vekst, fettsyresammensetning, stress, barrierevev,
helsemarkgarer 63
Oppsummering hovedfunn RAS/FT 84
Referanser Al 85
AP 2.1.-2.3. Mettet fett og samspill med kolesterol (HI ansvarlig i samarbeid med Skretting
Al) 87
Forsgksdesign 88
Metodikk 88
Resultat og diskusjon A2 mettet fett og kolesterol: Vekst, férinntak, retensjon,
fettsyresammensetning 95
Hovedfunn mettet fett og kolesterol A2.1-3 110
Referanser AP 2 110
AP3. Effekt av ulike diettnivaer av fett, fettsyrer og Zn pa vekst, helse og filetkvalitet til A. laks
i merder i sjg (Ansvarlig: Nofima i samarbeid med HI) 115
Forsgksdesign 116
Metodikk 123
Resultat og diskusjon AP 3: vekst, forutnyttelse, helse, mineral og fettsyresammensetning,
filetkvalitet 128
Oppsummering hjertehelse 139
Oppsummering hovedfunn AP 3 164
Referanser AP 3: 165
Sentrale hovedfunn fra hele prosjektet 168
Leveranser 169
Resultatmal/leveranser 169
Presentasjoner 169
Muntlige presentasjoner konferanser 170
Vitenskapelige artikler publisert knyttet til PhD grad av Fang (vedlegg 1-3) 170
Artikkel submitted til Aquaculture, tilgjengelig som pre-print giennom SSRN 170
Planlagte artikler etter prosjektavslutning 171

Medieoppslag 171



1 Sammendrag

1.1 AP 3. Sammendrag, langtidsforsgk merder i sjo

Sammensetningen av for til atlantisk laks i kommersiell akvakultur endrer seg kontinuerlig. Fettnivaene
har gkt, mens nivdene av omega-3-fettsyrene EPA og DHA har sunket. Forskning viser at bade
omega 3-fettsyrer og fettniva kan pavirke mineralutnyttelsen. Dette eksperimentet undersgkte hvordan
ulike nivaer av fett, omega-3-fettsyrer og sink i foret pavirker vekst, helse, fettsyreretensjon i helkropp
og muskelkvalitet hos atlantisk laks i sjgmerder. Fisken vokste fra 1,5 kg til 4,5 kg. Prgvetaking ble utfart
ved ~2,5 kg og ved forsgkets slutt. Ved siste pravetaking ga lavt Zn-niva i féret signifikant redusert
sinkniva i helkropp og ulike vev, samt oppregulerte mRNA-uttrykk relatert til Zn-opptak i tarm. Lavere
fettinnhold i foret ga signifikant gkte Zn-nivaer i plasma, lever og skinn, med tendens til gkt Zn-innhold i
helkropp og gkt Zn-retensjon. Lavfett-dietter ga ogsa signifikant gkt selen (Se)-niva i muskel og skinn.
@kte EPA og DHA-nivaer i foret viste en tendens til & gke Zn-innhold i helkropp og Zn-retensjon.

Laks foret med 11 % EPA + DHA av totale fettsyrer hadde signifikant hgyere sluttvekt enn de féret med
6,5 %. Diettene pavirket muskelkvaliteten; 11 % EPA og DHA forbedret filetens redfarge, mens lavt
sinkinnhold resulterte i blgtere muskeltekstur. Hgyere retensjon av totalfett og EPA i helkropp ble
observert hgsten 2021 sammenlignet med varen 2022. En signifikant interaksjon mellom periode og
diett pA EPA-retensjon i helkropp (p=0,043) ble pavist. Fettsyresammensetningen i vev gjenspeilet i stor
grad férets sammensetning. Det laveste leverfettinnholdet ble observerti 11 % EPA+DHA-gruppen.

Disse resultatene understreker betydningen av EPA, DHA og sink for laksens helse og filetkvalitet, og
demonstrerer to mulige strategier for & gke Zn-retensjon i laks i sjgvannsfasen: redusert fettinnhold og
gkt EPA og DHA-niva i foret.

1.2 AP 1. Sammendrag, korttids fordoyelighetsforsgk med Zn og in vitro
forsgk med tarmceller

To kortvarige foringsforsgk med atlantisk laks undersgkte interaksjonen mellom sink (Zn), fettinnhold
og n-3 langkjedede flerumettede fettsyrer (n-3 LC-PUFA) i foret, med fokus pa postprandiale plasma-
parametere og opptak og transport av Zn og fett i tarm. Etter 4 ukers foring ble praver tatt pa ulike
tidspunkter opp til 36/38 timer etter foring. Resultatene viste at gkte Zn-nivaer i foret signifikant gkte
postprandiale plasmanivaer av Zn ved lavere temperatur (8—9 °C), men ikke ved hgyere temperatur
(10-12 °C). Markarer for Zn- og fettopptak og -transport i tarm ble ikke pavirket av hverandres nivaer i
foret. | en komplementzer in vitro-studie med regnbuegrret tarmcellelinjen RTgutGC, ble det pavist at
fettsyren DHA farte til gkt opptak og transport av Zn sammenlignet med kontroll. Den enumettede
fettsyren oljesyre viste ogsa en positiv effekt pa Zn-opptak og -transport i forhold til kontroll. Zn-transport
i tarmen spiller en ngkkelrolle i reguleringen av kroppens Zn-lagring, mens fettransport pavirker
lipidakkumulering i tarmen. EPA- og DHA-nivaer i foret er vist & pavirke Zn-retensjonen i kroppen. Var
tidligere forskning har avdekket at reduksjon av fettinnholdet eller gkning av n-3 LC-PUFA i dietten kan
gke kroppens Zn-status og Zn-retensjon hos atlantisk laks. Disse funnene er seerlig relevante i lys av
endringer i forsammensetningen. A forstd hvordan disse prosessene reagerer pa ulike férkomponenter
er avgjgrende for & opprettholde fiskehelse og velferd, spesielt med tanke pa& miljghensyn og
regulatoriske begrensninger pa Zn-nivaer i foret.

1.3 AP 1. Sammendrag Samspill Zn og omega-3 fettsyrer i for til parr og in
vitro sarhelingsmodell

Formélet med dette arbeidet var & undersgke interaksjoner mellom sink (Zn) og omega-3 i forbindelse
med skinn- og benutvikling hos laks, ved & kombinere in vitro- og in vivo-teknikker. Lakseparr (5-15 g)
ble foret med seks ulike dietter som varierte i Zn- og omega-3-nivaer, og vi studerte bade skinn- og
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benkvalitet samt sarheling av mekanisk induserte sar (dypt kutt, overfladisk sar og skinn tett inntil
sarkant). Resultatene viste at fisk foret med hgy Zn og hay omega-3 hadde raskere skjellutvikling, gkt
bentetthet i ryggvirvlene og raskere regenerering av skjell etter skade. | cellekulturforsgk viste
keratocytter hgyere migreringspotensiale nar vekstmediet inneholdt bade Zn og DHA, med den
sterkeste effekten ved kombinasjon av begge. Rask migrering av keratocytter for & dekke sar og
regenerering av skjell for & opprettholde skinnstyrken er viktige faktorer i sarheling hos fisk, og vare funn
viser at kombinasjonen av Zn og omega-3 spiller en sentral rolle i disse prosessene.

1.4 AP 2 Sammendrag mettet fett

Redusert bruk av marine ingredienser i for til oppdrettslaks har fart til lavere nivaer av mettet fett (SFA)
og kolesterol (CHOL). Konsekvensene av dette ble undersgkt i et féringsforsgk med fem ulike nivaer av
SFA (10-28 % av totale fettsyrer). | tillegg ble noen dietter tilsatt ekstra CHOL, noe som ga et faktorielt
design med hgy/lav SFA og hgy/lav CHOL. Resultatene viste at lavt SFA-niva reduserte vekst, gkte
forinntak og forfaktor (FCR), sannsynligvis p& grunn av energi brukt pa endogen SFA-produksjon.
Retensjonsberegninger viste betydelig egenproduksjon av mettet fett og kolesterol i gruppene som
hadde fatt lave nivaer i foret. Lavt SFA-niva pavirket ogsa filetkvaliteten negativt, med gkt vaesketap
etter frysing og tining, samt redusert muskelstyrke og darligere farge pa filet. Lav SFA i féret ga ogsa
@kt akkumulering av fett i lever, samt hadde en svak negativ effekt pa retensjon av DHA og DHA-nivaer
i ulike vev. Selv om verken SFA eller CHOL er essensielle naeringsstoffer for laks, viser resultatene
tydelig at for lave nivaer i féret kan redusere fiskeytelsen og filetkvaliteten.

1.5 AP 1 sammendrag RAS og gjennomstremming — effekt av system og ulike
niva EPA i for

| et forsgk med atlantisk laks (100—-440 g) ble to fortyper — et kontrollfér og et fér med hayere EPA-niva
(EPA+) — testet i bade resirkuleringssystem (RAS) og gjennomstreammingsanlegg (FT). Tilveksten var
signifikant lavere i RAS enn i FT, og RAS-fisk viste gkte nivaer av stressmarkgrer (kortisol, kortison, 583-
THE i faeces) og hgyere konsentrasjoner av eikosanoidene LTB4 og LTB5 i lever. Gjelleanalyser viste
reduserte nivder av EPA og arakidonsyre (ARA) i fosfolipidklassene fosfatidylkolin (PC) og
fosfatidylinositol (PI) hos RAS-fisk, noe som kan indikere gkt omdannelse av disse fettsyrene til
eikosanoidproduksjon. En hgyere PC/fosfatidyletanolamin (PE)-ratio i RAS-gjeller kan ogsa pavirke
membranfluiditeten, noe som tyder pa tilpasning til systemspesifikke miljgforhold.

Serumverdier for ASAT, ALAT og osmolalitet var lavere i RAS, og EPA-tilskudd reduserte disse verdiene
i begge systemer. Fettsyremgnstre i vev ble primaert styrt av foret, men med samspill mellom system
og fortype: EPA-tilskudd gkte EPA- og ARA-nivaer i skinn hos FT-fisk, men ikke i RAS fisk. RAS-fisk
hadde tykkere epidermis, men gkt permeabilitet for mannose i EPA+-gruppen, samt redusert
barrierefunksjon i tarmen — mot ioner i distale deler og mot mannose i proksimale deler. Proksimal tarm
i EPA+-gruppene hadde signifikant hgyere nivaer av n-6-fettsyrene ARA og 20:3n-6.Samlet viser
resultatene at RAS-fisk, hadde lavere tilvekst, forhgyet stressrespons, endret fosfolipidmetabolisme og
strukturelle endringer i skinn og tarm sammenlignet med fisk i FT. Funnene understreker RAS-miljgets
komplekse pavirkning pa fiskens fysiologi og helse, og behovet for optimalisering av béade
forsammensetning og systembetingelser for & redusere negative effekter.



2 Innledning

2.1 Faglig bakgrunn for at prosjektet ble igangsatt

Sammensetningen av foret til laksen er dramatisk endret etter artusenskiftet, ved at fiskeolje og fiskemel
i stor grad har blitt erstattet med vegetabilske oljer og planteprotein. Selv om férene optimaliseres etter
kiente erneeringsbehov, har endringene medfart redusert innhold av komponenter som kan pavirke
laksens ytelse og helse. Nedgangen i fiskemel har blant annet fert til lavere nivaer av marine fosfolipider
og kolesterol. Lavere niva av fiskeolje i foret har fart til redusert innhold av mettede fettsyrer og omega-
3 fettsyrene EPA og DHA. | FHF prosjektene #901282 «Samspill fett i fér, miljg og fiskehelse
(OptiHealth)» og #901265 «Erneeringens betydning for skinn, tarm- og gjellehelse hos laks», viste
resultater at ulike naeringsstoff gjensidig pavirker hverandre. @kt niva av fett og redusert niva av EPA
og DHA i dietten, resulterte f.eks. i redusert opptak og deponering av sink (Zn) i fiskekroppen. Man vet
at Zn, fra dagens kilder, er relativt lite tilgjengelig for laksen og at ca. 70 % av Zn fra foret tapes til
omgivelsene. Zn akkumulerer dermed i slammet under merdene og forarsaker at slammet fra RAS-
anlegg blir uegnet som gjgdsel til landbruk. Store mengder Zn er ogsa skadelig for gkosystemet rundt
merdene, noe som har medfgrt at det nylig ble besluttet en gvre tillatt grense pa 180 mg/kg Zn i foret til
laksen. P& den ene siden gnsker man a dekke laksens behov for Zn, men pa den annen side tilstrebes
lavest mulig utslipp av Zn til omgivelsene. Det er ikke kjent hvilke Zn nivaer i féret som vil sikre laksens
behov og helse ved ulike diettnivaer av EPA og DHA i ulike produksjonssystem og videre er relativt lite
kjent om betydningen av samspillet mellom disse naeringsstoffene. Lave nivaer av fiskeolje og fiskemel
i foret har ogsd fert til reduserte nivder av mettede fettsyrer og kolesterol og gkte nivder av
plantefettsyrer, og forelgpige resultater indikerer at samspillet mellom disse neeringsstoffene kan pavirke
bade muskelkvalitet som fettavrenning fra filet, energiomsetning og retensjon av fett og fettsyrer i laksen
(FHF prosjekt #901282). P& tross av tilgjengelig kunnskap om ernzeringsbehov for de viktigste
naeringsstoffene isolert sett, hadde man ved oppstart av dette prosjektet manglende kunnskap om
betydningen av samspillseffekter mellom ulike naeringsstoff i foret for laksens helse. Malet med
prosjektutlysningen fra FHF var & tette dette kunnskapshullet slik at neeringen kan forbedre férresepter
for & styrke tilvekst, fiskehelse og muskelkvalitet. Problemstillingen er forankret i FHFs prioritering om &
fremskaffe kunnskap om hvordan fett, fettsyrer, kolesterol og mineraler i foret pavirker fiskens helse og
robusthet.

2.2 Prosjektets omfang

Prosjektperiode: 2021-2025

Budsjett fra FHF: NOK 24 669 100,- + Egenfinansiering partnere: NOK 3 767 110,-
= Total budsjett: NOK 28 436 210,-

Opprinnelig bidrag fra FHF: NOK 24 000000,-

Tilleggsbevilgning fra FHF 13.10 2022: NOK 669 100,-

Egenfinansiering partnere: NOK 3 767 110,-
Havforskningsinstituttet: NOK 1 370 000
Skretting: NOK 960 000,-

BioMar: NOK 617 000,-

INRA: NOK 500 000,-

Ggteborg Universitet: NOK 319 120,-

Tilleggsfinansiering: 3 arig stipendiat stilling, HaoHang Fang, tilknyttet prosjektet (finansiert av stipend
fra kina).
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Prosjektet har samarbeidet med Gifas og Universitetet i Tromsg med veileder Tore Seternes om a
finansiere mastergrad til Kristina Maria Solvang.

2.3 Prosjektorganisering (rollerlansvar: prosjektgruppe, referansegruppe)

Nofima, som juridisk enhet, har koordinert prosjektet med prosjektleder Bente Ruyter som ansvarlig for
prosjektadministrasjonen. Prosjektledelsen har bestatt av en representant fra hver av
samarbeidspartnerne; Nofima, HI, NMBU, BioMar, Skretting, Gateborg Universitet (Sverige) og INRAE
(Frankrike).

231 Referansegruppe
FHF oppnevnte fglgende referansegruppe med representanter fra havbruksnaeringen;

e Arne Guttvik, SalMar ASA - For- og analysesjef

e Ernst Morten Hevrgy, MOWI ASA - Product Development Manager

e Tor Eirik Homme, Grieg Seafood ASA - Director Feed and Nutrition, CSO

e Martin Huun-Rged (historisk tilknytning), MOWI Feed AS - Product Development Manager

e Arne Hgistad Schei, Lergy Seafood Group ASA - Avdelingsleder

¢ Ingebjorg Saevareid (historisk tilknytning), Salmon Group AS - Fagsjef fiskehelse og erneering

Referansegruppen har veert invitert til oppstartsmgte, sluttmgte og 1 arlig mate for & diskutere
prosjektplaner og a gi innspill/diskutere forskningsstrategien.

2.3.2 Prosjektgruppe

e B. Ruyter, forsker Nofima, bente.ruyter@nofima.no

e G. Berge, forsker Nofima, gerd.berge@nofima.no

E. Ytteborg, forsker Nofima, elisabeth.ytteborg@nofima.no

e T.K. @stbye, forsker Nofima, tone-kari.ostbye@nofima.no

e A Krasnov, forsker Nofima, aleksei.krasnov@nofima.no

e M. Bou, forsker Nofima, marta.bou@nofima.no

e E. Lutfi. forsker Nofima, esmail.lutfi@nofima.no

e Thomas Larson, forsker Nofima, thomas.larson@nofima.no

e Nini Sissener, forsker HI, (Nofima fra feb-2025, nini.sissener@nofima.no)

e ystein Seele, forsker HI, oystein.saele@hi.no

e Anthony Philip, forsker HI, (Nofima fra sept-2023, antony.philip@nofima.no)
e Kristina Sundell, forsker GU, kristina.sundell@bioenv.gu.se

e Henrik Sundh, forsker GU, henrik.sundh@bioenv.gu.se

e Grethe Rosenlund, forsker Skretting Al, grethe.rosenlund@skretting.com

¢ Ingunn Stubhaug, forsker Skretting Al, ingunn.stubhaug@skretting.com

e Trygve Sigholt, forsker BioMar, trysi@biomar.com

e @ystein Evensen, forsker NMBU, oystein.evensen@nmbu.no

S. Fontagné-Dicharry, forsker INRAE, stephanie.fontagne-dicharry@inrae.fr
e F. Beaumatin, forsker INRAE, florian.beaumatin@inrae.fr

2.3.3 Samarbeidspartnernes kompetanse og roller

Nofimas rolle i prosjektet har vaert som prosjektleder og har videre bidratt med fiskeférproduksjon
(AP 1), fiskeforingsforsgk (AP 1 og AP 3) og analyser. Ngkkelkompetanse til personer involvert:
Professor Bente Ruyter: Prosjektleder; kompetanse innen fiskeernaering, lipidmetabolisme og
essensielle fettsyrebehov. Dr. Gerd Marit Berge, fiskeernaering, fiskeforingsforsgk. Dr. Tone Kari Jstbye
og Dr. Marta Bou, lipidmetabolisme, celle- og molekyleerbiologi, Dr. Aleksei Krasnov,
transkripsjonsanalyser, bioinformatikk. Dr. Grethe Beeverfjord som ansvarlig for rgntgenanalyser og
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mikroskopianalyser av ulike vev. Dr. Esmail Lutfi, lever helse, metabolomics. Dr. Thomas Larson,
muskelkvalitet.

Havforskningsinstituttets rolle: HI har ledet AP 2, og har videre hatt en sentral rolle i AP3 og bidratt
med analyser og kompetanse, samt in vitro forsgk i AP 1. Sentrale kompetansepersoner involvert; Dr.
N.H. Sissener, som har bred erfaring innen fiskeernaering, spesielt i forhold til lipidmetabolisme i fisk.
Dr. A. Prabhu som har veert tilknyttet studier av mineralbehov og -metabolisme i fisk, inkludert i in vitro
modeller. Dr. @. Seele har hatt hovedansvaret for in vitro forsgk og veert tilknyttet féringsforsgkene med
fokus pa funksjon av mage/tarmkanalen.

Goteborg universitet (GU): Prof. Kristina Sundell har hovedekspertise innen helse og velferd i havbruk.
Hun er videre en anerkjent ekspert i gastrointestinal fysiologi. Dr. Henrik Sundh har bred kompetanse
innen naerings- og ione-transportmekanismer og barrierefunksjoner. | prosjektet har GU veert ansvarlig
for studier av barrierefunksjon i tarm og skinn til laks ved bruk av Ussing kammer i AP1.

INRAE: Forskningsgruppen Nutrition Metabolism Aquaculture (NuMeA) tilhgrer det franske
instituttet INRAE (National Research Institute for Agriculture, Food and Environment). Dr. S. Fontagné-
Dicharry og Dr. F. Beaumatinhar bidratt i prosjektet i AP1 med in vitro forsgk med tarmceller og fokus
pa molekyleere signalveier, og hvordan Zn og fettsyrer pavirker disse.

Skretting Aquaculture Innovation (Al) utfgrer forskning innen fiske- og rekeernzering, helse og
férproduksjon og har kvalitetssikrede fasiliteter til fiskeforsgk, férproduksjon og akkrediterte analyser.
Skretting har hatt en ngkkelrolle i AP2 ved a vaere ansvarlig for forproduksjon og foringsforsgk pa mettet
fett og kolesterol og har videre bidratt med bred kompetanse innen AP1 og 3. Involverte personer i
Skretting har veert Dr. Grethe Rosenlund, Dr. Ingunn Stubhaug og Dr. Linda Beate Jensen.

BioMar er en global fiskeférleverandgr. Utviklingen av kommersielt BioMar-fér drives av
produktorientert FoU-arbeid. BioMar har i prosjektet bidratt med kompetanse innen fiskeférteknologi,
fiskeernaering og fiskehelseaspekter. BioMar har hatt en ngkkelrolle i AP3 med produksjon av fér, samt
til korttidsforsgk med samme férene i AP1. Personer involvert: Dr. Trygve Sigholt med bred kompetanse
innen naeringssammensetning, foringrediensevaluering og fiskeernaering.

Norges miljg- og biovitenskapelige universitet (NMBU), Veterineerhggskolen Institutt for
parakliniske fag, Faggruppe for akvamedisin: Dr. @ystein Evensen, er professor ved NMBU, hvor
han leder en forskningsgruppe som har bred kompetanse innen studier pa virale og bakterielle
sykdommer hos oppdrettslaks. | prosjektet har Dr. Evensen bidratt med karakterisering av hjertehelse
til laksen i AP 3.



3 Problemstilling og formal

Hovedmal:

Fremskaffe kunnskap om hvordan samspill mellom fett og fettsyrer, sink og kolesterol i foret pavirker
fiskens helse og robusthet i ulike deler av produksjonssyklusen.

Delmal:

Ny kunnskap om hvordan ulike nivaer av Zn og omega-3 fettsyrer i dietten samspiller og pavirker
membranlipidsammensetning og funksjon til tarm inkludert opptak og transport av neeringsstoff,
samt skinn og skjellutvikling og mineralisering av skjell og skjelett (AP1).

Foringsforsgk i to produksjonssystemer, gjennomstrgmming og resirkulering, gir kunnskap om
betydningen av EPA og Zn for skinnhelse og tarmfunksjon (AP1).

Foringsforsgk med laks i sjgvann gir gkt kunnskap om hvordan mettede fettsyrer og kolesterol i
foret pavirker helse, ytelse og kvalitet (AP2).

Ny kunnskap om hvordan mettede, enumettede og flerumettede fettsyrer pavirker fettransport i
tarmen og barrierefunksjonen til tarm og skinn. og (AP1 og AP2).

Féringsforsgk med laks i merder i sjg (fra 1,5 kg til slaktestarrelse pa 5 kg) gir gkt kunnskap om
hvordan fettniva og Zn i foret samspiller og pavirker helse, ytelse og kvalitet. (AP3).

Korttidsforsgk med tidsserieuttak etter foring vil gi kunnskap om opptaksmekanismer for Zn i tarmen
hos laks, og hvordan fettniva i féret pavirker dette. (AP3).

Kunnskap om effekten av kommersielt nivd EPA+DHA i foret (~2 % av féret), sammenlignet med
3,5 % EPA+DHA pa helse, ytelse og kvalitet (AP3).



4 Prosjektgjennomfering

4.1 Oversikt over arbeidspakker
4.1.1 AP 1. Samspill mellom omega-3 fettsyrer og Zn

Foéringsforsgk

e Task A1.3. Lakseparr som modell for studier av samspill Zn og omega-3 i ferskvann (Nofima
ansvarlig, samarbeid med GU og HI)
e Task Al.4. Behov for EPA i RAS vs FT (Nofima ansvarlig, samarbeid med GU, HI)

In vitro modellstudier

e Task Al.1. Samspillseffekter av fettsyrer og Zn i tarmepitelceller (RTgutGC) (HI ansvarlig,
samarbeid med INRAE)

e Task Al1l.2 In vitro modell for studier av samspillseffekter mellom omega-3 fettsyrer og Zn i
skinnceller (Nofima ansvarlig)

4.1.2 AP 2. Mettet fett og samspill med kolesterol

e Task 2.1 Foringsforsgk med mettet fett og kolesterol (Skretting ansvarlig, samarbeid HI)

e Task 2.2 Viderefgring av to ekstremgrupper for evaluering av filetkvalitet (HI ansvarlig, samarbeid
Skretting)

o Task 2.3 Analyser AP2 (HI ansvarlig, samarbeid Skretting, GU, Nofima)

e Task 2.4. Hva skjer med mettet, enumettet og flerumettet fett i tarmcellene? (HI ansvarlig)

4.1.3 AP 3. Laks i merder i sjg og samspill mellom fett, fettsyrer og Zn og effekter pa helse,
ytelse og kvalitet.

e Task 3.1. Forsgk i merder i sjg (Nofima ansvarlig, samarbeid HI, BioMar)

e Task 3.2 Analyser av prgver relatert til velferd og muskelkvalitet (Nofima ansvarlig, samarbeid HI,
BioMar, Skretting, NMBU)

e Task 3.2 Analyser av pragver fra sjgforsgket relatert til mineraler og samspill med fett og fettsyrer
(HI ansvarlig)

e Task 3.4. Korttidsforsgk i kar opptaksmekanismer for Zn i tarmen hos laks, og hvordan fettniva i
foret pavirker dette. (HI ansvarlig)



5 Forsgksbeskrivelse, resultater, diskusjon og hovedfunn

5.1 AP 1.3. Lakseparr som modell for studier av samspill Zn og omega-3 i
ferskvann

Forfattere: Elisabeth Ytteborg, Gerd Marit Berge, Lene Sveen, Henrik Sundh, Esmail Lutfi, Aleksei
Krasnov, Marta Bou, Tone-Kari @stbye, Gerrit Timmerhaus, Grete Beeverfjord, Bente Ruyter.

MaAl: Etablere ny kunnskap om hvordan ulike nivaer av Zn og omega-3 fettsyrer i dietten samspiller og
pavirker tilvekst, kroppssammensetning og funksjonen til skinn, tarm, lever, skjellutvikling,
mineralisering av skjell og skjelett og sarheling hos laks.

5.1.1 Forsgksdesign

Forsgk med lakseparr (startvekt 5 g) ble utfgrt i ferskvann i sma karenheter (150 L) ved Nofimas
forskningsstasjon pa Sunndalsgra. Det ble fordelt 2880 laks p& 18 forsgkskar, 160 fisk per kar.
Vanntemperaturen ble holdt stabil p& 13 °C og med gjennomsnittlig O2 niva p& 87 % og kontinuerlig lys.
Forsgksfisken ble foret 6 ulike dietter, hver i triplikate kar og med pelletstarrelse pad 1,5 mm.
Hovedforsgket varte i 36 dager inntil laksen nadde en sluttvekt pa 17,6 g. Ved avslutning av
hovedforsgket ble 10 forsgksfisk per kar avlivet med en overdose av Finquel (1000 mg/g) og det ble tatt
vevspraver av lever, skinn, halefinne, ryggvirvel, tarm og NQC pa flytende nitrogen (kjemiske analyser),
RNA later (genuttrykksanalyser), og fiksert pa 10 % formalin (histologiske analyser). Per kar ble det

frosset ned 10 fisk pa -20 °C for analyse av fett og mineraler i helkropp, rentgen og CT analyse av
Hovedforsgk Sarhelingsforsgk

ryggvirvel. All forsgksfisk ble bulkveid ved avslutning av hovedforsgket.
@Start @Uke 3 @Uke 5 @2 dager@ 4 dager @6 uker

Figur 1 Oversikt over forsgksdesign av hovedforsgk og sarhelingsforsek. Det ble tatt prover av helkropp ved start,
etter 3 ukers foring og etter 5 uker ved avslutning av hovedforsoket for & falge utviklingen av skinnet. Laksen ble
foret med 6 ulike dietter fra start til avslutning av sarhelingsforsgket. Ved uke 5 av hovedforsoket ble det analysert
tilvekst, mineral og fettsyresammensetning av helkropp, skinn, bein og lever, histologi av skinn og lever, analyse
av skjelldannelse i skinn og CT-scanning for beintetthetsanalyse og reontgen analyse av helkroppp.
Sérhelingsforsoket ble startet opp 2 dager etter avslutning av hovedforsoket, og fisken ble overfart til et samlekar
per diettgruppe (totalt 6 kar). Etter 4 dager og 6 uker i sarhelingsforsgket ble det gjennomfart analyse av
kontraksjonsraten for sér, skjelldannelse og histologisk analyse av sarene.

Etter avslutning av hovedforsgket ble 36 forsgksfisk fra hver diettgruppe overfart til et samlekar per
diettgruppe (se Figur 1 for oversikt over forsgksdesign), og fisken fortsatte med de samme
forsgksdiettene gjennom sarhelingsforsgket pa 6 uker. Ved oppstart av sarhelingsforsgket, 2 dager etter
overfaring til samlekarene, ble 32 fisk per diettgruppe pafart tre sma standardiserte sar i skinnet. Farst
ble overfladiske sar pafart bedgvet fisk (bedgvet i Finquel MS222, 60-70 mg/l) ved & legge pa et templat
med en diameterdpning pd 4 mm. Skjellene ble fiernet i templat omradet og skinnet ble strgket fem
ganger med en tannbgarste i horisontal retning. En cm bak overflatesaret ble det deretter pafart samme
fisk et nytt sar, et sdkalt vertikalt snitt pafarte med et skalpellblad, 2 mm langt og ca. 2 mm dypt. Dette
snittet trenger igjennom det gverste skinnlaget. Det ble tatt ut 16 fisk med sar og to kontrollfisk uten sar
fra hver forgruppe for prgvetaking ved to ulike tidspunkt, henholdsvis ved 4 dager og 6 uker. Fra 8 sarfisk
per gruppe ble det tatt vevspravemateriale fra sdromradet til genuttrykk og histologiske analyser.



Férsammensetning

De 6 forsgksforene, pellet-starrelse pa 1,5 mm, ble produsert ved Nofimas forteknologisenter i Bergen.
Forene var iso-energetiske og inneholdt 50 % protein, 23 % fett, 12,2 % aske og 6,5 % vann.
Yttriumoksid (Y203, 100 mg/kg) ble tilsatt diettene som en markgr (Tabell 1). Det ble benyttet
automatiske bandmatere med en féringsfrekvens hvert 15. minutt. Mengden for gitt var i henhold til
féringstabeller og forventet veksthastighet og justert i henhold til observert appetitt. Fiskene ble foret
med 6 eksperimentelle dietter som inneholdt 2 nivaer av EPA og DHA: 1 % L (lav, 4,8 % av totale
fettsyrer); og 3 % H (hay, 15,5 % av totale fettsyrer), og 3 gkende nivaer av Zn (120, L; 180, M (medium);
eller 220, H, mg/kg) i 5 uker. Tabell 2 viser fettsyresammensetningen av de ulike forsgksférene.



Tabell 1 Férsammensetning (%) av de 6 forsgksférene; 3 % omega-3 fettsyrer og 120 mg/Kg Zn (HQ/LZn), 1 %
omega-3 og 120 mg/Kg Zn (LQ/LZn), 3 % omega-3 og 180 mg/Kg Zn (H /M Zn), 1 % omega-3 og 180 mg/Kg Zn
(LO/M Zn), 3 % omega-3 og 220 mg/Kg Zn (HQ/HZn), 1 % omega-3 og 220 mg/Kg Zn (LQ/HZn).

Ingrediens (%) HQLZn LQLZn HQMZn LQOMZn HQMHZn LQMHZn
Fiskemel 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Hvete 9,1 9,1 9,1 9,1 9,1 9,1
Hvetegluten 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
Soya SPC 13,0 13,0 13,0 13,0 13,0 13,0
Rapslecitin 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
MOS (mannan-oligosakkarider) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Choline klorid 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Vitaminpremiks 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Mono-calciumPhosphate (MCP) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Astaxanthin 10% 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005
Mineralmix oleo sink 0,560 0,560 0,560 0,560 0,560 0,560
Yttriumoksyd 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
Sink, ZnSO4 0,013 0,013 0,030 0,030 0,040 0,040
Vit E (50 %) 0,060 0,060 0,060 0,060 0,060 0,060
Vit C (35 %) 0,215 0,215 0,215 0,215 0,215 0,215
Fiskeolje til grunnblanding 1,41 1,41 1,41 1,41 1,41 1,41
Soyaolje til grunnblanding 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26
Vann 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21
Oljer til coating

FO 10/21 (coating) 7,2 0,0 7,2 0,0 7,2 0,0
Rapsolje 6/21 (coating) 0,0 13,6 0,0 13,6 0,0 13,6
Soyaolje 1/21 (coating) 4,7 0,0 4,7 0,0 4,7 0,0
Veramarisolje P 21 (coating) 1,8 0,0 1,8 0,0 1,8 0,0
Sum 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Kjemisk sammensetning HQLZn LQLZn HQMZn LQOMZn HQHZn LQHZn
(% i for, beregnet)

Protein 50 50 50 50 50 50
Fett 21 21 21 21 21 21
Aske 12,4 12,4 12,4 12,4 12,4 12,4
Vann 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
Fettsyrer i for

Ratio EPA:DHA 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65
EPA + DHA, % av diet 3 1 3 1 3 1
EPA, % av diett 1,2 0,4 1,2 0,4 1,2 0,4
DHA, % av diett 1,8 0,6 1,8 0,6 1,8 0,6
N-6, % av diett 3,5 3,5 3,5 35 3,5 3,5
Zn i foret ppm 120 120 180 180 220 220
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Tabell 2 Fettsyresammensetning av de 6 forsgksférene (% av totale fettsyrer), 3 % omega-3 og 120 mg/Kg Zn (H
Q/LZn), 1 % omega-3 og 120 mg/Kg Zn (L Q/L Zn), 3 % omega-3 og 180 mg/Kg Zn (HQ/MZn), 1 % omega-3 og
180 mg/Kg Zn (LQ/MZn), 3 % omega-3 og 220 mg/Kg Zn (HQ/HZn), 1 % omega-3 og 220 mg/Kg Zn (LQ/HZn).

HQ/L Zn L Q/L Zn H Q/M Zn L Q/M Zn H Q/H Zn L Q/H Zn

Fett% 23,0 234 23,9 23,7 229 23,1
14:0 3,7 0,9 34 1,0 3,8 1,0
16:0 13,9 7,9 13,7 8,0 13,8 7,9
17:0 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2
18:0 2,4 1,9 24 1,9 2,3 1,9
20:0 0,3 0,4 0,3 0,4 0,3 0,4
Sum SFA 20,7 11,6 20,2 11,8 20,7 11,5
16:1 n-7 2,8 1,3 2,8 1,3 2,8 1,3
18:1 n-11 0,3 0,1 0,4 0,1 0,4 0,1
18:1 n-9 15,2 45,6 15,3 45,4 15,2 45,5
18:1 n-7 1,9 3,0 1,9 3,0 1,9 3,0
20:1n-9 6,3 3,1 6,4 3,1 6,3 31
22:1n-11 10,1 3,2 10,2 3,2 10,1 31
22:1n-9 0,6 0,5 0,6 0,5 0,6 0,5
24:1n-9 0,6 0,5 0,7 0,5 0,6 0,5
Sum MUFA 37,8 57,3 38,1 57,2 37,8 57,2
18:2 n-6 16,0 16,5 16,0 16,6 16,1 16,6
18:3 n-3 2,6 6,5 2,6 6,4 2,6 6,5
20:4 n-3 1,9 0,5 1,9 0,5 1,9 0,5
20:4 n-6 0,5 0,2 0,5 0,2 0,5 0,2
20:3 n-3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3
20:5n-3 6,0 1,9 6,0 1,9 6,0 1,9
22:5n-3 0,7 0,2 0,7 0,2 0,7 0,2
22:6 n-3 9,5 2,9 9,5 2,9 9,4 2,9
Sum PUFA 37,3 29,0 37,5 29,0 37,4 29,0
SUM 95,5 97,6 95,5 97,7 95,5 97,6
Sum andre 3,9 2,2 4,0 2,1 3,9 2,3
Sum EPA+DHA 15,5 4.8 15,6 4.8 15,4 4,8
Sum N-3 20,9 12,3 21,0 12,3 20,8 12,3
Sum N-6 16,6 16,8 16,7 16,9 16,7 17,0
n3/n6 1,3 0,7 1,3 0,7 1,2 0,7

5.1.2 Metodikk
Fett, fettsyrer og lipidklasser

Totale lipider og fettsyresammensetning ble analysert i diettene, helkropp, muskel (NQC), lever, skinn,
midttarm som tidligere beskrevet av Folch et al 1957, mens lipidklasser ble analysert som beskrevet av
Bou et al.,2017 og Lutfi et al., 2022.

Kjemiske sammensetning

Tarrstoff ble bestemt ved gravimetrisk analyse etter tarking ved 105 °C i 16 timer. Askeinnhold ble malt
basert pa masseendring etter forbrenning i en muffelovn ved 550 °C i 16 timer. Maling av totalt N2-
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innhold ble utfart ved hjelp av en elementanalysator (Flash 2000 Thermo Fisher Scientific), og dataene
ble brukt til & beregne proteininnholdet i prgven basert pA N x 6,25. Bruttoenergi ble bestemt ved
isoperibolic bombkalorimetri i et Parr 6200 oksygenbombekalorimeter (Parr Instrument Company).
Karbohydratinnhold ble beregnet ved differanse.

Mineralanalyser

Mineralanalyser ble utfart av Biolab, Nofima, Bergen. Nivaene av P, Mg, Zn og Ca ble bestemt ved bruk
av induktivt koblet plasmaoptisk emisjonsspektroskopi (ICP-OES) (Agilent 5110 VDV, Agilent
Technologies, Mulgrave, Australia). ICP-OES-elementbestemmelsesbetingelsene var i samsvar med
NS:EN 15621:2017-metoden tilpasset OES. Et eksternt laboratorium (Eurofins, Molde, Norge)
undersgkte seleninnholdet i alle prgvene.

Genuttrykk

Vevsprgver pa 5-10 mg ble tilsatt 400 pL lysisbuffer fra Qiagen (Dusseldorf, Tyskland), proteinase K i
en konsentrasjon pa 50 mg/mL, og keramiske kuler. Ved hjelp av en FastPrep 96 homogenisator (MP
Biomedicals, Eschwege, Tyskland) ble provene mekanisk brutt ned ved maksimal ristehastighet i 120
sekunder. Etter sentrifugering ble prgvene inkubert ved 37 °C i 30 minutter. RNA-ekstraksjon ble utfgrt
ved hjelp av en automatisert Biomek 4000-robot (Beckman Coulter, CA, USA) med Agencourt
RNAdvance Tissue-kit. Konsentrasjonen av det ekstraherte RNA-et ble kvantifisert ved hjelp av et
NanoDrop One spektrofotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), og kvaliteten ble
evaluert med en Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Sekvensering ble utfart pa en
lllumina NovaSeq 6000 S4 flow-celle, som genererte 1/4 av en NovaSeq S4-bane med 300-syklus
paired-end sekvensering. Omtrent 20-50 millioner paired-end avlesninger ble generert per prgve, med
en avlesningslengde pé 2 x 150 basepar.

Histologi av skinn

Skinnprgver fra alle uttakene ble sendt for prosessering til Veterinaerinstituttet i Harstad og farget med
AB/PAS, von Kossa eller Movat, avhengig av hva som var relevant a analysere. AB/PAS ble brukt for
kvantifisering av de ulike sinnlagene, med Aiforia®, en algoritme utviklet for & evaluere skinnkvalitet hos
laks Sveen et al., 2021, mens Von Kossa ble brukte for a evaluere mineralisering av skjellene, og
MOVAT for a vurdere dannelse av granulasjonsvev.

Ussing kammer-analyse

Permeabilitetsmalinger ble utfart pa fisk fra de 3 ulike diettgruppene med 3 ulike Zn nivaer i dietten og
med 3 % omega-3 fettsyrer (EPA + DHA) i dietten (1 % omega-3 diettgruppene ble ikke inkludert i ussing
kammer analysene). Fire fisk ble tilfeldig valgt fra hver eksperimentelt kar (3 kar for hver Zn diett; n=12)
og avlivet med en overdose bedgvelse. En skinnprave pa 2x2 cm ble tatt fra den venstre ventralsiden
av fisken, over sidelinjen, renset for muskelvev og plassert i iskald Ringer-lgsning for ferskvannstilpasset
laksefisk (140 mM NacCl, 2,5 mM KClI, 15 mM NaHCO3, 1,5 mM CaCl2, 1 mM KH2PO4, 0,8 mM MgSO4,
5 mM HEPES, 10 mM D-glukose, 0,5 mM L-lysin og 20 mM L-glutamin (pH 7,8). Bukhulen ble &pnet
lateralt, og tarmen, fra like bak de siste pylorusblindsekkene til endetarmen, ble forsiktig fijernet. Tarmen
ble delt inn i en proksimal og en distal del, og plassert i en iskald, luftet Ringer-lgsning. Tarm- og
skinnsegmentene ble montert i modifiserte Ussing-kamre (tarm: 0,08 cm2 og skinn 0,75 cm2), fylt med
passende lakse-Ringer-lgsning, og temperaturen ble holdt pa fiskens akklimeringstemperatur ved hjelp
av en kjglekappe. Blanding og oksygenering ble opprettholdt av en gasslufter. Etter montering fikk
vevssegmentene 60 minutter til & stabilisere de elektriske parameterne. For a vurdere permeabiliteten
til tarmsegmentene ble den transepiteliale elektriske motstanden (TER) samt den tilsynelatende
permeabiliteten (Papp) av det hydrofile markarmolekylet 14C-mannitol malt ved hjelp av et Ussing
kammer-system som tidligere beskrevet (Sundell og Sundh, 2012). Sammen med TER ble kontinuerlig
overvaking av den transepiteliale elektriske motstanden (TEP; mV) og kortslutningsstrgmmen (SCC;
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pHA/cm?2) brukt til & overvake preparatets levedyktighet og som indikatorer pa henholdsvis netto
ionefordeling og netto ionestrgm. Etter 60 minutters akklimeringsperiode ble eksperimentet startet ved
a fornye Ringer-lgsningen pa den serosale siden og erstatte Ringer-lgsningen pa den mukosale siden
med Ringer som inneholdt 40 kBq ml-1 av det hydrofile mark@rmolekylet 14C-mannitol (0,1 mCi ml-1
0g 55,5 mCi mmol-1; PerkinElmer, Boston, MA, USA). For skinnet, ble ferskvann som inneholdt samme
konsentrasjon av 14C-mannitol brukt i det mukosale kammeret for & simulere in vivo-forhold.
Radioaktivitet ble malt i en veeskescintillasjonsteller (Wallac 1409, Turku, Finland) etter tilsetning av 5
ml Ultima Gold™ (PerkinElmer, Boston, USA). Tilsynelatende permeabilitetskoeffisient for mannitol
(Papp; cm/s) ble beregnet ved hjelp av ligning (1) Papp = dQ/dT x 1/ACoder dQ/dT er tilsynekomstraten
av molekylet i det serosale rommet i Ussing-kammeret, A er arealet (cm2) av vevoverflaten eksponert i
kammeret, og Co er den opprinnelige konsentrasjonen (mol ml-1) pa den mukosale siden.

Aminosyretransport ble beregnet ved hjelp av ligning

(2): (dQ/dT)/Ader dQ/dT er tilsynekomstraten av neaeringsstoffet i det serosale rommet i Ussing-
kammeret (mol/min), og A er arealet (cm2) av tarmoverflaten som er eksponert. De elektriske
parameterne TER, TEP og SCC rapporteres som gjennomsnittsverdien av de siste fem malingene
mellom 130-150 minutter.

Statistikk

Kar ble brukt som eksperimentell enhet. En toveis variansanalyse (toveis ANOVA) ble brukt for a teste
effekten av Zn og fettsyre (Zn vs omega3) pa produksjonsparametere, mineraler, total
fettsyresammensetning og fettinnhold, relative nivder og forhold mellom PL-klasser,
fettsyresammensetning av fosfolipidklasser og relativt genuttrykk. Forskjellen ble ansett som signifikant
ved P<0,05. P-verdier ble inkludert og tolket som trender nar de faller mellom 0,05 og 0,10. Disse
statistiske analysene ble utfgrt ved hjelp av programvaren SAS (SAS institute Inc., Cary, NC, 1989-
2007).

Formler

Kondisjonsfaktor (K-faktor) = % x 100
1

Spesifikk vekstrate (SGR) = [(%)E —1]x100
1

3 _3
Vekstfaktor (termisk vekstkoeffisient, TGC) = (%Wl) x 1000

W: er vekten pa fisken ved slutten av forsgket (g)
W er vekten pd fisken i begynnelsen av forsgket (g)
d er totalt antall dager

T er gjennomsnittstemperatur (°C)

5.1.3 Resultat og diskusjon A1.3. Vekst, ytelse, kroppssammensetning, skinnhelse og
barrierefunksjon

Tilvekst, Zn og fettsyresammensetning i helkropp og organer

De ulike diettene ga ingen statistisk signifikante forskjeller i SGR eller TGC (Figur 2).
Sinkkonsentrasjoner i helkropp var som forventet direkte proporsjonale med sinknivaene i dietten (Figur
3). Tilsvarende gjenspeilet EPA- og DHA-nivaene i helkropp innholdet av disse fettsyrene i foret (Figur
3). Fisk som ble foret dietter med hgyere EPA- og DHA-konsentrasjoner (3 %), viste fglgelig hayere
nivéer av disse fettsyrene i helkropp enn laks féret 1 % EPA+DHA i foret. Interessant nok ble det
observert en synergistisk effekt mellom nivaene av EPA+DHA og sink i diettene pa Zn nivaet i helkropp.
Dette ble seerlig tydelig ved det hgyeste EPA+DHA (3 %) og Zn 220 mg/kg i dietten. Samlet sett viser
disse resultatene mulige interaksjonseffekter mellom nivaer av sink og omega-3-fettsyrer i dietten.
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Figur 2 Effekter av sink (Zn) nivder og omega-3 fettsyreinnhold i dietten pa vekst (SGR) og (TGC). Data er vist som
gjennomsnitt + SEM (n=3). Ulike bokstaver indikerer signifikante forskjeller mellom gjennomsnittsverdier bestemt
ved bruk av enveis ANOVA etterfulgt av Tukeys post hoc-test.
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Figur 3 Effekter av sink (Zn) nivder og omega-3 fettsyreinnhold i dietten p& sinkkonsentrasjon i helkropp, og
EPA+DHA sammensetning i helkropp. Data er vist som gjennomsnitt + SEM (n=3). Ulike bokstaver indikerer
signifikante forskjeller mellom verdier bestemt ved bruk av enveis ANOVA etterfulgt av Tukeys post hoc-test.

Figur 4 viser PCA analyse av forholdet mellom fettsyresammensetningen av fosfolipidfraksjonenene
phosphatidylcholine (PC) og phopsphatidylinositol (Pl) i vevene skinn, lever og tarm. Figuren viser at
Pl-fraksjonene fra alle tre vevene er sterkt korrelert med 18:0 og arakidonsyre (ARA), mens PC-
fraksjonen av de analyserte vevene er sterkt korrelert med 18:1n-9, 18:2n-6, 16:0, EPA og DHA og
dermed i stor grad pavirket av forsammensetningen.
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Figur 4 «Scores» (B) Correlationsloadings» (A) som viser forholdene mellom fosfolipidfraksjoner (PC og Pl) i
vevene (skinn, lever og tarm) fra laks féret med de eksperimentelle diettene | 5 uker og
fettsyresammensetningen. Disse plottene viser farste hovedkomponent (PC1) mot andre hovedkomponent
(PC2), som oppsummerer 92% av variasjonen mellom pravene. Hver prave stammer fra en sammenslatt prove
av fem fisk. Fargene i scoreplottet representerer de forskjellige fosfolipidfraksjonene (fosfatidylkolin (PC) i blatt,
og fosfatidylinositol (Pl) i radt).

PCA analyse av PC fraksjonene fra lever, tarm og skinn, viser at fisk féret med dietter som inneholder
hgyt omega-3 er sterkt korrelert med 14:0, 16:0, EPA og DHA, spesielt i tarmen og leveren (Figur 5).
Vev fra fisk foret med dietter med lavt omega-3 innhold er sterkt korrelert med 18:1n-9, spesielt i skinnet.
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Figur 5 «Scores» (B) Correlationsloadings» (A) som viser forholdene mellom fosfatidylkolin (PC) fraksjonene i skinn,
lever og tarm fra laks féret med de eksperimentelle diettene i 5 uker, og den totale fettsyresammensetningen i PC.
Disse plottene viser farste hovedkomponent (PC1) mot andre hovedkomponent (PC2), som oppsummerer 97% av
variasjonen mellom pravene. Hver prgve stammer fra en sammenslatt prgve av fem fisk. Fargene i scoreplottet
representerer de forskjellige diettene.

Effekt av foring pa sinkinnhold i skinn, ryggfinne, ryggvirvel og tarm

Figur 6 viser at sinkkonsentrasjonene i halefinne, ryggvirvel, skinn og tarm gjenspeilet sinknivaene i
dietten. | likhet med helkropp, ble det for vevene skinn og halefinne observert en interaksjonseffekt
mellom diettniviene av EPA+DHA og sink pa sinknivaet i vevene. Denne effekten var szerlig
fremtredende ved den hgyeste kombinasjonen av EPA+DHA (3 %) og sink (220 mg/kg) i dietten (Tabell
3).
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Figur 6 Effekter av sink (Zn) nivder og omega-3 nivéer i dietten pd sinkkonsentrasjoner i halefinne, ryggvirvel, skinn
og tarm. Data er vist som gjennomsnitt + SEM (n=3). Statistikk er vist i tabell 3 under.

Tabell 3 Statistisk analyse av av sink (Zn) nivder og omega-3 (Q3) fettsyrenivaer i dietten pa sinkkonsentrasjoner i
halefinne, ryggvirvel, skinn og tarm (viser til resultater i Figur 6 over). Statistikken (Anova) viser effekter av diett,
omega-3 og Zn og samspill mellom disse.

Enveis Faktoriell 2x3

ANOVA

p-verdi p-verdi p-verdi p-verdi p-verdi

modell Omega3 (o [[}174)] samspill
Halefinne <,0001 <,0001 0,07 <,0001 0,08 Zn; 120<180<220
Rygagvirvel 0,02 0,02 0,43 0,003 0,39 Zn: 120<180=220
Skinn <,0001 <,0001 0,04 <,0001 0,10 Omega3: 1<3, Zn:
120<180<220

Tarm 0,008 0,008 0,34 0,002 0,15 Zn:120<180=220

Modning av skinn fra start til avslutning av hovedforsgket

Det ble tatt ut 10 tilfeldig utvalgte pravefisk per diettgruppe til histologisk analyse av skinn ved oppstart
og ved avslutning av hovedforsgket ved 5 uker. Skinnhistologien ved 3 og 5 uker ble analysert i Aiforia®.
Figur 7 viser en oversikt over alle resultater, men det var ingen signifikante forskjeller mellom
diettgruppene. Det man kunne se var derimot at skinnet utviklet seg i Igpet av forsgksperioden fra 3 til
5 uker, med gkt tykkelse av bl.a epidermis (bld), dermis (gr@gnn) og skjell ble dannet (oransje). Tabell 4
viser ingen signifikante forskjeller i innhold av mineralene Ca, P og Mg i skinnet til de ulike diettgruppene.
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Figur 7 Morfologisk analyse av skinn fra fisk fra hovedforsoket, pravene er analysert med Aiforia®. Pravefisken (10
skinnprover per diettgruppe) ble benyttet til histologisk analyse av skinn ved oppstart av féringsforsgket (5 g) og
etter 5 ukers foring (17 g, forsgksslutt). Figuren viser resultater fra de ulike diettgruppen ved start og slutt. Effekter
av sink (Zn) nivder og omega-3 (Q3) fettsyreinnhold i dietten.

Tabell 4 Mineraler i skinn (P, Ca, Mg) til laks i de ulike diettgruppene ved avslutning av hovedforsgket. Dataene er
oppgitt som gjennomsnitt per kar + SEM. Statistikken (ANOVA) viser effekter av diett, omega-3 og Zn og samspill
mellom disse.

Mg/Kg H Q/ S.E.M LQ/ SEM HQ SEM LQ) SEM HQ SEM LQ/ SEM
L Zn L Zn M Zn M Zn HZn H Zn
P 7666,7 120,2 8033,3 4055 8166,7 88,2 7733,3 1856 7966,7 2848 74000 57,7
Ca 11666,7 333,3 12666,7 881,9 13000,0 0,0 12000,0 0,0 12000,0 577,4 11333,3 333,3
Mg 353,3 3,3 363,3 8,8 363,3 3,3 353,3 6,7 360,0 153 340,0 10,0

STATISTIKK p-verdi p-verdi p-verdi

omega3 diettZn samspill

P 0,27 0,51 0,12
Ca 0,57 0,25 0,12
Mg 0,38 0,57 0,27

Skinnets barrierefunksjon analysert med Ussing kammer

Det var ingen signifikante forskjeller i skinnets barrierefunksjon malt som transepitel elektrisk motstand
(TER) (Figur 8A) eller diffusjonshastighet for mannitol (Papp) (Figur 8B). Det var heller ingen forskjeller
i ionetransport malt som TEP (Figur 9A) eller «short-circuit currents», SCC (Figur 9B).
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Figur 8 Skinnets barrierefunksjon malt som transepitelial elektrisk motstand (TER; A) og mannitol

diffusjonshastighet (Papp; B) i diettgruppene med 3 % omega-3 /120Zn og 3 % omega-3 og 220 Zn.
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Figur 9 Skinn transport funksjoner malt som “transepithelial potential difference” (TEP; A) og “short-circuit current”
(SCC:; B)

Tabell 5 viser signifikant samspillseffekt mellom omega-3-nivdet og sink-nivaet i dietten pa
prosentandelen av sphingomyelin (SM) i skinnet hos laks. SM utgjar kun 1-2 % av de totale fosfolipidene
i skinnet, men forskning fra andre arter tyder p& at SM har stor betydning for barrierefunksjonen.
Forskning fra pattedyr antyder et komplekst forhold mellom omega-3-fettsyrer og sink i SM-
metabolismen (Ueda et al., 2022, Berdyshew 2024). Omega-3-fettsyrer kan indirekte fare til nedbrytning
av sphingomyelin og produksjonen av ceramid, mens sink er en essensiell kofaktor for enzymet som
bryter ned SM til ceramid. Selv om mekanismene ikke er kartlagt i fisk, antyder humanstudiene nevnt
over at sink og omega-3-fettsyrer samarbeider synergistisk for & opprettholde hudens barrierefunksjon
gjennom deres innflytelse pa SM syntese og sammensetning av SM i cellemembraner. Forskning viser
at forstyrrelser i disse prosessene kan fare til en svekket hudbarriere, som manifesterer seg som gkt
transepidermalt vanntap, redusert lipidlagring i hudceller, og forhgyet risiko for hudlidelser som eksem
og psoriasis i menneske. Disse funnene understreker betydningen av tilfarsel av bade sink og omega
3-fettsyrer for optimal hudhelse og -funksjon. | vart forsgk med laks, observerte vi kun moderate
forskjeller i SM-nivaet i laksens skinn mellom de ulike diettgruppene. Sinkinnholdet i for hadde ingen
signifikant effekt pa barrierefunksjonen, slik illustrert i Figur 8-Figur 9. Analysen av
hudbarrierefunksjonen ble begrenset til & vurdere sinkens effekt ved det hayeste omega-3-nivaet.
Basert pa vare data kan vi ikke uttale oss om hvordan kombinasjonen av lavt sink- og lavt omega-3-
niva eventuelt ville pavirket barriereegenskapene.

Tabell 5 viser gkt prosentandel Pl i gruppene féret 3 % omega-3, noe som er i overensstemmelse med
tidligere funn hvor EPA-tilskudd (eikosapentaensyre) i dietten er vist & fare til en gkning i

18



o« Nofima

fosfatidylinositol (P1) nivaer i cellemembraner, spesielt i hjernen til pattedyr (Chuck et al., 2022). Dette
medfarte ogsa en signifikant dietteffekt pa PC/PI ratioen.

Tabell 5 Prosentvis fordeling mellom de ulike fosfolipidklassene sphingomyelin (SM), phosphatidyicholine (PC),
phospatidylserine (PS), phosphatidylinositol (Pl) phosphatidyletanolamine (PE) og ratioen mellom de ulike
fosfolipidklassene i skinnet i de ulike diettgruppene. Verdiene vises som gjennomsnittsverdier per diettgruppe (n=3)
+ SEM med statistikk nederst i tabellen.

Prosentfordeling

Skinn H Q/ sem L Q/ sem HQ/ sem LQ/ sem HQ/ sem LQ/ sem

L Zn L Zn M Zn M Zn HZn HZn
SM 1,2 0,1 2,0 0,4 212 01 13,7 01 16 01 1,6 0,07
PC 62,0 1,6 59,7 3,0 586 10 61,3 19 59,8 0,3 59,0 0,44
PS 9,6 0,5 10,9 0,8 100 03 99 04 79 15 99 0,28
PI 31 0,3 24 0,1 32 04 26 01 33 04 25 0,29
PE 20,8 1,0 22,4 2,6 225 04 200 19 22,7 08 23,1 047
PA 3,2 0,6 3,5 0,5 36 02 46 09 48 19 4,0 0,20
PC_PE 3,0 0,2 2,8 0,4 26 01 31 04 26 01 26 0,07
PC_PS 6,5 0,5 5,6 0,6 59 03 62 04 83 20 59 019
PC_PI 20,2 1,6 26,8 1,2 190 25 241 19 19,0 25 243 2,96
PC_PA 21,1 4,8 17,8 3,2 16,3 09 143 23 16,3 4,7 15,0 0,82
PC_alle andre PL 1,6 0,1 1,5 0,2 i4 01 16 01 15 00 14 0,03
STAT p-verdi p-verdi p-verdi p-verdi

modell omega3 DietZn samspill
SM 0,06 0,6 0,22 0,02
PC 0,67 0,93 0,68 0,33
PS 0,22 0,12 0,21 0,42
PI 0,26 0,02 0,89 0,97
PE 0,62 0,87 0,51 0,37
PA 0.8 0,83 0,55 0,63
PC_PE 0,57 0,75 0,49 0,34
PC_PS 0,35 0,21 0,4 0,34
PC_PI 0,19 0,01 0,68 0,94
PC_PA 0,72 0,42 0,38 0,95

PC alle andre PL 0,61 0,99 0,56 0,32

Figur 10 viser PCA analyse av hvordan forsammensetningen pavirker fettsyresammensetningen av
fraksjonene PC og PI i skinnet. SM fraksjonen fra skinn er ikke inkludert i figuren da vi ved var
GC analyse bare kunne pavise identiteten til ca. 60 % av fettsyrene i kromatogrammet, noe som
antagelig skyldes at SM fraksjonen inneholder mange av de veldig lange fettsyrene, lenger enn 24
karbonatomer (fettsyrer som vi ikke har standarder for i GC analysen, og dette medfgrer at vi har 40-
50 % ikke identifiserte fettsyrer i kromatogrammet). Figur 10 viser at Pl-fraksjonen i skinnet er korrelert
med fettsyrene 18:0 og 20:4n-6, mens PC-fraksjonen er korrelert med hgyere innhold av fettsyrene
18:1n-7, 18:1n-9, 18:2n-6, 14:0, 16:0, 20:1n-9, EPA og DHA. Prgver fra fisk foret med dietter som
inneholder hgyt omega-3 er sterkt korrelert med 14:0, 20:1n-9, EPA og DHA, spesielt i PC-fraksjonen.
Praver fra fisk foret med dietter med lavt n-3 innhold er sterkt korrelert med 18:1n-7, 18:2n-6 og 18:1n-
9, spesielt i PC-fraksjonen.
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Figur 10 «Scores» (A) og «Correlationsloadings» (B) som viser forholdet mellom fosfatidylkolin (PC) og
fosfatidylinositol (Pl) fraksjonen i skinnet fra laks foret med de eksperimentelle diettene i 5 uker og
fettsyresammensetningen. Disse plottene viser farste hovedkomponent (PC1) mot andre hovedkomponent (PC2),
som oppsummerer 96 % av variasjonen mellom prevene. Hver prave stammer fra en sammenslatt prave av fem
fisk. Fargene i scoreplottet representerer de forskjellige diettene.

Bentetthet

| sluttuttaket fra hovedforsgket ble det utfgrt en mikro-CT-scanning av ryggvirvler fra fisk i de ulike
diettgruppene. Det var ingen signifikante forskjeller i bentetthet, men de to diettgruppene foret det
hgyeste Zn innholdet i dietten (220 mg/kg), HQ/HZn og LQ/HZn, hadde numerisk hgyere
benmineraltetthet enn diettgruppene foéret 120 og 180 mg/kg Zn (Figur 11). Dette er i overensstemmelse
med analysert hgyere Zn nivaer i ryggvirvel til HZn gruppene (Figur 6).

Tetthet

|| =

LavIn Medium In HayIn
Hoy 03 Lav Q3 Hey 03 Lav Q3 Hoy O3 Lav Q3

CT scan av ryggvirvel

y &hh

Figur 11 Mikro-CT-skann av ryggvirvier fra fisk i hovedforsagket (10 ryggvirvler per diettgruppe). Figurene viser
resultater for beintetthet i ryggvirvier hos de ulike diettgruppene. Effekter av sink (Zn)-nivaer og omega-3 (03)-
fettsyreinnhold i dietten ved slutten av hovedforsgket er illustrert. Figuren til hoyre viser et representativt
eksempelbilde av CT-skann av en ryggvirvel.

Feil i ryggrad ble observert hos 6 % av fisken (Figur 12). De fleste feilene var sma, men noen individer
hadde mer omfattende feil (markert med gul sirkel). Dobbelt s& mange feil ble observert i diettgruppen
féret ved 120 mg/kg sammenlignet med diettgruppene féret diett med 180 og 220 mg/kg Zn. Ingen
forskjeller ble funnet i skjelettdeformiteter mellom 1 % og 3 % EPA+DHA diettgruppene.
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Figur 12 Rantgen analyse ble utfart pa 360 fisk (60 fisk per diettgruppe) ved avslutning av féringsforsgket

Tabell 6 viser at det var ingen signifikante forskjeller i P, Ca eller Mg i ryggraden til laks mellom de ulike
diettgruppene, kun signifikant gkt Zn som vist i Figur 7 over. Selv om det ikke var signifikant, s& hadde
diettgruppen foret det hgyeste nivaet av bade omega-3 fettsyrer og Zn (HQ/HZn), numerisk de hayeste
verdiene av bade P og Ca.

Tabell 6 Mineraler i ryggrad (P, Ca, Mg (Zn er vist i separat figur)) til laks ved avslutning av hovedforsoket. Dataene
er oppgitt som gjennomsnitt per kar + SEM. Statistikken (ANOVA) viser effekter av diett, omega-3 og Zn og samspill
mellom disse.

Ryggrad

HQ/ sem LQ/ sem HQ/ sem LQ/ sem HQ/ sem L Q/ sem
L Zn L Zn M Zn M Zn HZn HZn
P 13000,0 577,4  13000,0 0,0 13666,7 666,7 13000,0 577,4 14000,0 1732,1 13333,3 8819
Ca 21666,7 881,9  22333,3 333,3 24000,0 15275 22333,3 1763,8 24000,0 40415 22666,7 1763,8
Mg 486,7 18,6 463,3 8,8 486,7 26,0 476,7 24,0 490,0 52,9 493,3 39,3
STAT p-verdi p-verdi p-verdi
omega3 dietZn  sampill
P 0,56 0,77 0,91
Ca 0,65 0,79 0,83
Mg 0,71 0,87 0,92

Lipider, mineraler og barrierefunksjon i tarm

Tabell 7 viser prosentvis fordeling av ulike fosfolipider i tarm. PC utgjar 40-50 % av totale fosfolipider,
etterfulgt av PE pa ca. 15 %. PI utgjer ca. 10 % av fosfolipidene. Tabellen viser at prosentandelen av
PC var signifikant pavirket av bade Zn nivaet og av omega-3 fettsyrenivaet i foret.
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Tabell 7 Prosentvis fordeling mellom de ulike fosfolipidklassene sphingomyelin (SM), phosphatidylcholine (PC),
phospatidylserine (PS), phosphatidylinositol (Pl) phosphatidyletanolamine (PE) i tarm og ratioen mellom de ulike
fosfolipidklassene i tarmen i de ulike diettgruppene. Verdiene vises som gjennomsnittsverdier per diettgruppe (n=3)
+ SEM og statistikk i tabellen under.

Tarm

PL (%) HQ/ sem LQ/ sem HQ/ sem LQ/ sem HQ/ sem LQ/ sem

LZn LZn MZn M Zn HZn HZn
LPC+SM 7,2 0,3 8,2 0,8 92 03 84 00 85 03 97 12
PC 48,8 0,7 43,6 3,0 42,0 23 420 02 444 08 390 1.2
PS 8,9 0,1 10,0 0,8 104 02 109 23 98 03 10,7 0,0
PI 9,9 0,2 10,6 0,7 108 06 93 01 1104 06 149 1,7
PE 13,2 0,1 14,7 0,3 147 08 156 16 141 0,7 157 14
PA 12,0 0,2 12,9 0,6 129 12 138 04 129 09 136 18
PC/PE 3,7 0,1 3,0 0,3 29 03 2,7 03 32 02 25 03
PC/PI 4,9 0,2 4,2 0,6 39 04 45 00 43 02 27 02
PC/PS 5,5 0,1 4,5 0,7 40 0,2 40 09 45 01 36 02
PC/alle andre PL 1,0 0,0 0,8 0,1 07 01 0,7 o0 08 00 06 00
STATISTIKK p-verdi  p-verdi  p-verdi  p-verdi

modell omega3 Zn samspill
LPC+SM 0,23 0,45 0,13 0,36
PC 0,04 0,04 0,05 0,32
PS 0,5 0,2 0,29 0,93
PI 0,01 0,12 0,03 0,02
PE 0,43 0,1 0,4 0,94
PA 0,88 0,37 0,67 0,99
PC/PE 0,08 0,03 0,1 0,55
PC/PI 0,01 0,06 0,03 0,04
PC/PS 0,12 0,09 0,08 0,48
PC/alle andre PL 0,03 0,03 0,04 0,33

Figur 13 viser at prosentandelen av PC er hgyere i diettgruppene foret det laveste Zn nivaet i dietten.
Endringen er relativt moderat, men kan indikere at 120 mg/Zn i dietten er suboptimalt mhp &
opprettholde tilstrekkelig PC syntese i tarmen. Vart funn er i overensstemmelse med funn fra andre arter
hvor sinkmangel er vist & kunne fgre til en gkning av PC i noen vev. Effektene av sinkmangel pa PC-
biosyntese varierer avhengig av organ. Det er antatt at sinkmangel pavirker PC-biosyntese gjennom
flere mekanismer, inkludert endringer i enzymaktivitet i CDP-kolin og fospatidyletanolamin syntesen,
induksjon av LPCAT1-uttrykk, og mulig hemming av fosfolipase A2-aktivitet. Studier fra andre arter har
vist at disse endringene i PC-metabolisme pa grunn av sinkmangel kan pavirke cellemembranens
sammensetning og funksjon (Gomez et al. 2006).
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Figur 13 Effekter av sink (Zn) nivaer og omega-3 nivaer i dietten pa PC nivaet i tarm til venstre og PI nivéet til hayre.
Data er vist som gjennomsnitt + SEM (n=3). Statistikken (ANOVA) viser effekter av diett, omega-3 og Zn og samspill
mellom disse.

Figur 14 viser PCA analyse av fettsyresammensetningen av fosfolipidfraksjonene PC og PI i tarmen.
Figuren viser at Pl-fraksjonen er korrelert med fettsyrene 18:0 og 20:4n-6, mens PC-fraksjonen er
korrelert med hgyere innhold av 18:2n-6, 16:0, EPA og DHA. Prgver fra fisk som ble féret med dietter
med hgyt n-3 er sterkt korrelert med EPA og DHA, mens prgver fra fisk som ble foret med lavt n-3 dietter
er sterkt korrelert med 18:1n-7 og 18:1n-9.
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Figur 14 Score (A) og korrelasjonsloading (B) som viser forholdet mellom fosfatidylkolin (PC) og fosfatidylinositol
(Pl) fraksjonen i tarmen fra laks som ble féret med de eksperimentelle diettene i lopet av 5 uker, samt
fettsyresammensetningen. Disse grafene viser farste hovedkomponent (PC1) mot andre hovedkomponent (PC2),
som oppsummerer 96 % av variasjonen mellom pravene. Hver prave stammer fra en samlet prave av fem fisk.
Fargene i poenggrafen representerer de forskjellige diettene.

Effekt av Zn niva i dietten pa barrierefunksjonen i midttarm (proximal) og baktarm (distal), malt
med Ussing kammer

Ingen signifikante effekter av sinknivaer ble observert pa TER (Figur 15 A). Det var imidlertid en tendens
til gkt TER i den distale tarmen med lavere Zn nivaer i féret (p<0,1). Ingen signifikante effekter ble
observert for Papp for mannitol.
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Figur 15 Tarmens barrierefunksjon malt som transepitelial elektrisk motstand (TER; A) og diffusjonshastighet

for mannitol (Papp; B).

TEP var lavere i den distale tarmen sammenlignet med den proksimale tarmen (p<0,05), men ingen
effekter av sinknivaer ble observert (Figur 16 A). Ingen forskjeller i SCC ble observert i noen tarmregion
(Figur 16 B). Transport av methionin var hgyere i den proksimale tarmen, men det var ingen effekter av

sinkniva pé denne transporten (Figur 16 C).
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Figur 16 Tarm transport i proximal og distal tarm malt som “transepithelial potential difference” (TEP; A), short-
circuit current (SCC; B) og L-methionin transport (C).

Som oppsummering viser figurene over at det hagyeste sinknivaet i dietten hadde en tendens til &
redusere permeabiliteten for ioner i den distale tarmen. Forklaringen pa lavere i TER i Zn 220 gruppen
enn i Zn 120 gruppen kan skyldes en redusert evne hos «tight junctions» (TJs) til & opprettholde
forskjellen i ionekonsentrasjonen mellom tarmlumen og blodet.
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Informasjonstekst

Tette celleforbindelser, kjent som "tight junctions” (TJ) pa engelsk, er spesialiserte
proteinkomplekser som finnes mellom epitelceller og endotelceller og har falgende funksjoner;

e Forsegle det paracelluleere rommet, som er omradet mellom naboceller. Dette
hindrer ukontrollert lekkasje av vannlgselige stoffer.
De danner en tilneermet ugjennomtrengelig barriere for passasje av stoffer i spaltene
mellom cellene. Dette er spesielt viktig i organer som tarm og blod-hjerne-barrieren.
De muliggjer regulert passasje av spesifikke ioner og vann gjennom paracelluleere
kanaler. Dette bestemmes av ulike typer claudin-proteiner i strukturen.
De bidrar til & opprettholde cellulzer polaritet ved & forhindre at membranproteiner
beveger seg fritt mellom den apikale og basolaterale delen av cellemembranen.
De er med pé & gi mekanisk styrke til vevet ved & knytte naboceller tett sammen.

Tette celleforbindelser er seerlig viktige i epitelceller, som for eksempel i tarmene, nyrene og blod-
hjerne-barrieren, hvor de spiller en avgjgrende rolle i & kontrollere transporten av stoffer mellom
ulike kroppsveaesker og vev.

Mekanismen bak endringen i TER kan innebzere en endring i uttrykket av proteiner assosiert med TJ,
hvor claudiner er hovedbestemmende for celluleer permeabilitet (Sundell og Sundh, 2012). Generelt
anses redusert TER som negativt for tarmfunksjonene (Sundh og Sundell, 2015). Imidlertid ble det ikke
observert andre endringer som falge av sinknivaene.

Vi analyserte kun fettsyresammensetningen av fosfolipider i midttarmen og ikke baktarmen, og det
samme gjelder for sinkinnholdet. Tidligere studier indikerer at det er lavere innhold av flerumettede
fettsyrer i baktarmen sammenlignet med midttarmen hos laks, Dette kan muligens forklare de
manglende effektene pa barrierefunksjonen i den proksimale tarmen, samt indikasjoner pa effekter i den
distale tarmen (Sundell et al., 2022).

Tidligere studier fra andre arter har vist at sinkmangel klart svekker tarmbarrieren (Wang et al., 2013),
mens moderat gkning av sinkinntak styrker TER og barrierfunksjon. Hgye doser kan imidlertid indusere
selektive endringer i TJ som pavirker permeabiliteten for molekyler, noe som viser behovet for balansert
sinktilfgrsel for optimal barrierefunksjon i tarm (Ohashi et al., 2019).

Effekter av omega-3 fettsyrer og Zn i dietten fa lipidsammensetning, genuttrykk og morfologi av
lever

Histologisk evaluering av forekomst av lipiddréper (starrelse og antall) i leveren til fisk fra de ulike
diettgruppene viste lavere score hos fisk foret med de hgyeste nivdene av EPA og DHA (Figur 17).
Denne effekten syntes & veere mer uttalt hos fisk som fikk dietten med 220 mg/kg sink, selv om
forskjellen ikke var statistisk signifikant. Kjemisk analyse av totalt fettinnhold i lever samsvarte med de
histologiske observasjonene. Fisk féret med dietter med hgyt EPA- og DHA-innhold viste betydelig
lavere fettinnhold sammenlignet med fisk foret med dietter med lavt EPA- og DHA-innhold. Denne
effekten var seerlig tydelig hos fisk som fikk fér med hgyt sinkinnhold, hvor kontrasten mellom hgy og
lav omega-3-behandling viste en sterkere tendens. Vare funn samsvarer med tidligere observasjoner
fra laks, hvor gkende nivaer av fiskeolje i féret og lavere nivaer av planteolje, fagrer til feerre fettdraper
og fettinnhold i lever (Ruyter et al., 2006, Sissener et al., 2017 og Sanden et al., 2016). En studie med
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Yellow catfish, viste at sinktilfgrsel i dietten kan redusere fettavleiringer i leveren ved a fremme
nedbrytning av fett, hemme nysyntesen av fettsyrer og gke forbrenningen av fett via aktivering av
PPARa (Jia-Lang Zheng et al., 2015). Ved sinkmangel ble det observert gkt fettinnhold i lever og muskel,
mens sinkoverskudd reduserte derimot fettinnholdet signifikant i bade muskel og lever.
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Figur 17 Histologisk analyse og scoring av fettinnhold i leverpraver. Panel 1-4 viser representative bilder som
illustrerer gkende fettinfiltrasjon og vakuolisering (1 lavere til 4 hgyere antall lipidvakuoler). Histologisk scoring
indikerer signifikante forskjeller mellom behandlingene, der hayere score gjenspeiler mer alvorlig fettavleiring.
Swylediagrammene viser kvantitativt fettinnhold og gradering av scoringen fra histologiske snitt. Data er vist som
gjennomsnitt + SEM (n=3). Ulike bokstaver indikerer signifikante forskjeller mellom verdier bestemt ved hjelp av
enveis ANOVA etterfulgt av Tukeys post hoc-test.

Tabell 8 viser ingen signifikante effekter av foret pa relativ fordeling av fosfolipider i lever. PC utgjer ca.
60 % av de totale PL, etterfulgt av PE med ca. 20 % og PS pa ca. 10 %.
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Tabell 8 Prosentvis fordeling mellom de ulike fosfolipidklassene sphingomyelin (SM), phosphatidylcholine (PC),
phospatidylserine (PS), phosphatidylinositol (PI) phosphatidyletanolamine (PE) og ratioen mellom de ulike
fosfolipidklassene i lever i de ulike diettgruppene. Verdiene vises som gjennomsnittsverdier per diettgruppe (n=3)
og standard error of mean (sem) og statistikk i tabellen under.

Lever

PL% H Q/ sem L Q/ sem HQ/ sem LQ/ sem HQ/ sem LQ/ sem

LZn L Zn MZn M Zn HZn HZn
SM 1,2 0,1 2,0 0,4 21 o1 17 01 16 01 16 01
PC 62,0 1,6 59,7 3,0 586 10 61,3 19 598 03 590 04
PS 9,6 0,5 10,9 0,8 00 03 99 04 79 15 99 03
Pl 3,1 0,3 2,4 0,1 32 04 26 01 33 04 25 03
PE 20,8 1,0 22,4 2,6 225 04 200 19 22,7 08 231 05
PA 3,2 0,6 3,5 0,5 36 02 46 09 48 19 40 0,2
PC_PE 3,0 0,2 2,8 0,4 26 01 31 04 26 01 26 01
PC_PS 6,5 0,5 5,6 0,6 59 03 62 04 83 20 59 02
PC_PI 20,2 1,6 26,8 1,2 190 25 241 19 190 25 243 30
PC_PA 21,1 4,8 17,8 3,2 163 09 143 23 16,3 4,7 150 0,8
PCl_alle 1,6 0,1 15 0,2 14 0,1 1,6 0,1 1,5 0,0 14 0,0
andrePL
STAT p-verdi p-verdi  p-verdi  p-verdi

modell omega3 DiettZn  samspill
SM 0,06 0,6 0,22 0,02
PC 0,67 0,93 0,68 0,33
PS 0,22 0,12 0,21 0,42
PI 0,26 0,02 0,89 0,97
PE 0,62 0,87 0,51 0,37
PA 0,8 0,83 0,55 0,63
PC_PE 0,57 0,75 0,49 0,34
PC_PS 0,35 0,21 0,4 0,34
PC_PI 0,19 0,01 0,68 0,94
PC_PA 0,72 0,42 0,38 0,95
PClalle 0,61 0,99 0,56 0,32
andre PL

PC-fraksjonen i leveren ble analysert ved hjelp av prinsipalkomponentanalyse (PCA) (Figur 18).
Resultatet viser at fettsyresammensetningen til PC i leveren fra fisk féret med dietter med hgyt innhold
av omega-3-fettsyrer er sterkt korrelert med 14:0, 16:0, EPA og DHA. P& den annen side er praver fra
fisk som ble féret med dietter med lavt omega-3-innhold sterkt korrelert med 18:1n-7, 18:1n-9, 18:2n-6,
18:0 og 20:4n-6.
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Figur 18 «Scores» (A) og «Correlationsloadings» (B) som viser forholdet mellom fosfatidylkolin (PC) fraksjonen i
leveren fra laks som ble féret med de eksperimentelle diettene i lopet av 5 uker, samt fettsyresammensetningen.
Disse grafene viser farste hovedkomponent (PC1) mot andre hovedkomponent (PC2), som oppsummerer 100 %
av variasjonen mellom provene. Hver prgve stammer fra en samlet prove av fem fisk. Fargene i poenggrafen
representerer de forskjellige diettene.

Transkriptomanalyse lever

RNA-sekvensering av lever avslgrte at EPA- og DHA-nivaene i féret var de primzere faktorene som
pavirket forskjeller i antall differensielt uttrykte gener (DEG), mens sinkinnholdet i dietten modulerte
effektenes styrke. Den mest markante responsen ble observert ved lavt sinkinnhold, hvor
sammenligningen mellom hayt og lavt omega-3-niva resulterte i 465 DEG. Antallet DEG ble betydelig
redusert ved middels og hgyt sinkinnhold, og genprofilen endret seg fra overveiende nedregulert ved
lavt sinkinnhold til en mer balansert profil ved hgyt sinkinnhold. Dette tyder pa at sinkstatus pavirker
hvordan celler responderer pa omega-3-fettsyrer, muligens som en kompensatorisk mekanisme under
sinkmangel (uttrykk av flere gener relatert til fettsyremetabolisme var pavirker), og understreker sinkens
rolle i & modulere cellulaere prosesser knyttet til omega-3-metabolisme i lever.

Tabell 9 Transkriptomanalyse. RNA-sekvensering av levervev viser differensielt uttrykte gener (DEG) ndr man
sammenligner lav omega-3-diettgrupper med tre sinknivaer, 120, 180 og 220 mg/kg (LQ3/LZn, LQ3/MZn, LQ3/HZn)
mot diettgruppen med hay omega-3 og lav sink (HQ3/LZn). Tabellen oppsummerer antallet oppregulerte og
nedreqgulerte gener for hver parvis sammenligning. Kolonnen til hayre viser det totale antallet differensielt uttrykte
gener (DEG).

Diettgruppe Diettgruppe Nedregulert Oppregulert Totale
LQ3/LZn Vs HQ3/LZn 327 138 465
LQ3/MZn Vs HQ3/LZn 48 73 121
LQ3/HZn VS HQ3/LZn 27 41 68

Oppsummerende diskusjon lever: Samlet sett viser dataene at det hgyeste nivaet av EPA og DHA i
dietten, spesielt i kombinasjon med hgyt sinkinnhold, reduserte fettinnholdet i leveren til fisk. Dette
samsvarer med tidligere studier som viser at fiskeolje i foret kan fare til faerre fettdraper og lavere
fettinnhold i leveren (Ruyter et al., 2006, Sissener et al., 2017 og Sanden et al., 2016). Dataene tyder
videre pa at sink spiller en viktig rolle i & modulere cellulzere prosesser knyttet til fettdeponering og
omega-3-metabolisme i leveren til laks, som tidligere observert i Yellow catfish (Jia-Lang Zheng et al.,
2015.
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5.1.4
Vekt og skinnkvalitet til laks i sarhelingsforsgk

Resultat og diskusjon sarhelingsforsgk

jNofima

Fiskestgrrelse og vekst har vist seg & pavirke modningen av skinn og skjell (Torrissen et al., 2023).
Figur 19 viser at det ikke var signifikante forskjeller i fiskestarrelse mellom prgvefisk i de ulike
diettgruppene, verken ved oppstart av forsgket (2 uker etter avslutning av hovedforsgket, ca. 22 g) eller
ved avslutning av sarhelingsforsgket (6 uker, ca. 33 g).
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Figur 19 Vekt og lengde til pravefisken (12 per diettgruppe) benyttet til sarhelingsforsek ved start og ved 6 uker.
Data er vist som gjennomsnitt for de ulike diettgruppene. Ulike bokstaver indikerer signifikante forskjeller mellom
verdier bestemt ved bruk av enveis ANOVA etterfulgt av Tukeys post hoc-test.

Ved oppstart av sarforsgket ble histologiske snitt av lakseskinn farget med Von Kossa-metoden for
visualisering av kalsiumavleiringer. Mineraliserte omrader ble kvantifisert ved hjelp av en nyutviklet
algoritme i Aiforia®-plattformen, spesialdesignet for automatisk analyse av histologiske mgnstre Figur
20). | tillegg ble et manuelt scoringssystem basert pa morfologiske parametere (form, starrelse og
fargeintensitet) brukt for & vurdere skjellenes modningsgrad (Figur 21).

Aiforia®-analysene demonstrerte en signifikant hgyere mineraliseringsgrad (p<0,05) i skjell fra
diettsgruppen med hgy omega-3/hgy sink (HQ/HZn) sammenlignet med gruppen lav omega-3/lav sink
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(LQ/LZn) (Figurene 20-21). Dette korrelerte med tidligere ICP-MS-analyser av sinknivaer i skinn (Figur
6), noe som underbygger metodens validitet. Den manuelle scoringen bekreftet ogsa at HQ/HZn-
gruppen hadde mer modne skjellstrukturer med starre uniformitet i bade form og fargeintensitet (Figur
22).

Kombinasjonen av avansert bildeanalyse med Aiforia®s Al-teknologi og manuelle morfologiske
vurderinger og ICP-MS-analyser av sinknivaer i skinn, viser at diettsammensetningen har en direkte
effekt pa skjellmineralisering og modningsprosesser i skinnet hos laks.

Begynnende . .

mineralisering = >
/ \ T . \

Figur 20 Mikroskopibilder av histologiske snitt fra lakseskinn farget med Von Kossa-metoden, som visualiserer
mineraliserte  omrdder gjennom brunfarging av anioner (typisk fosfat eller karbonat) assosiert med
kalsiumavleiringer. Tidlig stadium (umodent skjell): Sma linecere strukturer med svak fargeintensitet. Mellomfase
(begynnende mineralisering): Forlengede bglgede mineraliseringsmegnstre. Modent skjell: Komplekse, organisert
strukturer med intens brunfarging), jo sterkere brunfarge, jo mer mineralisert.

MS: Calcium deposits area MS: Mean calcium deposit area per scale
2W-ANCVA: Zn=0.002, 03=0.47 2W-ANOVA: Zn=<0.001, 03=0.234
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Figur 21 Resultatene fra en automatisert bildeanalyse av histologiske snitt fra lakseskjell, utfart ved hjelp av en
spesialutviklet algoritme i Aiforia®-plattformen. Analysen ble gjennomfgrt ved oppstart av sarhelingsforsgket (uke
2) for de ulike diettgruppene. To hovedparametere ble kvantifisert;totalt areal av kalsiumavleiringer per skjellsnitt
og gjennomsnittlig starrelse pa kalsiumavleiringer per skjell.

De manuelle scoringer for modning av skjell er vist i Figur 22. Prgvene fra fisk i de to diettgruppene med
lavest sink, HQ/LZn og LQ/LZn, kom darligst ut, med minst modne skjell. Gruppen foret hgy omega-3
og hgy sink, HQ/HZn, kom best ut med mest modne skjell, i overensstemmelse med resultat fra Al-
algoritmen.
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Figur 22 Modning av skjell, scoret pa von kossa fargete snitt., 3 120= H Q/L Zn, 1 120= L Q/L Zn, 3 180= H O/M
Zn, 1 180=L O/M, 3 220= H O/H Zn og 1 220= L Q/H Zn.

5.1.5 Oppsummering av hovedfunn AP 1.3, samspill Zn og omega-3 fettsyrer

Ulike nivaer av omega-3 fettsyrer og sink i diettene ga ingen statistisk signifikante forskjeller i SGR
eller TGC.

Sinkkonsentrasjoner i helkropp, halefinne, ryggvirvel, skinn og tarm var i relativ stor grad
proporsjonale med sinknivaene i dietten.

En interaksjonseffekt effekt mellom nivdene av EPA+DHA og sink i diettene pa Zn-nivaene i vev ble
observert, spesielt ved det hgyeste EPA+DHA (3 %) og Zn (220 mg/kg). Fisk féret de hgyeste
nivdene av EPA og DHA og Zn, viste ogsa best bentetthet.

EPA- og DHA-nivaene i helkropp, skinn og tarm gjenspeilet innholdet av disse fettsyrene i foret.
Fisk foret med dietter med hgyt omega-3 innhold viste sterk korrelasjon med 14:0, 16:0, EPA og
DHA, spesielti tarmen og leveren. Vev fra fisk féret med dietter med lavt omega-3 innhold var sterkt
korrelert med 18:1n-9, spesielt i skinnet.

PCA-analyse av fettsyresammensetningen av fosfolipidfraksjonene phosphatidylcholine (PC) og
phosphatidylinositol (PI) i skinn, lever og tarm viste at Pl-fraksjonene fra alle tre vevene var sterkt
korrelert med 18:0 og arakidonsyre (ARA). PC-fraksjonene var sterkt korrelert med 18:1n-9, 18:2n-
6, 16:0, EPA og DHA.

Analyse av modningsgrad av skjell i skinnet, viste at fisk i de to diettgruppene foret lavest sink
(HQ/LZn og LQ/LZN) hadde lavest grad av modne skjell, mens gruppen foéret med hgy omega-3 og
hgy sink (HQ/HZn) hadde mest modne skjell ved avslutning av hovedforsgket.

Leveranalyser viste at det hgyeste nivdet av EPA og DHA i dietten, spesielt i kombinasjon med hayt
sinkinnhold, reduserte fettinnholdet i leveren til fisk.

Analyse av barrierefunksjonen til hud og tarm viste ingen signifikante dietteffekter pa huden. | den
distale tarmen hadde det hgyeste sinknivaet i dietten en tendens til & redusere permeabiliteten for
ioner, og lavere trans-epitelial resistens (TER) ble observert i Zn 220-gruppen sammenlignet med
Zn 120-gruppen.

Generelt anses redusert TER som negativt for tarmfunksjonene. Imidlertid ble det ikke observert
andre endringer som fglge av sinknivaene.

Sarhelingsforsgk

To ulike sartyper ble eksperimentelt pafgrt skinnet hos forsgksfisk fra alle 6 diettgruppene to dager etter
avslutning av hovedforsgket (Figur 23). Disse inkluderte et dypt sar utfart med skalpell gjennom full
tykkelse av dermis, samt et overfladisk sar skapt ved mekanisk skraping med bgrste for & fierne
skjellene. Tre anatomiske regioner ble analysert: sarsonen etter skalpellinngrep, intakt hud mellom
sarene (kontrollomrade), og skrapt hudregion med skjellfiernelse.
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Bildeanalyse viste at begge sartypene ble fullstendig lukket innen 6 uker i alle diettgruppene. Det ble
imidlertid ikke funnet noen signifikante forskjeller i helingshastighet (lukking av sar) mellom
diettgruppene for noen av sartypene.

Mikroskopibilder av de tre AB-PAS-fargede skinnomradene (saromrade, intakt hud og skrapt region) ble
analysert ved 4 dager og 6 uker etter sarpafering ved hjelp av Aiforia®s plattform. Figur 24 viser
representative histologiske snitt hvor AB-PAS-metoden visualiserte glykoproteiner og mucinfordeling i
sargjenoppbyggingsprosessen. Den kvantitative Al-analysen avdekket ingen signifikante diettrelaterte
forskjeller i re-epiteliseringsgrad, bindevevsremodellering eller mucinproduktion i dermis/epidermis som
kunne si noe om sérhelingsevnen.

Urgrt
omrade

Urgrt
omrade

Figur 23 Mikroskopibilde + fotografi av skinn hvor de ulike sarene ble pafart, henholdsvis skrapsar og kuttsar
sammenlignet med urart skinnflate mellom sarflatene. Malingen av lukking av de ulike sarene ble utfert med
bildeanalyser.

Snitt fra sarflatene (kun dypt sar) fra de ulike diettgruppene ble videre farget med bade von kossa og
Movat for & studere eventuelle morfologiske forandringer mellom diettgruppene under
sarhelingsprosessen ved 4 dager vha manuell mikroskopianalyse. Se Figur 24 for eksempelbilder.
Movat farger kollagen gul, muskel rad, kjerner bld, mucin svart og elastiske fibre svart, Von kossa farger
kalsium brunt.
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Figur 24 Eksempelbilder pa Movat farget snitt (bildet til venstre) og von kossa farget snitt (bildet til hayre) av sérflate
i skinnet, dag 4.

Det ble ikke funnet forskjeller i skjellutviklingen nar skjellene rundt sérkuttet ble analysert. Vi studerte
videre dannelse av skjell pa kanten av skjellet og i omradet rundt dermis. | tillegg studerte vi om disse
skjellene var mineraliserte eller ikke, som illustrert i Figur 25. Modning av skjellene kan leses ut ifra
tykkelse, om de er rette eller krgllete eller kun i begynnende stadier, som beskrevet tidligere.

Figur 25 Dannelse av skjell i sarkanten til skinnet

Figur 26 viser manuell scoring av antall og mineralisering av skjell i sarkant. Diettgruppen foret hay
omega 3 og hgy sink HQ/HZn kom bedre ut enn de andre gruppene pa disse scoringene, spesielt tydelig
for antall mineraliserte skjell i dermis sarkant. Dette viser at bdde omega-3 fettsyrene EPA + DHA og
sink i dietten er viktig for optimal nydannelse og mineralisering av skjell i sarflaten.
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Figur 26 Scoring av antall skjell i dermis sarkant, mineralisering i dermis sarkant (snitt fra 10 fisk per diettgruppe)

5.2 Al. 2 Resultat og diskusjon in vitro sarhelingsmodell

Keratocytter i laksens skinn er en type epitelceller som finnes i epidermis, det ytterste laget av skinnet.
Disse cellene har flere viktige funksjoner:

e Fysisk barriere: De danner en fysisk barriere som beskytter fisken mot ytre pavirkninger og
vanntap.

o Sterke bindinger: De er koblet sammen med sterke bindinger, som bidrar til & forsegle skinnet.

e Reparasjon av skadet skinn: De spiller en viktig rolle i reparasjon av skadet skinn ved a forsegle,
lukke og reparere skader.

¢ Immunforsvar: De er involvert i laksens immunforsvar, da de kan angripe og ta opp (fagocytere)
bakterier som ligger pa skinnet.

Keratocyttene er dermed avgjgrende for & opprettholde skinnets integritet og beskytte laksen mot
infeksjoner og miljgpavirkninger.

Vi gnsket & studere effektene av Zn og DHA pa migreringskapasiteten til keratocytter fra laks ved &
benytte en cellemodell med skjell, som tidligere beskrevet i Karlsen et al., 2021. Tre forsgk med
keratocytter i kultur ble satt opp med seks fisk i hver runde. Fem skjell per brgnn per fisk, totalt 30 skjell
per behandling i triplikat, altsd 90 skjell per behandling ble brukt i hvert forsgk.

Behandlingene var:

Negativ ktr — L-15 vekstmedium (5% FBS)
Zn: 0.5 mg/l Zn

Omega-3: 10uM DHA

Zn og omeg-3: 0.5 mg/l Zn + 10uM DHA
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Migrering av keratocytter ble scoret etter disse kriteriene
Scoring Beskrivelse

0 Ingen vekst
1 Noen fa celler begynner a migrere (vandre)
2 Celler danner sma celleflak
3 Celleflak som omgir skijellet, tilsvarer en starrelse pa ¥ av flaten til skjellet
4 Celleflak som omgir skijellet, tilsvarer en starrelse pa halvparten av flaten til skjellet
5 Celler som omgir skjellet, dekker en overflate stgrre enn skjellet
Fordeling Score Day 1 Fordeling Score Day 2 Fordeling Score Day 5
100% 100% 100%
90% - . - 90% 0%
80% i 80% 80%
70% I ‘ 0% 10%
0% | 1 60% b0%
50% 50% 50%
40% 0% 40%
30% T 30% | i 30%
0% 20% 0%
10% 10% 10% -
0% 0% 0% ! =
Crl In Omega ZnOmega Cl n Omega In Omega cul n Omega InOmega

gElmzmE3mims gulE?E3m4ms Omim2m3mgms

Figur 27 Resultater fra et av migreringsassayene i behandlingsgruppene ktr, Zn, DHA (omega-3) og Zn+DHA
(ZnOmega) etter 1 dag, to dager og 3 dagers kultur.

Figur 27 viser at tilsetning av Zn og DHA i dyrkingsmediet gker migrasjonen til keratocyttene fra
skjellene. Den hgyeste migrasjonen ble observert for cellene som hadde fatt badde Zn og DHA.
Migreringskapasiteten gkte jevnt over tid for alle gruppene, noe som er forventet for disse cellene.
Skjellene som fikk bade Zn og DHA migrerte imidlertid raskere enn skjellene i brgnner som enten ikke
hadde fatt noen tilsetning eller kun én av komponentene, ved alle tidspunkter. Samme resultat ble funnet
i alle tre separate forsgk.

Genuttrykk i keratocytter

RNA ble isolert fra cellekulturene pa dag 3 og analysert med microarray. Genekspresjonen gjenspeilet
ikke effektene av Zn og DHA pa cellevekst og motilitet. Dette er ikke overraskende, da disse hendelsene
ikke ngdvendigvis krever store genreguleringer. Likevel kan microarray-dataene veere interessante. De
mest apenbare effektene fremgéar av DEG-tallene (Figur 28), der effekten av DHA totalt sett var
neglisjerbar i motsetning til Zn. Kombinasjonen av Zn og DHA reduserte endringer i genekspresjonen
sammenlignet med Zn alene, noe som viser en interaksjonseffekt mellom Zn og DHA p& genuttrykk i
keratocytter.
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Figur 28 Antall differensielt uttrykte gener (DEG) i gruppene hvor keratocytter er tilsatt DHA, Zn og DHA+Zn
sammenlignet med kontroll (bla farge er oppregulert, orange farge er nedregulert).

Mange av de funksjonelle gengruppene var kun representert med et eller noen fa DEG og var derfor
ikke tilstrekkelig for funksjonelle analyser, men enkeltgener er interessante. | Figur 29 er tretti gener vist.
Fem og fem gener er assosiert med henholdsvis cytoskjelett og celleadhesjon. Ankycorbin, diaphanous
2, rho gtpase og dystonin er essensielle for organisering og stabilitet av cytoskjelettet, og PDZ og LIM
domeneprotein 2 fremmer epitelial fenotype. Repetin og egf-7 regulerer differensiering av epitelet. Et
lite sett av immun-gener viste forskjellige profiler: ned- eller oppregulering som respons pa en eller to
behandlinger (ingen gener med uttrykksendringer i alle tre eksponeringene). Bemerkelsesverdig er
prostaglandin reduktase 1 det eneste genet som var markant oppregulert av DHA (2,7 ganger fra
kontroll). Flere inflammatoriske mediatorer ble nedregulert av Zn (mmp 9 og kollagenase 3) eller DHA-
Zn (saa og nk-lysin). Diaminacetyltransferase 1 og histopatologisk markgr tnf decoy receptor ble
oppregulert av den samme behandlingen. Figur 29 inkluderer ogsa to proteiner i kobbermetabolismen
som ble oppregulert (ceruloplasmin) eller nedregulert (slc31al) av sink.

Ganz DHA-Zn | DHA Zn
Anikycorbin 117 0.2 im
Diaphanous 2 0.86 0.12 183
Dystonin 173 () 248
PDOZ and LIM domain prot ain 2 083 0.51 0.13
0.19 1l
0.25 148
0.37 PR
0.17 pis]
0.8 pic]
dhs 0.7 148
ECM 0.3 10
ECM 004 050
Diffaratiation 0.6 185
Diffaratiation 0.15 185
Differetiation 0.2 1
Immuwn 2sign aling 0,35
Immunesignaling 053
Immur 2signalin g 0.23 017
Immwn 2 sign alin g 143 068
Immunasignaling 0.3 -0.14
Inflammation .48 0.12
Inflammation 034 0.11
Inflammation 0.28 0.57
Inflammation D68 074
Inflammation 0.3%
Inflammaticn Collagenase 3-like 044 0.2
Inflammation Dviamin 2 acatyltransfarase 1 109 0.08 013
Inflammation 103 0.z 018
Cumetabolism n7i 0% JIE:
Cumeatabolism 2.0 - -1.54

Figur 29 Utvalgte DEG, data er log2-ekspresjonsratio til kontroll. Gener med DE (>1.74-fold og p<0,05) er markert
med understreket fet kursiv.
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5.2.1 Hovedfunn skinnhelse og sarheling A1.3 og A1.2

For & avdekke forskjeller og studere funksjonelle egenskaper har vi kombinert in vitro- og in vivo-
teknikker. Vi har undersgkt skinnegenskaper hos lakseparr i vekst (5-15 g) féret med seks ulike dietter:
lav Zn/lav omega-3, lav Zn/hgy omega-3, medium Zn/lav omega-3, medium Zn/hgy omega-3, hgy Zn/lav
omega-3 og hgy Zn/hgy omega-3. Deretter har vi analysert hvordan disse diettene pavirker sarheling
av mekanisk induserte sar, hvor tre ulike sartyper ble studert: dypt kutt, skinn fjernet tett inntil sarkant
og overfladisk sar. Det dype kuttet ble laget med en skalpell som snittet et lite sar rett ned i skinnet og
delte dermis. Det skrapte omradet ble kun lett skrapet med en skalpell slik at skjellene ble fiernet, men
dermis forble urart (overfladisk sar). Til slutt har vi undersgkt hvordan ulike konsentrasjoner av Zn og
omega-3-fettsyren DHA pavirker migreringskapasiteten til skinnceller (keratocytter) i kultur.

Digitale og manuelle skinnanalyser viste fa forskjeller mellom diettgruppene hos lakseparr i utvikling.
Analysene avdekket imidlertid signifikant bedre skjellutvikling og mineralisering av skinn hos fisk fra
gruppen som hadde fatt bade hay sink og hgy omega-3. Skjellene i skinnet til denne fisken ble bade
dannet og modnet raskere. Tilsvarende funn ble gjort i sérstudien, der skjell regenererte raskere i sérene
hos fisk som hadde fatt dietten med hgyest innhold av bade Zn og omega-3. Andre forskjeller i
sarhelingsprosessen kunne derimot ikke pavises med de valgte metodene.

| cellekulturforsgket ble det pavist et hayere migreringspotensial for skinnceller (keratocytter) som fikk
tilsatt bade sink og omega-3-fettsyren DHA i vekstmediet. Det var gkt migrasjon dersom cellene fikk
enten Zn eller DHA i mediet, men effekten var starst for cellene som hadde fatt en kombinasjon av bade
Zn og DHA.

Rask migrering av keratocytter for & dekke et apent sar og rask regenerering av skjell for & opprettholde
skinnstyrken er viktige faktorer i sarheling hos fisk. Gjennom analysene i denne arbeidspakken har vi
vist at kombinasjonen av Zn og omega-3-fettsyrer er viktige faktorer for to sentrale prosesser i skinn:
migrering av keratocytter og utvikling av skjell.

Hovedfunn sarheling

e Skinnanalyse: Fa forskjeller mellom diettgruppene, men bedre skjellutvikling og mineralisering hos
fisk féret med hgy Zn og hgy omega-3.

e Sarstudie: Raskere regenerering av skjell i sarene hos fisk med hgy Zn og hay omega-3.

e Cellekulturforsgk: Hayere migreringspotensial for keratocytter med bade Zn og omega-3-fettsyren
DHA.

e Viktige faktorer for sarheling: Kombinasjonen av Zn og omega-3-fettsyrer er viktig for migrering
av keratocytter og utvikling av skjell.

5.3 AP A3.4 Korttidsforsgk for studier av opptaksmekanismer for Zn i tarmen
(HI ansvarlig)

Disse korttidsforsgkene er publisert i Aquaculture Nutrition (Fang et al., 2024), og tabeller og figurer i
denne delen av rapporten er tatt fra denne artikkelen.

Medforfattere: Nini H. Sissener, Anthony Philip, Haohang Fang. @ystein Seele, Trygve Sigholt.

Q

Malsetting: Gjennomfare Korttidsforsgk med tidsserieuttak etter féring for & gke kunnskapen om
opptaksmekanismer for Zn i tarmen hos laks, og hvordan fettniva i foret pavirker dette.
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5.3.1 Forsgksdesign

Samme for ble benyttet som i langtidsforsgket i AP3 (den minste pelletstarrelsen), detaljer rundt
férformulering og analyser er rapportert i delkapittelet fra langtidsforsgket i AP3. | forsgk 1 ble fire
eksperimentelle dietter, med ulike nivaer av fett og sink benyttet: HFHZ, HFLZ, LFHZ, og LFLZ.

| forsgk 2 ble tre eksperimentelle dietter brukt. De to fgrste (HFHZ og HFLZ) var de samme som i forsgk
1, mens den tredje dietten inneholdt hagyere niva av n-3 LC-PUFA (HPUHZ).

To foringsforsgk ble gjennomfart ved Matre Forskningsstasjon ved Havforskningsinstituttet. Alle
preveuttak ble utfart pd bedgvet fisk. Studien ble vurdert av dyreforsgksavdelingen ved HI og godkjent
som en ikke-invasiv dyrestudie (godkjenning fra Mattilsynet ikke ngdvendig), gjennomfgart i samsvar med
norske forskrifter og EU-direktiv 2010/63/EU.

| begge forsgk ble atlantisk laks (Salmo salar) féret med kommersielt for (Skretting Norge) i 2 uker for
akklimatisering. | forsgk 1 (Figur 30) ble 280 laks med gjennomsnittsvekt pa 718 + 58 g tilfeldig fordelt i
atte kar (1 350 L, dimensjoner 1,5 x 1,5 x 0,8 m) med 35 fisk per kar. De fire eksperimentelle diettene
(HFHZ, HFLZ, LFHZ, LFLZ) ble tilfeldig fordelt pa karene i duplikater. Fiskene ble foret to ganger daglig
til metthet (kl. 09:00 og 16:00) i 4 uker. Temperaturen i vannet varierte mellom 8 og 9 °C.

| forsgk 2 (Figur 30) ble 225 fisk med gjennomsnittsvekt pa 667 + 20 g tilfeldig fordelt pa ni kar (1 350 L).
Tre eksperimentelle dietter (HFHZ, HFLZ og HPUHZ) ble tilfeldig fordelt pa karene i triplikater. Fiskene
ble foret to ganger daglig til metthet i 4 uker, med vanntemperatur mellom 10 og 12 °C.

Trial 1: Postprandial sampling:
' Sampling at cach time point
I
i

HFHZ, HFLZ, LFHZ, LFLZ N T R ! l

48h 2h; 2k
. - B e Oh } 2h 4h 8h 14h  24h 36h
4 weeks feeding Finel fecing 7
~700g ~850g :
Sampling and ! Postprandial phase
2 ranks per diet re-feed for 2h :
Trial 2: Postprandial sampling:
: Sampling at each time point
EH 7 = y ') 1
HFHZ, HFLZ, HZHPU LT 0 B 11
e — 48h 2} 4h
4 WCCkS fccdi[lg - Final feeding Oh : 4h Oh 10h 14h 26h 32h I8h
I
~ 660g ~920g ’ A ’
= . X ! Postprandial phase
Sampling and 1
3 tanks per diet re-feed for 2h :

Figur 30 Forsgksoppsett for de to korttidsforskene med Atlantisk laks, gitt ulike for, etterfulgt av en post-prandial
uttaksserie

5.3.2 Metodikk
Postprandial provetaking

Ved avslutningen av féringsforsgket ble fisken fastet i 48 timer for & tamme mage-tarmkanalen og na
fastestatus (0 t), da det ble tatt praver av blod og tarm. Etterpa ble fisken foret i 2 timer, og tiden etter
maltidet (postprandial tid) ble beregnet. Blod og tarmpraver ble samlet inn pa ulike postprandiale
tidspunkter. | forsgk 1 ble fem fisk fra hver tank (totalt 10 fisk per diettgruppe) pravetatt ved 2, 4, 8, 14,
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24 og 36 timer etter féring. | forsgk 2 ble tre fisk fra hvert kar (totalt ni fisk per diettgruppe) praver ble
tatt ved 4, 6, 10, 14, 26, 32 og 38 timer etter féring.

Fiskene ble bedgvet med en overdose av tricain-mesylat (MS-222). Vekt og lengde ble malt far
blodprgve ble tatt. Blodpravene ble sentrifugert (14 200 g, 2 min, 4 °C) for & isolere plasma, som ble
frosset for videre analyse. Tarmprgver ble tatt, tamt for innhold og umiddelbart frosset i flytende nitrogen.

Kjemiske analyser
Analyser av for er beskrevet i kapittel om langtidsforsgket pa GIFAS (task 3.3).

Genekspresjon

Tarmprgver for genekspresjonsanalyse ble valgt pa tre postprandiale tidspunkter basert pa plasma-
TAG-profiler: fgr eksogent lipid hadde nadd sirkulasjonen (2 h i forsgk 1; 4 h i forsgk 2), ved inntreden i
sirkulasjonen (14 h i begge forsgk) og ved maksimal inntreden (24 h i forsgk 1; 26 h i forsgk 2).

Totalt RNA ble isolert fra tarmprgver ved hjelp av Maxwell HT simplyRNA Kit og analysert for kvalitet og
kvantitet med henholdsvis Bioanalyzer og NanoDrop. cDNA ble syntetisert med et omvendt
transkripsjonskit og kvantifisert p4 en gPCR-maskin med SYBR GREEN PCR Master Mix.
Kandidatgenene inkluderte to husgener (B-actin og elongation factor 1 alpha [ef-1a]), fem gener relatert
til Zn-transport og elleve gener relatert til lipidtransport og -metabolisme (Tabell 10). Primerne ble
designet gjennom NCBIs primerdesign-verktgy, og RT-PCR ble utfert for & evaluere spesifisiteten.
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Tabell 10 Primere brukt til gPCR analyse

Gene Primer sequence (5'- 3’) Accession no.? Efficiency Production Tm (°C)

(%) (bps)

House-keeping genes

B-actin F: CCAAAGCCAACAGGGAGAA BG933897 113,4 91 57,56
R: AGGGACAACACTGCCTGGAT 61,14
ef-1a F: TGCCCCTCCAGGATGTCTAC AF321836 100,3 57 60,69
R: CACGGCCCACAGGTACTG 60,05
Zinc transport genes
zip4 F: GAGCCTCCTAGTCCTCACACT XM_045709302.1 110,6 158 60,34
R: 57,93
GTCATTTTGAGGAAATCGTGTATCA
mta F: TGCAAGGGCAAGACTTGTGA NM_001123677.1 104,6 87 60,11
R: ACGTCAGTCATAGGGAATGGAC 59,57
mtb F: CTCTTGCAACTGCGGTGGAT NM_001123669.1 106,6 76 60,96
R: GCAGGGGCAGCAACTTTTC 60,01
zntl F: GTATCCTGCTCTACACCACCTA XM_014143981.2 93,2 148 58,44
R: CAGATGTGCAGTTCGTGGA 57,78
mtfl F: AGTTTTTCCACAACAAAAGGGC  XM_014200437.2 115,7 169 58,39
R: AGAGCTGTTGCTATGGTGGAC 60,07
Lipid transport and metabolism genes
npclll F: CCCGTCATGAGCCAGGATAC XM_014171081.2 107,9 162 59,97
R: GCATGGGGCAGACCTTTTTG 60,04
cd36 F: ACCCCCAGCAGTCACATTATT XM_014153607.2 100,5 131 59,36
R: GTATGTAGGTCCCAGCAGCA 59,17
fatp4 F: TCTGGAACACATGACAAGCC XM_014125609 152,0 170 58,10
R: GCGAACAAGTTGTGTCCTTCC 60,00
fatp6 F: ACAAACTGCAACCCGCTCTA XM_045693823.1 115,4 156 59,89
R: CCACCGTCTCAGTGAACCAA 59,89
fabp2 F: GGATTATGCCTCGACTGCCA BT048647 115,9 149 59,89
R: GCCACTCTGGGGAATTGCTA 59,74
dgatl F: CGGTAACGGAATGGTGCGT XM_014124329.1 100,1 148 60,74
R: CAGCCTCTGACATCAATTGCCT 60,94
mtp F: XM_014195517.2 104,7 124 58,24
TGATCATTGTAAAATGTGTGCCTTT
R: ACAGCTAGCAAGTTAGCCTC 57,32
apob F: TGGGCTTGACTGGCAAGATT X81856 116,0 101 59,89
R: TCCCTCATCTTGGCGTTTCT 59,02
cptl F: TAAGAGGCCGTGGACCAATC XM_045708590.1 95,5 195 59,46
R: ATTGCGCTGAGCACATTGGA 60,96
mgat2 F: CGAGTGCAAGCTCTGCAAGG XM_014205344 113,4 75 61,91
R: GAGGTCGGGCAAGATGAAGT 59,75
apoad F: TGAAGGTGTTGGTGGTGCTT XM_014201582 126,1 131 60,03
R: TGTTGCCTTGGCGACATAGT 59,96

& GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/). Fra Fang et al. (2024).
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Statistisk analyse

Normalfordeling og varianshomogenitet i dataene ble analysert med Shapiro—Wilk-test og Levene’s test
(p > 0,05). | forsgk 1 ble vektgkning analysert med toveis ANOVA med fett- og Zn-nivder som
uavhengige variabler. Resultater for andre vekstparametere (startvekt, sluttsvekt, og kondisjonsfaktor)
ble analysert med "nested ANOVA" med kar som tilfeldig faktor. Plasma mineraler, lipider, og
genekspresjon ble analysert med treveis nested ANOVA og signifikante forskjeller ble vurdert med
Dunnett's test. | forsgk 2 ble vektgkning analysert med t-test mellom gruppene (HFHZ vs. HFLZ eller
HFHZ vs. HPUHZ). Statistisk signifikans ble satt til p < 0,05, og resultater er presentert som gjennomsnitt
+ standardavvik (SD). Analysene ble utfgrt i GraphPad Prism 8 og R.

5.3.3 Resultat og diskusjon A 3.4. Vekst, plasmanivaer av mineraler og lipider, genuttrykk
Vekst

Veksten til laks foret med ulike dietter fra forsgk 1 og 2 er presentert i forrige delkapittel av rapporten. |
forsgk 1 var vektgkningen for fisken mellom 18,5 % og 22,2 %, mens den i forsgk 2 varierte mellom
39,6 % og 44,9 % (Tabell 11). Det var ingen signifikante forskjeller i vekst mellom diettgruppene
(p > 0,05).

Tabell 11 Vekst hos S. salar gitt de ulike férene i forsgk 1 og 2

Trial 1
W 741,9+163,7 738,6+121,4 700,5+£150,0 694,2+173,6 / 0,93 0,44 0.98
ICF 1,2+0,1 1,2+0,1 1,2+0,1 1,2+0,1 0,72 0,44 0.37
FW  888,2+226,8 884+180,3 828,7+190,5  849,5+263,0 / 0,90 0,551 0.86
FCF 1,01£0,1 1,0£0,1 1,0£0,1 1,0£0,1 0,71 0,31 0.47
WG 19,6%2,1 19,7£2,4 18,5+4,8 22,227 / 0,45 0,78 0.48
SR 100 100 100 100 / / / /
Trial 2 PUFA Zn
W 664,3+97,8 663,7+90 / / 673,0+85,1 0,70 0,98
ICF 1,240,1 1,2+0,1 1,2+0,1 0,83 0,96
FW 925,7+160,6 955,4+169,7 / / 975,5+138 0,33 0,59
FCF 1,2+0,1 1,2+0,1 1,240,1 0,06 0,16
WG 39,6 +4,0 43,7+ 3,8 / / 449 + 3,8 0,11 0,27
SR 94,7+6,1 94,7+9,2 / / 98,7+2,3 0,35 0,99

IW (9): initial weight; ICF(g/cm3): initial condition factor = (initial weight (g) /initial length (cm) ~3) x100; FW (g): final weight; FCF
(g/cm3): final condition factor= (final weight (g) /final length (cm) ~3) x100; WG (%): weight gain= (average final weight —
average initial weight)/average initial weightx100; SR (%): survival rate= (final number of fish)/(initial number of fish) x100;
Values are mean + SD. Fra Fang et al. (2024).

Postprandiale plasmanivaer av mineraler og lipider

| forsgk 1 ga lav Zn i féret signifikant reduserte postprandiale Zn-nivaer i plasma (p < 0,01) (Figur 31).
Plasmanivaene av jern (Fe) og kobber (Cu) ble ogsa signifikant pavirket av tid (p < 0,01 og p < 0,05,
henholdsvis), med toppverdier ved spesifikke postprandiale tidspunkter. For eksempel nadde Fe
toppnivaer mellom 14 og 24 timer etter foring, mens Cu viste toppverdier ved 2—-4 og 36 timer.
Fettinnhold i féret pavirket ikke plasmanivdene av Zn, Mn, Fe eller Se (p > 0,05).
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Figur 31 Postprandiale profiler for plasma mineraler hos laks gitt ulike nivaer av fett og Zn (forsgk 1); Hvert punkt i

figuren er gjennomsnitt + SD (n = 10) for et uttakstidspunkt etter féring; *: Signifikant forskjell fra pre-prandiale
resultater (Oh); Zn: zinc, Mn, mangan, Fe, jern; Cu, kobber; Se, selen. Figur fra Fang et al. (2024).

| forsgk 2 ble de postprandiale Zn-nivaene i plasma ikke pavirket av Zn i for5 (p = 0,20) (Figur 32).
Imidlertid reduserte HFHZ-dietten signifikant plasmanivaene av mangan (Mn) sammenlignet med HFLZ-
dietten (p < 0,05). Dietter med hay n-3 LC-PUFA gkte signifikant plasmanivaene av Mn sammenlignet
med lav n-3 LC-PUFA-dietter (p < 0,05), noe som antakelig skyldes forskjeller i Mn-nivaene i diettene.
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Figur 32 Postprandiale profiler for plasma mineraler hos laks gitt ulike nivaer av Zn og n-3 LC-PUFA (forsok 2);
Hvert punkt i figuren er giennomsnitt + SD (n = 10) for et uttakstidspunkt etter foring; *: Signifikant forskjell fra pre-
prandiale resultater (Oh); Zn: zinc; Mn, mangan; Fe, jern; Cu, kobber; Se, selen. Figur fra Fang et al. (2024).

Postprandiale plasmalipider

| forsgk 1 ble det postprandiale triglyseridnivaet (TAG) i plasma signifikant pavirket av tid (p < 0,01)
(Figur 33). TAG-nivaene steg betydelig etter 14 timer og nadde toppnivaer ved 24 timer, som vedvarte
til 36 timer (p < 0,01). Fett- og sinknivaer i diettene pavirket ikke TAG-nivaene (p > 0,05).
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Figur 33 Postprandiale profiler for plasmalipider hos laks gitt ulikt fettnivd og Zn-niva (forsgk 1); Hvert punkt i figuren
er giennomsnitt + SD (n = 10) for et uttakstidspunkt etter foring; *: Signifikant forskjell fra pre-prandiale resultater
(0Oh); CHO: kolesterol; TAG: Triacylglycerol; HDL: high-density lipoprotein; LDL: low-density lipoprotein; TP: total
protein. Figur fra Fang et al. (2024).

| forsgk 2 var TAG-nivéene i plasma ogsa signifikant pavirket av tid (p < 0,01) (Figur 34). Nivaene steg
signifikant mellom 10 og 38 timer etter maltidet (p < 0,05). Kolesterolnivaene (CHO) ble ogsa pavirket
av tid (p < 0,05), med hgyere nivaer ved 32 timer sammenlignet med 6 timer. Verken Zn eller n-3 LC-
PUFA pavirket TAG-nivaene (p > 0,05).
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Figur 34 Postprandiale profiler for plasmalipider hos laks gitt ulikt niva av Zn og n-3 LC-PUFA (forsgk 2); Hvert
punkt i figuren er giennomsnitt + SD (n = 10) for et uttakstidspunkt etter foring; *: Signifikant forskjell fra pre-prandiale
resultater (Oh); CHO: kolesterol; TAG: Triacylglycerol; HDL: high-density lipoprotein; LDL: low-density lipoprotein;

TP: total protein. Figur fra Fang et al. (2024).

Postprandialt genuttrykk relatert til Zn-opptak og -transport

| forsgk 1 ble tarmens mRNA-ekspresjon relatert til Zn-opptak og -transport ikke pavirket av fornivaene
av Zn eller fett (p > 0,05) (Figur 35). Tidspunktet pavirket imidlertid genekspresjonen av zip4 (p < 0,01),
zntl (p < 0,05) og mtfl (p < 0,01), som alle var oppregulert ved 24 timer sammenlignet med 2 timer.
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Figur 35 Postprandialt genuttrykk i tarm, relater til Zn transport i Salmo salar féret med ulike niva av fett og Zn
(forspk 1), Intestinal Zn uptake: zip4; Intracellular Zn transportation: mta, mtb; Zn efflux: znt1, mtfl; Gjennomsnitt +
SD (n = 10); NGE: normalized gene expression; *: Signifikant forskjell fra 2h etter féring. Figur fra Fang et al. (2024).

| forsgk 2 ga lavere Zn-niva i dietten signifikant redusert postprandial mRNA-ekspresjon av
metallothionein (mta og mtb) (p < 0,05) (Figur 36). Postprandial timing pavirket ogsa signifikant
ekspresjonen av zip4, zntl og mtfl, med oppregulering av zip4 og nedregulering av zntl og mtfl ved
26 timer sammenlignet med 4 timer.
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Figur 36 Postprandialt genuttrykk i tarm, relater til Zn transport i Salmo salar féret med ulike niva av Zn og n-3 LC-
PUFA (forsgk 2); Intestinal Zn uptake: zip4, Intracellular Zn transportation: mta, mtb; Zn efflux: zntl, mtfl;
Gjennomsnitt £ SD (n = 9); NGE: normalized gene expression; *: Signifikant forskjell fra 4h etter foring. Figur fra

Fang et al. (2024).

Postprandialt genuttrykk relatert til lipidopptak og -transport

| forsgk 1 ble genekspresjon relatert til lipidopptak og -transport ikke pavirket av sinknivaene i dietten
(p > 0,05) (Figur 37). Interaksjonen mellom fettinnhold og tid pavirket imidlertid ekspresjonen av dgat1l,
mtp og cptl (p < 0,05). Gener relatert til TAG-opptak (cd36, fatp4) og fettsyreoksidasjon (cptl) ble

nedregulert ved 24 timer sammenlignet med 2 timer.
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Figur 37 Postprandialt genuttrykk i tarm av gener relater til lipid-opptak og -transport i Salmo salar gitt fér med ulike
nivd av fett og Zn (forsgk 1); Opptak av fettsyrer i tarm: cd36; opptak av kolesterol: npclli; intracelluleer
fettsyretransport: fatp4, fatp6, fabp2; re-esterifisering av TAG: mgat2, dgatl; dannelse av lipoproteiner: mtp, apob,
apoa4; fettsyre B-oxidation: cptl; Gjennomsnitt + SD (n = 10); NGE: normalized gene expression; *: Signifikant
forskjell fra 2h. Figur fra Fang et al. (2024).

| forsgk 2 ble genekspresjon relatert til lipidopptak og -transport heller ikke pavirket av Zn-nivaer
(p > 0,05) (Figur 38). Postprandial timing pavirket imidlertid signifikant de fleste av disse genene,
inkludert npc1l1, cd36, og mtp, som ble nedregulert ved 26 timer sammenlignet med 4 timer.
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Figur 38 Postprandialt genuttrykk i tarm av gener relater til lipid-opptak og -transport i Salmo salar gitt fér med ulike
niva av Zn og n-3 LC-PUFA (forsgk 2); Opptak av fettsyrer i tarm: cd36; opptak av kolesterol: npc1l1; intracellulaer
fettsyretransport: fatp4, fatp6, fabp2; re-esterifisering av TAG: mgat2, dgatl; dannelse av lipoproteiner: mtp, apob,
apoa4; fettsyre B-oxidation: cptl; Gjennomsnitt £+ SD (n = 9); NGE: normalized gene expression; *: Signifikant
forskjell fra 4h. Figur fra Fang et al. (2024).

@kt kunnskap om postprandial absorpsjonskinetikk av sink (Zn) og hvordan denne pavirkes av foéret kan
forbedre forstaelsen av Zn-tilgjengelighet fra féret. | motsetning til hva som er observert i regnbuegrret
og hybridstripet bass (Apines et al., 2003; Prabhu et al., 2014; Savolainen and Gatlin 11l, 2010), ble det
ikke observert en tydelig absorpsjonstopp i den postprandiale plasmaprofilen for Zn i vare forsgk.
Tidligere studier har vist at Zn-nivaer i plasma umiddelbart etter maltider kan gke kraftig nar dietten
inneholder sveert lave eller mangelfulle Zn-nivaer, noe som gir en synlig topp i plasmanivaene.

| forsgk 1 ble ikke mRNA-uttrykket relatert til tarmens Zn-opptak og -transport (zip4 og zntl) pavirket
selv om postprandiale plasmanivaer av Zn var korrelert med férniva av Zn. Dette kan skyldes passive
opptaksmekanismer i tarmen, som dominerer ved optimale eller hgye Zn-nivaer, mens aktive
opptaksmekanismer som ZIPs og ZnTs kun oppreguleres ved begrensede Zn-nivaer (Glover and
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Hogstrand, 2002; Prabhu et al., 2018). | tillegg til absorpsjon spiller andre metabolske prosesser, som
lagring og utskillelse, en viktig rolle i reguleringen av Zn-status i plasma (Hambidge, 2003).

| forsgk 2 (10-12 °C) pavirket ikke Zn i for de postprandiale Zn-nivaene i plasma, i motsetning til forsgk
1 (8-9 °C). Bkte vanntemperaturer kan gke mineralakkumulering i vev (Bervoets et al., 1996; He et al.,
2023), noe som kan forklare denne forskjellen. Hagyt Zn-niva i féret i forsgk 2 farte til hayere ekspresjon
av metallothionein (mta og mtb) i tarmen, noe som tyder pa at overskudds-Zn midlertidig ble lagret i
tarmen far transport til plasma. Disse resultatene understreker tarmens regulerende rolle i Zn-transport.

Lipidabsorpsjon skjer hovedsakelig i pylorusblindsekker og midttarm hos atlantisk laks (Denstadli et al.,
2004; Rasjg et al., 2000). | de naveerende forsgkene begynte plasma-TAG-nivaene & stige betydelig
ved 14 timer (forsgk 1) og 10 timer (forsgk 2), noe som indikerer tidspunktet hvor eksogene lipider
begynte & sirkulere i blodet. Selv om hepatisk VLDL-sekresjon kan bidra til plasma-TAG, er denne
andelen liten sammenlignet med lipider absorbert fra tarmen. Diettnivaer av Zn og n-3 LC-PUFA pavirket
ikke de postprandiale plasma-TAG-nivaene, noe som tyder p& at disse komponentene ikke hadde en
direkte effekt pa lipidabsorpsjonen. Imidlertid ble genekspresjon relatert til lipidopptak, som cd36 og
fatp4, nedregulert pa senere postprandiale tidspunkter, noe som reflekterer endringer i metabolske
behov etter et maltid.

Selv om studier i andre arter har vist at sink kan pavirke lipidmetabolismen (Koo et al., 1985; Lee et al.,
1986; Ma and Wang, 2023), observerte ikke vi noen direkte effekter av Zn pa genekspresjon relatert til
lipidopptak og -transport.

5.3.4 Oppsummering av hovedfunn A 3.4, Zn opptak i tarm og metabolisme

Denne studien undersgkte hvordan fornivaene av sink (Zn), fett og n-3 LC-PUFA pavirker postprandiale
plasmanivaer, samt tarmens opptak og transport av Zn og lipider hos laks. Resultatene viste at gkt Zn-
niva i foret gkte Zn-nivaet i plasma ved lavere temperaturer (8-9 °C), men ikke ved hayere temperaturer
(10-12 °C). Videre ble genuttrykk relatert til Zn-opptak og -transport pavirket av tid etter et maltid, men
ikke av fett- eller n-3 LC-PUFA-nivaer i foret. Tilsvarende pavirket ikke Zn-nivaene genuttrykk relatert til
lipidopptak og -transport. Disse funnene viser den komplekse reguleringen av Zn- og fettmetabolisme i
laks, hvor tarmen spiller en ngkkelrolle i & tilpasse absorpsjonsmekanismer til for og miljgfaktorer. For
a optimalisere forsammensetning ift opptak og retensjon av Zn, er det ngdvendig med videre studier
som undersgker samspillet mellom Zn, fett og andre neeringsstoffer.

5.4 Al.l1. Effekter av fettsyrer pa opptak av Zn i tarmepitelceller (RTgutGC)
(Ansvarlig HI)

Medforfattere: @ystein Seele og Gopika Radhakrishnan

5.4.1 Forsgksdesign

Effekten av interaksjoner mellom divalente ioner og fettsyrer p& opptak og transport av disse er
beskrevet i pattedyr (Biehler et al., 2011; Droke et al., 2003). Vi undersgkte hvordan mettet, enumettet
og flerumettet fett pavirket celluleert opptak og transport av Zn. Tarmepitelcellelinjen RTgutGC,
beskrevet av (Kawano et al, 2011) ble inkubert med Zn i kombinasjon med hver av de tre
fettsyrekategoriene. Intensjonen var a eksponere cellene for den radioaktive formen 65Zn for a spore
og kvantifisere cellenes apikale til basolaterale transport av Zn. Dessverre lot dette seg ikke gjare
innenfor budsjettrammene.

To forsgk ble satt opp for & evaluere effekten av fettsyretype pa celluleert opptak av Zn. Farst en
kvantitativ studie basert pa kjemisk maling av Zn2+ som ble transportert over et dyrket RTgutGC epitel.
Det andre forsgket var basert pa semikvantitativ visuell maling. Her ble cellene inkubert med Zn2+,

50



7

fettsyre og FluoZin AM (Invitrogen). FluoZin har hgy affinitet for Zn2+ uten a bli pavirket av Ca2+. Den
avgir 50 ganger sterkere fluorescens nar miljget, cytosol i dette tilfellet, er mettet med Zn2+.

For & kunne utfare disse forsgkene matte vi farst etablere cellenes toleransegrense for Zn2+. Fglgende
punkter ble utfart:

1. Bestemme celletetthet og eksponeringstid.

2. Dyrking av celler i Leibovitz' L-15 komplett medium (21083027, Gibco Thermofisher), supplert
med 10 % fosterbovint serum (F7524, Sigma Aldrich) og 1 % antibiotika-antimykotisk lgsning
(A5955, Sigma Aldrich), vedlikeholdt ved 19 °C under normal atmosfaere, og eksponering for
sink i ulike konsentrasjoner.

3. Dyrking av celler i ferskvannsbasert medium for a unnga interaksjoner mellom aminosyrer og
sink, vedlikeholdt ved 19 °C under normal atmosfeere, og eksponering for sink i ulike
konsentrasjoner.

4. Dyrking av celler farst i Leibovitz' L-15 komplett medium, fulgt av dyrking i forberedt medium
med eksponering for sink i ulike konsentrasjoner.

Optimalisering av sinkopptak

1. Testing av cellenes integritet p& membraninnsatser ved bruk av TEER-malinger.

2. Bestemme konsentrasjonen av sink som kreves for palitelige data.

3. Testing av den tidsavhengige funksjonen til sink for & fastsette varigheten av eksperimentet pa
membraninnsatser.

4. Metoder for & isolere celler fra membranen pa innsatsene.

Optimalisering av visualisering av sink

1. Testing av sinkkonsentrasjoner pa mikroskal.

2. Testing av konsentrasjonen av sinkprober.

3. Bestemme varigheten ngdvendig for at sink skal binde seg vellykket.

5.4.2 Metodikk
Rutinemessig RTgutGC cellekultur

Den intestinale epitelcellelinjen fra regnbuegrret (RTgutGC) ble anskaffet fra det sveitsiske fgderale
instituttet for akvatisk vitenskap og teknologi (Eawag), Sveits, giennom en materialoverfgringsavtale.
RTgutGC-celler ble rutinemessig dyrket i henhold til metodene beskrevet av (Kawano et al., 2011). Kort
fortalt ble cellene dyrket i en 75 cm? kulturkolbe med Leibovitz’ L-15 komplett medium (21083027, Gibco
ThermoFisher), supplert med 10 % fgtalt bovint serum (F7524, Sigma Aldrich) og 1 % antibiotika-
antimykotisk lgsning (A5955, Sigma Aldrich), vedlikeholdt ved 19 °C under normal atmosfzere. Etter &
ha nadd konfluens pa 7-10 dager, ble cellene subkulturert for rutinemessig vedlikehold i henhold til
metoden beskrevet av Kawano et al. (2011) eller hgstet for bruk i eksperimenter.

Bestemmelse av celletetthet og eksponeringstid

| denne studien valgte vi celler i omradet 5000, 10000, 15000, 20000, 25000, 30000, 40000 og 50000:
fra "a" til "h" i triplikater fylt fra 1-3 i en xCELLigence-plate over en periode pa 146 timer. xCELLigence-
maskinen ma oppbevares i en 19 °C-inkubator i minst 24 timer far eksperimentet starter. Etter 24 timer
plasseres xCELLigence-platen, som inneholder 100 uL medium, inni maskinen for & oppna likevekt far
cellene med den definerte tettheten som kreves for eksperimentet tilsettes.

Optimalisering av medier

Leibovitz' L-15 komplett medium. (21083027, Gibco Thermofisher), supplementert med 10 % fetal
bovine serum (F7524, Sigma Aldrich) og 1% Antibiotisk Antimycotic Lgsning (A5955, Sigma Aldrich).
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Figur 39 Cellevekst med Leibovitz' L-15 medium: 15 000 celler/uL etter 48 timer

Tabell 12 Forberedt medium med definerte ioniske sammensetninger

Element Molar mass (g) lonic composition (mM) Reported before (Prabhu
et al., 2018)

Ca 40 6,25 53mM
Mg 24,31 38,66 32,5 mM
K 39,098 9,21 8,6 mM
Na 22,989 182,71 157,0mM
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Figur 40 Celleindex med forberedt medium: 15 000 celler/uL etter1,5 timers eksponering
Toksisitetstest ved bruk av XCELLigence-systemet

Toksisitetseffektene av sink pd RTgutGC ble utfart i henhold til metodene beskrevet av (Rolfs et al.,
2002). Kort fortalt ble E96 xCELLigence-platen forberedt ved a tilsette 100 pL kulturmedium i hver brann
og inkubere i xCELLigence i 30 minutter med bakgrunnskorrigering. Cellene ble sadd med en tetthet pa
15 000 celler/brgnn i 100 pL kulturmedium. Celleadhesjon og proliferasjon ble overvaket hvert 15. minutt
av XCELLigence-systemet. Cirka 48 timer etter saing, nar cellene var i logaritmisk vekstfase, ble de
eksponert for 100 uL medium som inneholdt BSA-konjugert FA 200 uM (HA, OA eller DHA) med sink i
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konsentrasjoner pa 25-800 pM (n=4), og eksperimentene ble viderefart i ytterligere 48 timer. Kontroller
mottok kun medium.

Forberedelse av sink

For & lage en 5000 pM sink stocklgsning tilsettes 14,38 mg sink i 10 ml vann, og deretter lages ulike
konsentrasjoner (25 uM — 200 pM — 800 puM).

1. Tilsett 14,378 mg sinksulfat i 10 ml medium (forberedt medium) og lgs det ordentlig opp i et
15 mL rer.

2. Overfgr volumene i henhold til de angitte konsentrasjonene.

3. Ta en 96-brgnns forberedelsesplate og tilsett 200 pL av lgsningene med forskjellige
konsentrasjoner.

4. Fradenne forberedelsesplaten, ta 100 pL og tilsett det i XCELLigence-platen med celler som er
plassert inne i maskinen.

Merk: Hvis cellene dyrkes i det samme mediet, fglg samme prosedyre. Hvis de farst dyrkes i vanlig
cellemedium og deretter byttes til det nye mediet, fglg disse trinnene:

¢ Fjern det komplette mediet med en pipette (sjekk om det skal brukes suksjon eller vanlig pipette).
e Vask med PBS (to ganger).
e Tilsett 200 pL av det nye mediet fra forberedelsesplaten som inneholder kontaminantene (sink).

Forberedelse av FA-BSA-komplekser

De fettsyrene heksansyre (HA, 153745, Sigma-Alsrich), oljesyre (OA, 01008, Merck) eller arakidonsyre
(ARA, 10931, Merck) ble konjugert med fettsyrefritt bovint serumalbumin (BSA, A6003, Sigma Aldrich)
i henhold til metoden beskrevet av (Ngstbakken et al., 2012).

Kort fortalt ble en passende mengde FA veid i en mark glassbeholder for & oppna en konsentrasjon pa
3,46 mM, og 0,04 ml kloroform per mg FA ble tilsatt for & lgse opp fettsyrene fullstendig. Etter at
kloroformen ble fordampet under en N,-strgm, ble reststoffet opplgst i 0,124 M KOH i et forhold pa 1:3
og vortexet kontinuerlig i 10 minutter.

Fettsyrefritt BSA (1,5 mM), opplgst i serumfritt kulturmedium (Leibovitz' L-15), ble tilsatt i et molarforhold
pa 2,5:1 til FA og ble kontinuerlig omrgrt i et vannbad i 45 minutter ved 37 °C. Den endelige
konsentrasjonen av FA var 3,46 mM, og lgsningen ble filtersterilisert og lagret ved -20 °C til bruk.

Celledyrking pa permeable membraner

RTgutGC-celler fra rutinemessige kulturkolber ble trypsinert, talt og s&dd med en tetthet pa 75 000
celler/cm? i det apikale kammeret i 6 brgnner med kommersielt tilgjengelige permeable transwell-
membraninnsatser (ThinCert® cellekulturinnsatser, porestgrrelse = 0,4 ym; polyetylentereftalat [PET]
fra Greiner Bio-One, Tyskland), i henhold til tidligere beskrivelse (Geppert et al., 2016; Minghetti et al.,
2017). De apikale og basolaterale kamrene ble fylt med henholdsvis 2 ml og 3 ml komplett L-15
kulturmedium, og kulturmediet i begge kamrene ble skiftet hver tredje dag. Cellene ble dyrket i 18—20
dager ved 19 °C far eksperimentene.

Den transepiteliale elektriske motstanden (TEER) ble malt for & vurdere tettheten av cellemonolagene
ved hjelp av en epitelial volt-ohm-maler (EVOM) med doble "chopstick"-elektroder (World Precision
Instruments, New Haven, CT). TEER-verdiene ble beregnet i henhold til metoden beskrevet av Geppert
et al. (2016).
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Bestemmelse av totalt sink ved ICP-MS

For bestemmelse av totalt Zn ble celleekstraktene nedbrutt ved hjelp av mikrobglgeassistert
syrefordayelse basert pa prosedyren beskrevet av (Julshamn et al., 2007). Celleekstraktene fra de
apikale og basolaterale kamrene ble fordgyd med 2,0 mL HNO; (69 % w/w) og 0,5 mL H,0 (30 % w/w)
i en Milestone-MLS-1200 mikrobglgeovn (Milestone Inc., Shelton, CT, USA). De fordgyde pragvene ble
deretter fortynnet til 25 mL med Milli-Q® vann.

Bestemmelsen av totalt Zn ble utfart ved hjelp av ICP-MS (iCapQ ICP-MS, Thermo Scientific, Waltham,
USA) utstyrt med en autosampler (FAST SC-4Q DX, Elemental Scientific, Omaha, USA). Prgvene ble
analysert i tilfeldig rekkefglge. Data ble samlet inn og behandlet ved hjelp av Qtegra ICP-MS-
programvaren (Thermo Scientific, versjon 2.1, 2013). For kvantitativ bestemmelse av totalt Zn ble en
ekstern kalibreringskurve (10 til 500 ng mL™) brukt, og to sertifiserte referansematerialer ble inkludert
for & vurdere metodens ngyaktighet: hummer-hepatopankreas (TORT-3; National Research Council
Canada, Ottawa, Ontario, Canada) og gstersvev (SMR 1566b; National Institute of Standards and
Technology, Gaithersburg, USA). De oppnadde verdiene var i samsvar med de sertifiserte verdiene.
Den validerte rekkevidden for Zn-bestemmelse er fra 0,5 til 1400 mg kg™ (DW).

Visualisering av intracellulaert sink

RTgutGC-celler ble sadd i p-slide 8-brgnnsplater med et kammerdekket objektglass (Ibidi GmbH,
80826) med en tetthet pa 1,5 x 10° celler/ml og inkubert ved 19 °C i 48 timer fgr FA-Zn-behandling.
Deretter ble cellene vasket to ganger med PBS og inkubert med 200 uM fettsyrer (HA, OA eller DHA)
konjugert med BSA i 16 timer ved 19 °C. BSA i serumfritt cellekulturmedium uten fettsyrer ble brukt som
kontroll.

Kort fortalt ble en 2 mM FluoZin-3 AM DMSO-stamopplgsning fortynnet til en endelig konsentrasjon pa
3 uM i fosfatfri HBSS-buffer. Fosfatfri HBSS-buffer ble brukt for & unngé utfelling av Zn2* ved
tilstedeveerelse av fosfat. RTgutGC-cellene ble vasket med fosfatfri HBSS og deretter inkubert med
Fluozin-3 AM/fosfatfri HBSS i 1 time ved 19 °C, etterfulgt av en 30-minutters vask i fosfatfri HBSS-buffer
ved 19 °C. Bildeopptak ble utfgrt umiddelbart etter vask. Visualisering av sink ble oppnadd ved hjelp av
et Ti-E invertert mikroskop (Nikon, Japan) med et CFl Super Plan Fluor ELWD ADM 20X C PH-1
objektiv, numerisk apertur 0,45 (Nikon, Japan), og en C2+ konfokal skanner (Nikon, Japan). Bilder ble
tatt opp ved bruk av NIS Elements AR v.4.51 (Nikon, Tokyo, Japan).

5.4.3 Resultat og diskusjon Al.1.Celle-viabilitet og permeabilitet, Zn opptak i celler

Sink-viabilitetstest

Sink (Zn) viabilitetstesten ble utfgrt i RTgutGC-celler eksponert for tre forskjellige
mediesammensetninger (Figur 41). Cellene ble eksponert for Zn i omradet 25-800 UM dyrket i forberedt
ferskvannsmedium (FW) (Figur 41A), i komplett L-15-medium supplert med 10 % fgtalt bovint serum og
1 % antibiotika-antimykotisk lgsning (Figur 41B), samt 25—200 puM for celler som opprinnelig ble dyrket
i komplett L-15-medium og deretter eksponert for Zn i forberedt ferskvannsmedium. Styrken av
celleadhesjon er representert som Cell Index (Cl), som er en enhetslgs maling. Celleindeksen til cellene,
som startet med 15 000 celler per brgnn, gkte etter hvert som celletallet gkte. Cl ble normalisert ved
tidspunktet far Zn ble tilsatt.

Generelt reduserte RTgutGC-cellene den metabolske aktiviteten pd en doseavhengig mate ved gkende
konsentrasjoner av Zn (25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 400, 600 og 800 uM) (Figur 41). Det var en
signifikant reduksjon i celleindeksen for celler eksponert for hgyere konsentrasjoner (P<0,05), men
responsene varierte mellom de forskjellige eksponeringsmediene.
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For eksempel, i Figur 41A falt den metabolske aktiviteten til cellene eksponert for Zn i komplett medium
signifikant ved konsentrasjoner over 50 uM og forble lik p& hayere doser av Zn (100-800 puM). | Figur
41B reduserte den metabolske aktiviteten til cellene betydelig ved konsentrasjoner over 25 uM og
fortsatte & synke ved hgyere konsentrasjoner (50-800 uM). | Figur 41C, hvor cellene opprinnelig ble
dyrket i komplett medium og deretter eksponert for Zn i forberedt ferskvannsmedium, fortsatte cellene
a vokse opp til 75 pM, etterfulgt av en betydelig reduksjon i celleviabilitet ved eksponering for hgyere
doser av Zn (100-200 pM). Basert p& alle malingene av celleviabilitet for de forskjellige Zn-
konsentrasjonene i de ulike mediene, ble 25 uM valgt for de fglgende fettsyre-eksperimentene (FA).

Normalized cell index of RTgutGC cells exposed to zinc grown in normal media
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Figur 41 Normalisert celleindeks for RTgutGC-celler eksponert for Zn. @verste panel (A): Eksponering for sink med
celler dyrket kun i normalt medium og eksponert for sink. Mellomste panel (B): Eksponering for sink med celler
dyrket i forberedt medium og eksponert for sink. Nederste panel (C): Eksponering for sink med celler dyrket i normalt
medium, etterfulgt av forberedt medium, og eksponert for sink.
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Cellepermeabilitet

Sink-FA-transport TEER-verdiene (transepithelial electrical resistance) gkte og stabiliserte seg pa et
gjennomsnitt pa 20 Q cm? etter 18-20 dager med kultur, med signifikante forskjeller observert over tid
(Figur 42). TEER-verdiene nadde et stabilt plata etter omtrent 10-12 dager og forble stabile.
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Figur 42 Transepithelial elektrisk motstand (TEER) av RTgutGC-celler. Cellene ble sadd med en tetthet pa 75
000 celler/cm? pa transwell-membraninnsatser (0,4 um porestgrrelse) og dyrket i opptil 18 dager.

Zn-konsentrasjonene ble analysert i ulike fettsyrebehandlinger (FA): dokosaheksaensyre (DHA),
heksansyre (HA) og oljesyre (OA) ved fire tidspunkter (30, 90, 240 og 960 minutter) i bade apikale og
basolaterale rom for & studere Zn-opptaket i RTgutGC-cellene. En konsentrasjon p& 200 uM ble valgt
for alle fettsyrebehandlinger basert pa tidligere studier.

Dataene er presentert som boksplott, som viser Zn-fordelingen (mg/kg) under hver betingelse. Zn-
konsentrasjonen i det apikale rommet var signifikant hgyere (P<0,05) pa tvers av alle
fettsyrebehandlinger og lavere i de basolaterale Zn-nivaene ved eksponering mellom 30-240 minutter,
noe som indikerer minimal Zn-translokasjon pa disse tidspunktene (Figur 43).

Etter 960 minutter (16 timer) naermet imidlertid konsentrasjonen av Zn i begge rom seg nesten likevekt.
Dette indikerer at et tidsrom mellom 30—-240 minutter kan veere et bedre vindu for & forstd Zn-opptaket i
RTgutGC-cellene.En merkbar forskjell dukket opp i basolaterale Zn-konsentrasjoner, spesielt for DHA-
og HA-behandlingene ved 240 minutter, som viste en liten gkning sammenlignet med tidligere
tidspunkter (~0,35 mg/kg for DHA, ~0,30 mg/kg for HA). De apikale Zn-nivaene forble hgye (0,92-0,93
mg/kg) for DHA og OA, med en liten nedgang i HA (~0,82 mg/kg).
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Figur 43 Zn nivd i serum pa den apikale siden og den basolaterale siden av RTgutGC dyrket pd
«transbrgannmembrane inserts» eksponert for forskjellige fettsyrer (DHA, HA, eller OA) i 30, 90 og 240 min.

Maling av fluorescensintensiteter av Zn pa tvers av fettsyrebehandlinger

Bildeanalysen ble utfart ved hjelp av ImageJ. Enkeltcelleanalyser ble utfgrt som beskrevet av Han et
al., (2018). Kort fortalt ble 13 celler tilfeldig valgt, og hver celle ble definert som et individuelt
interesseomrade (ROI).

Bakgrunnsfluorescens ble beregnet ved & gjennomsnittlig signalintensitetene til et omrade uten celler.
Fluorescensintensiteten til FluoZin-3 for hver ROI ble beregnet ved & trekke fra bakgrunnsfluorescensen
fra de rd gjennomsnittlige fluorescensintensitetene for hver kanal.

FluoZzin-3-fluorescensintensitet har blitt mye brukt for & estimere intracellulzere Zn-nivaer. Det bar ogsa
bemerkes at fluorescenssignalet (F) ikke bare avhenger av Zn-nivaet, men ogsa av mengden fargestoff
til stede i en celle eller i et organelle.

Fra Figur 44 kan det tolkes at Zn eksponert med DHA etter 60 minutter hadde signifikant hgyere
(P<0,05) Zn-opptak i cellene sammenlignet med HA. Effekten av DHA var nesten tre ganger hgyere
enn kontrollen (kun Zn), mens OA hadde en moderat effekt, og HA viste ingen signifikant forskjell fra Zn
alene (P>0,05). Disse resultatene tyder pa at DHA kan spille en unik rolle i Zn-absorpsjon eller cellulzert
opptak. Videre studier vil inkludere mer presise beregninger av Zn-nivder ved & normalisere
hviletilstanden av fluorescens til apo-tilstanden av fluorescens etter behandling med TPA (F/Fmin), hvor
Fmin gir en Zn-uavhengig indikator p4 mengden fargestoff i hver celle (Han et al., 2018).
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Figur 44 Venstre panel: RTgutGC eksponert for Zn med 3 uM FluoZin-3 i fosfatfri HBSS-buffer, alene, med HA, OA
eller DHA. Hayre panel: Intensiteten av fluorescensen malt i cellene i de fire behandlingene. Jo mer Zn i cellene jo
sterkere fluorescens.

5.4.4 Hovedfunn Al.1. Zn opptak i tarmceller og effekt av DHA

Her viser vi at det er mulig & méale opptak og transport av Zn med begge metodene brukt i denne studien.
RTgutGC dyrket pA membran transporterer Zn gjennom cellene til det basolaterale miljget. Det vil
derimot oppsta likevekt mellom det apikale miljget og det basolaterale etter ca. 16 timer. Vare resultater
viser at transporten er mest dynamisk mellom 30 og 90 min. eksponeringstid. Ved malinger basert pa
fluorescens markar som reagerer med Zn i cytocol, har vi gode resultater med eksponeringstid pa helt
opp til 16 timer.

Begge metodene viser samme trend; DHA gker opptak og transport av Zn i forhold til kontroll,
det ser ogsa ut til at den enumettede fettsyren oljesyre ogsa har en positiv effekt pa Zn opptak
og transport i RTgutGC i forhold til kontroll og den korte heksansyren.

Disse resultatene er basert pa fa malinger, og ma derfor repeteres for & bekrefte resultatene. Pa den
annen side sa gir uavhengige forsgk med forskjellig male metode samme trend, hvilket gker styrken av
resultatene.

5.5 Al.4. Behov for EPA til post smolt i gjennomstremmingsanlegg (FT)
sammenlignet resirkuleringsanlegg (RAS) (Nofima ansvarlig, samarbeid
med GU, HI)

Medforfattere: Bente Ruyter, Nini Sissener, Kiran Subash, Marta Bou, André Meriak, Anne Marie
Langseter og Gerd Berge
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o Nofima

Formal:

Gjennomfgre féringsforsgk i to produksjonssystemer, henholdsvis gjennomstrgmming (FT) og

resirkulering (RAS) for & gke kunnskapen om hvordan produksjonssystem og forhgyet nivd av
eikosapentaensyre (EPA) i dietten vil pavirke ytelse og helse til post-smolt.

| et tidligere FHF prosjekt #901265 viste analyser fra kommersielle anlegg en trend til at nivd av EPA
var ulikt i barrierevev til post-smolt i RAS sammenlignet med FT. Derfor er derfor viktig & undersgke om
laksen har ulikt behov for EPA i RAS sammenlignet med FT.

5.5.1 Forsgksdesign

Foringsforsgket startet opp 9. august 2022. Det ble benyttet 600 post-smolt (ER-4-21). 50 forsgksfisk
med en gjennomsnittlig startvekt pa 101 g ble jevnt fordelt pd 6 FT kar og 6 RAS kar med samme
vannvolum (500 [), 3 kar per diettgruppe. Forsaksfisk i bade RAS- og FT-kar ble féret de samme to
diettene, enten en kontrolldiett med tilneermet kommersielt niva av EPA (Ktr) eller en diett med hayere
niva av EPA (EPA+) i 76 dager under kontinuerlig lys fram til forsgksavslutning 24.-25. oktober.
Vannkvalitetsparametere, foéringsregime, lysregime og fysisk-kjemiske parametere ble tilstrebet holdt
mest mulig identisk mellom de to systemene (Tabell 13). RAS hadde en vannutvekslingshastighet pa
22 % per dag (175 ml/minutt), noe som medfgrte god vannkvalitet og en relativ moderat gkning i NO2 i
RAS gjennom forsgket (Figur 45).

Tabell 13 Gjennomsnittlige vannkvalitetsparametere, temperatur, oksygeninnhold, salinitet, Ph, og
nitrogenforbindelser giennom forsgksperioden for de to systemene RAS og FT

RAS FT
Temperatur (°C) 12,3 (11,9-12,6) 12,0 (11,0 - 13,0)
Oksygen (%) 87,5 (78,5 - 97,0) 87,3 (78,4 - 94,0)
Salinitet (%o) 33,0 (32,4 - 33,5) 32,9 (32,4 - 33,5)
pH 7,7 (7,4 - 8,0)
TAN (NH3) (ppm) 0,50 (0,43 - 0,59)
NO2-N (ppm) 0,29 (0,05 - 0,30)

NO,-N (ppm) i RAS
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Figur 45 Gjennomsnittlig gkning i NO2 nivaet (ppm) i vann for tre forsokskar i diettgruppene Ktr og EPA+ gjennom
hele forsgksperioden i RAS
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Férsammensetning

De to forsgksférene med pelletstarrelse pa 3,5 mm, ble produsert ved Nofimas férteknologisenter i
Bergen (Tabell 14-Tabell 15). Kontrollforet hadde et EPA-innhold pa 9,73 mg EPA/g fér og EPA+ foret
hadde et EPA-innhold pa 14,55 mg EPA/g for. Férene var iso-energetiske og inneholdt 46 % protein,
25 % fett, 6,9 % stivelse, 8,2 % aske og 6,5 % vann med et energiinnhold pa 22,1 MJ/Kg. 100 mg/kg
yttriumoksid (Y203) ble tilsatt bdde Kir og EPA+ diettene som en markar for fordgyelighetsestimering
av mineraler. Det ble benyttet automatiske bandmatere med en foringsfrekvens hvert 15. minutt.
Mengden fér som ble gitt var i henhold til féringstabeller og forventet veksthastighet og justert i henhold

til observert appetitt.

Tabell 14 Férsammensetning

Ktr

EPA+

Formulering (%)

Fiskemel

Soya SPC >62 %
Hvetegluten

Hvete

Fiskeolje 19/21, (coating)
Fiskeolje 19/21
EpaxEPA6015 (coating)
Rapsolje

Rapsolje (coating)
Lecithin, (raps)
Mono-calcium Phosphate (MCP)
Vitamin premix

Carop, Pink (10 % astax)
Yttrium oxide

L-Lys (79 %)
L-Threonine
L-Methionine

L-Histidine

Kjemisk sammensetning
Vann (%)

Protein - (%)

Fett - (%)

Aske (%)

Energi (Mj/Kg)

Mineraler

Fosfor - total (%)
Calcium (%)

Zinc total, mg/kg

30,0
17,0
15,00
11,8

0,54

2,29
10,48
0,5
2,5
0,5
0,05
0,01
0,35
0,2
0,04
0,25

6,5
46,0
24,0

8,2
22,1

1,01
0,73
180

30,0
17,0
15,00
11,8
4,8
0,54
1,46
2,29
11,74
0,5
2,5
0,5
0,05
0,01
0,35
0,2
0,04
0,25

6,5
46,0
25,0

8,2
22,1

1,01
0,73
120
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Tabell 15 Analysert kiemisk sammensetning og % EPA og DHA av totale fettsyrer av férene

Ktr EPA+
Tarrstoff (%) 93,3 92,5
Aske (%) 7,9 7.9
Protein (%) 46,4 45,8
Fett% (Folch) 26,7 27,9
Energi (MJ/kg) 22,7 22,3
% av totale fettsyrer
EPA 3,8 54
DHA 4,3 3,6
EPA+DHA 8,2 9,0
Tabell 16 Fettsyresammensetning av férene(mg/g)
Fettsyrer Ktr EPA +
14:0 8,2 53
16:0 254 20,8
18:0 51 4,6
20:0 0,9 1.0
ZSFA! 41,1 33,2
16:1 n-7 5,7 3,6
18:1 n-9 81,1 97,3
18:1 n-7 5,9 6,0
20:1 n-9 11,1 9,8
22:1n-11 13,9 11,4
ZMUFA? 122,4 132,5
18:2 n-6 33,4 40,8
18:3 n-6 0,1 0,3
20:2 n-6 0,4 0,3
20:4 n-6 0,5 0,8
Zn-6 34,4 42,1
18:3n-3 10,0 12,2
20:4 n-3 0,9 0,8
20:5n-3 9,7 14,5
22:5n-3 1,0 0,8
22:6 n-3 11,1 9,8
In-3 32,7 38,1
ZPUFA3 67,1 80,2
EPA+DHA 20,8 24,4
n-3/n-6 0,95 0,9
Others* 7,89 6,02

13 SFA inkluderer 15:0, 17:0, 22:0.

23 MUFA inkluderer 14:1n-5, 15:1,17:1n-7, 22:1n-7, 22:1n-9, 24:1n-9, 24:1n-9
3% PUFA er summen av Z n-6 og Z n-3.

4% Others ikke identifisert.



5.5.2 Metodikk

Ved avslutning av forsgket ble all forsgksfisk avlivet med en overdose av Finquel (1000 mg/g,
Nederland). Det ble tatt vevsprgver av lever, hjerte, tarm, gjeller og NQC av 10 fisk per kar. Lever og
hjerte ble veid for & beregne hepatosomatisk indeks (HSI) og kardiosomatisk indeks (CSI). Vevsprgver
ble frosset pa flytende nitrogen og ogsa fordelt pA RNA later.

Det ble tatt sampleprgve av faeces fra de resterende fiskene per kar ved a stryke fisken som beskrevet
av Austreng, E. (1978). Samleprgver fra hvert kar ble frosset og lagret ved -20 °C. prgvene ble
frysetarket fgr analyse.

Formler:

Kondisjonsfaktor (K-faktor) = XLoRRSvekt &)

Lengde (cm)3 X100

Leverindeks (hepatosomatisk indeks, HSI) = ervekt &

Rundvekt (g)
Hjertevekt (g)

Rundvekt (g)

x 100

Hjerteindeks (kardiosomatisk indeks, CSI) = x 100

1
Spesifikk vekstrate (SGR) = [(%)d -1
1

x 100

3 _3
Vekstfaktor (termisk vekstkoeffisient, TGC) = (W) x 1000

W2 er vekten pa fisken ved slutten av forsgket (g), W1 er vekten pa fisken i begynnelsen av forsgket
(9), d er totalt antall dager, T er gjennomsnittstemperatur (0C)

Beregning av fordgyelighetskoeffisient (ADC):

ADC (%) =(100 [(M_fér x N_faeces)/(M_faeces x N_for)]) x100

M-foér — Konsentrasjon av markar (Y203) i féret i mg/kg, M-faeces — Konsentrasjon av markgr (Y203) i
avfgringen i mg/kg, N-fér — Konsentrasjon av naeringsstoff (mineral) i foret i mg/kg, M-feces —
Konsentrasjon av naeringsstoff (mineral) i avfgringen i mg/kg.

Analyser

Fett, fettsyrer og lipidklasser ble analysert som beskrevet i Bou et al.,2017. Mineralanalyse av
faeces ble ble utfart av Biolab, Nofima, Bergen. Nivdene av P, Mg, Zn og Ca ble bestemt ved bruk av
induktivt koblet plasmaoptisk emisjonsspektroskopi (ICP-OES) (Agilent 5110 VDV, Agilent
Technologies, Mulgrave, Australia). ICP-OES-elementbestemmelsesbetingelsene var i samsvar med
NS:EN 15621:2017-metoden tilpasset OES. Et eksternt laboratorium (Eurofins, Molde, Norge)
undersgkte seleninnholdet i alle pravene. Genuttrykk ble analysert som beskrevet Lutfi et al., 2022.
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Tabell 17 Oversikt over genbanknumre og primersekvenser

Gene Accession no. Direction Primer sequence 5'—3'

efla AF321836 Forward CACCACCGGCCATCTGATCTACAA

Reverse TCAGCAGCCTCCTTCTCGAACTTC
rpol2 CA049789 Forward TAACGCCTGCCTCTTCACGTTGA
Reverse ATGAGGGACCTTGTAGCCAGCAA
eif-3 DW542195 Forward CAGGATGTTGTTGCTGGATGGG
Reverse ACCCAACTGGGCAGGTCAAGA
LPCAT NM_001141753 Forward TCGGACTGGTTTTGGCTCTC
Reverse CGCTGCAACTATTTGGCGTT
AGPAT3 NM_001140138 Forward CTTCCAGAACAAGGTCTGTGGT
Reverse TATGGTGCATTCTGTCCCCG
GPAT3 NM_001141489 Forward CTCGCTAAGACAACGAAGAGGT
Reverse CAGAGAGGTCTGTCATGCACT
AGPAT4 NM_001141264 Forward AGAAAGGCCTGCCTAAACTCA
Reverse ATGTGTAGCATTTTGTCATTCTGGA
GPAT4 NM_001140176 Forward GCTGCTATGCAATGGTTGGG
Reverse AGACTCGAGCGGACTGACTT
chk DY706802 Forward CTCAAGTTTGCCCGTCTGAT
Reverse CACAGGGGAATGAGTGGAGT
slc44a2 NM_001140367 Forward TCGTCATCATTTTGCTGCTC
Reverse AGGCGATGACAATGGATAGG
pemt XM_014158251 Forward GTTGCTGTCATCGCCATCAT
Reverse GAGGAGGATGATGAGGGTGC

Histologi av skinn ble analysert med Aiforia (Nofimas digitale histopatologiske analyseplattform), og en
algoritme utviklet for a evaluere skinnkvalitet 47.

Statistikk: Kar ble brukt som eksperimentell enhet. En toveis variansanalyse (toveis ANOVA) ble brukt
for & teste effekten av produksjonssystem (RAS vs FT) og diett pa produksjonsparametere,
fordayelighet av mineraler, total fettsyresammensetning og fettinnhold, relative nivaer og forhold mellom
PL-klasser, fettsyresammensetning av fosfolipidklasser og relativt genuttrykk. Forskjellen ble ansett som
signifikant ved P<0,05. P-verdier ble inkludert og tolket som trender nar de faller mellom 0,05 og 0,10.
Disse statistiske analysene ble utfgrt ved hjelp av programvaren SAS (SAS institute Inc., Cary, NC,

1989-2007).

5.53 Resultat og diskusjon Al.4, RAS/FT: Vekst, fettsyresammensetning, stress,
barrierevev, helsemarkgrer

Vekst

Tabell 18 viser at laksen i gjennomstrammingssystemet (FT) hadde signifikant hgyere tilvekst gjennom
forsgksperioden sammenlignet med laksen i resirkuleringsanlegget (RAS). Dette resulterte i hgyere
sluttvekt og kondisjonsfaktor for FT-gruppen. Det ble ikke observert noen signifikante effekter av
forsammensetningen pa tilvekst eller organindekser.
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Tabell 18 Tilvekst og organindekser til Atlantisk laks foret henholdsvis kontrollfér Ktr og okt nivd av EPA (EPA+) i
RAS og FT i RAS, toveis ANOVA er benyttet til & teste for signifikante forskjeller mellom gruppene (n=3). Standard
error means (SEM) er representert som pooled S.E.M., P <,05 er signifikant.

Toveis ANOVA

P-verdier
Ktr EPA+ Ktr EPA+ Pooled Modell System Diett Interaksjon
' S.EM FTIRAS Ktr/EPA+

Startvekt (g) 101,0 101,0 101,0 101,0 0,0 0,97 0,74 0,74 1,00
Sluttvekt (g) 406,6 400,9 4359 439,0 2,98 <,0001 <,0001 0,68 0,18
SGR 1,85 1,83 1,92 1,93 0,01 0,89  0,0004 <,0001 0,57 0,23
TGC 3,00 297 3,17 3,19 0,02 0,91 0,0002 <,0001 0,51 0,17
K-faktor 1,4 14 1,4 1,5 0,01 0,003 0,0006 0,18 0,28
Hepatosomatisk 1,1 1,1 1,2 1,2 0,04 0,24 0,06 0,54 0,89
index

(HSI)

Hjerte index 0,15 0,14 0,15 0,15 0,01 0,07 0,89 0,8 0,61 0,63

Fordgyelighet av mineraler og niva av stressmarkgrer i faeces

Tabell 19 viser en Zn-fordgyelighet pa ca. 22 % og en P-fordgyelighet pa ca. 46 % i begge diettgrupper.
Det var ingen signifikant effekt av produksjonssystem pa fordgyelighet av Zn og P.

Tabell 19 Fordayelighetskoeffisient for mikronaeringsstoffene fosfor (P) og sink (Zn) i de to produksjons-systemene,
RAS og FT, etter féring med Ktr og EPA+-diett. Toveis ANOVA er benyttet for a teste for signifikante forskjeller
mellom gruppene (n=3). Gjennomsnittsverdier i prosent og pooled S.E.M. P <,05 = signifikant.

RAS FT Toveis ANOVA
P-verdier
Ktr EPA+ Ktr EPA+ Pooled Modell System Diett Interaksjon
S.EM (FTIRAS) (Ktrl EPA+)
P (%) 44,9 46,2 46,0 46,3 2,56 0,91 0,70 0,63 0,74
Zn 21,5 20,0 23,5 21,2 2,57 0,45 0,31 0,24 0,79

(%)

Figur 46 viser konsentrasjon av stressmarkgrene kortisol, 5B-hydrokortisol, og kortison i faeces. Det var
ingen effekt av diett pa disse stressmarkgrene, men alle tre stressmarkegrer var signifikant hgyere i RAS
enn FT.
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Kortisol: RAS = FT (p=0,0009)
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Figur 46 Konsentrasjon av stressmarkarene cortisol, 58-hydrocortisol, og kortison i faeces fra diettgruppene Ktr og
EPA+. Toveis ANOVA er benyttet for & teste for signifikante forskjeller mellom gruppene (n=3).
Gjennomsnittsverdier ng/ml +S.E.M. P <,05 regnes som signifikant.

Fett og fettsyresammensetning av muskel

Tabell 20 viser den totale fettsyresammensetningen i norsk kvalitetssnitt av muskel (NQC).
Fettsyresammensetningen av muskel var ikke pavirket av produksjonssystem, men reflekterte i stor
grad sammensetningen av forsgksforene. Hovedforskjellen var signifikant hgyere nivder av EPA og
DPA i de to EPA+ diettgruppene.
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Tabell 20 Totale fettsyrer i NQC (% av TFA) til laks i de to diettgruppene Ktr og EPA+ holdt i to produksjonssystem
RAS og FT. Resultatene er vist som gjennomsnittsverdier per kar (n=3) og standard error of mean (S.E.M). Toveis
ANOVA er benyttet for a teste for signifikante forskjeller mellom gruppene (n=3). P <,05 regnes som signifikant.

RAS RAS FT FT P-verdi P-verdi P-verdi P-verdi

Ktr S.E.M EPA+ S.EEIMM Ktr S.E.M EPA+ S.EIM Modell System Diett Interaksjon
Fett% 83 021 83 006 83 012 94 0,74 0,22

14:0 27 001 20 003 24 031 20 0,01 0,04 0,32 0,01 0,43
16:0 120 0,10 110 0,6 112 0,84 109 0,04 0,33
18:0 28 005 28 010 28 010 28 0,02 0,95
20:0 o4 001 04 003 04 001 04 0,00 0,23
22:0 02 o001 03 001 02 002 02 001 0,03 0,10 0,02 0,10

Sum SFA 184 0,17 169 031 174 126 16,6 0,08 0,28
16:1n7 21 002 16 002 21 004 16 001 <0001 0,62 <,0001 0,94
18:1n9 338 0,14 355 0,22 36,0 220 36,0 0,10 0,48
18:1n7 26 002 25 001 27 011 25 0,00 0,17
20:1n11 0,7 o001 08 002 0,7 004 0,7 0,00 0,09 0,10 0,06 0,35
22:1n11 47 005 36 003 37 101 36 0,01 0,41
22:1n9 o7 o001 o7 001 07 004 0,7 0,00 0,37
24:1n9 o6 001 06 001 05 007 06 001 0,51

Sum 52,2 008 512 0,20 525 044 514 0,32 0,04 0,40 0,008 0,80
MUFA

18:2n6 12,4 0,07 12,9 0,11 13,0 092 13,0 0,04 0,45
18:3n6 03 o001 03 001 03 003 03 0,00 0,28
18:3n3 32 006 35 002 37 051 35 0,02 0,66
20:4n3 06 001 05 002 06 008 05 0,02 0,23
20:1n9 50 003 44 002 45 061 44 0,01 0,39
20:2n6 11 o000 12 o000 11 0,02 1,2 0,01 0,0005 0,75 <,0001 0,08
20:3n6 05 o000 04 001 04 006 05 0,02 0,49
20:4n6 02 o001 03 001 02 001 03 0,00 <.0001 0,54 <,0001 0,54
20:3n3 03 o001 03 001 03 004 03 0,00 0,81
20:5n3 23 003 34 009 24 016 33 0,02 <0001 0,71 <,0001 0,38

22:5n3 09 o001 12 003 10 0,12 12 0,01 0,02 0,41 0,005 0,41
22:6n3 64 012 60 010 55 069 6,2 0,14 0,40

EPA + 86 012 94 019 79 054 95 014 0,01 0,30 0,003 0,20
DHA

sumN3 13,7 0,17 150 0,21 134 0,13 150 0,15 0,0002 0,59 <,0001 0,45
sumN6 14,2 0,07 152 0,12 150 086 152 0,03 0,35

Mineraler og helsemarkgrer i serum

Tabell 21 viser ingen signifikante forskjeller i serumnivdene av mineralene Cl, Na, K, Ca og P mellom
de ulike diettgruppene og produksjonssystemene. Det ble imidlertid observert en tendens til hagyere
ureakonsentrasjon i serum hos fisk i resirkulerende akvakultursystemer (RAS) sammenlignet med fisk i
gjennomstrgmmingssystemer (FT). Dette kan sannsynligvis tilskrives det hgyere nivaet av
nitrogenforbindelser i vannet til RAS-fisk.
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Interessant nok farte gkt innhold av EPA, seerlig i FT-systemet, til redusert ureakonsentrasjon i serum
(Figur 47). Selv om dette fenomenet ikke er grundig undersgkt hos fisk, kan det trekkes paralleller til
studier pd mennesker. Enkelte humanstudier har indikert at et hgyere inntak av EPA fra sjgmat kan
veere assosiert med lavere risiko for nyresykdom. Dette antas a veaere relatert til EPAs
betennelsesdempende egenskaper, som mulig kan redusere opphopning av urea - et nitrogenholdig

avfallsstoff som filtreres av nyrene (Garman et al., 2009).

Det er viktig & merke seg at forskningen pa dette omradet ikke er entydig. Mens noen studier antyder
en positiv effekt av omega-3 fettsyrer pa nyrefunksjon, viser andre ingen signifikant pavirkning.
Ytterligere forskning er ngdvendig for & fullt ut forstd sammenhengen mellom EPA-inntak og
ureakonsentrasjon i fisk, samt de underliggende mekanismene.

Serumnivdene av leverenzymene ASAT (aspartat aminotransferase) og ALAT (alanin
aminotransferase) ble signifikant pavirket av bade produksjonssystem og diett. Hayere verdier av disse
enzymene ble observert hos fisk i FT-systemet sammenlignet med RAS, noe som sannsynligvis henger
sammen med det hgyere fettnivaet i leveren til fisk i FT (Figur 48). Tidligere studier har vist at gkt fettniva
i leveren kan fare til hgyere nivaer av ASAT og ALAT i plasma. | FT-systemet farte gkt EPA-niva i dietten
til lavere verdier av bade ASAT og ALAT, mens denne effekten ikke ble observert hos fisk i RAS-
systemet.

Tabell 21 Konsentrasjon av mineraler, urea og glukose. ASAT og ALAT i serum til laks i de to diettgruppene Ktr og
EPA+ holdt i to produksjonssystem RAS og FT. Resultatene er vist som gjennomsnittsverdier per kar (n=3) og
standard error of mean (S.E.M). Toveis ANOVA er benyttet for & teste for signifikante forskjeller mellom gruppene
(n=3). P <,05 regnes som signifikant.

RAS RAS FT FT P-verdi P-verdi P-verdi P-verdi
Ktr S.E.M EPA+ S.EM Kir S.E.M EPA+ S.E.M Modell System Diett Interaksjon
Cl 133,3 0,88 132,3 0,88 131,0 0,00 133,0 0,00 0,11 0,22 0,45 0,04
(mmolll)
Na 161,3 1,45 161,0 1,00 162,7 0,67 161,3 120 0,73 0,48 0,48 0,67
(mmolll)
K 10 015 10 0,22 0,7 0,03 1,3 0,30 0,36 1,00 0,21 0,21
(mmolll)
Mg 10 012 10 008 12 0,19 1,0 0,22 0,79 0,60 0,49 0,64
(mmolll)
Ca 34 o008 34 010 35 009 32 013 0,27 0,37 0,23 0,18
(mmolll)
P 48 024 47 023 56 056 47 045 0,37 0,36 0,26 0,31
(mmolll)
Urea o8 o000 07 009 108 007 04 015 0,07 0,11 0,06 0,18
(mmolll)
Gluk 51 015 50 012 54 026 49 015 0,32 0,47 0,17 0,29
(mmolll)
ASAT 519,9 73,9 567,8 96,6 1826,0 273,4 10816 150,4 0,002 0,0006 0,07 0,05
(un
ALAT 26 062 24 033 70 054 32 0,79 0,002 0,002 0,01 0,01
(un
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Figur 47 Konsentrasjon av urea (mmol/L) i serum til diettgruppene Kitr og EPA+ i RAS og FT. Toveis ANOVA
er benyttet for a teste for signifikante forskjeller mellom gruppene (n=3). Gjennomsnittsverdier +S.E.M. P <,05
regnes som signifikant.

Fett, fettsyrer, stressmarkgrer og eikosanoider i lever

Figur 48 viser en tendens til hgyere leverfettprosent i gjennomstrammingssystemer (FT) sammenlignet
med resirkulerende systemer (RAS) (p=0,058). Videre var det signifikant hgyere nivaer av ARA og EPA
i fisk féret med EPA+-dietten i begge produksjonssystemer (Figur 49), i samsvar med diettens
sammensetning.

Fett % lever

10,0

P diett= 0,380 p system= 0,058
8,0

6,0
4,0
2,0
0,0

RAS Kl RAS EPA+ FT Kir  FT_EPA+

Figur 48 Leverens fettprosent hos laks fra kontroll- (Ktr) og EPA+-diettgruppene i RAS og FT. For & analysere
signifikante forskjeller mellom gruppene ble det utfart en toveis variansanalyse (ANOVA) med tre replikater per
gruppe (n=3). Resultatene presenteres som gjennomsnittsverdier i prosent + S.E.M. Statistisk signifikans ble satt
til p < 0,05.

Leverens DHA-innhold (i prosent av totale fettsyrer) var uavhengig av diettsammensetning (Figur 49),
men viste signifikant variasjon mellom produksjonssystemer. Hgyere DHA-prosent ble observert i RAS
sammenlignet med FT. Dette kan sannsynligvis tilskrives den lavere totale fettprosenten i lever hos fisk
i RAS, noe som resulterer i en konsentrasjonseffekt av DHA, i motsetning til en fortynningseffekt
observert i FT-systemet. Figur 50 viser en tendens til hgyere ratio av ARA/EPA i RAS sammenlignet
med FT (p=0,138).
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Figur 49 Utvalgte fettsyrer i prosent av TFA i lever til laks i diettgruppene Ktr og EPA+ i RAS og FT. Toveis ANOVA
er benyttet for & teste for signifikante forskjeller mellom gruppene (n=3). Gjennomshnittsverdier i prosent = S.E.M.
P <,05 regnes som signifikant.
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Figur 50 Ratio av ARA/EPA i total fettfraksjon fra lever til laks i diettgruppene Ktr og EPA+ i RAS og FT. Toveis
ANOVA er benyttet for & teste for signifikante forskjeller mellom gruppene (n=3). Gjennomsnittsverdier + S.E.M.,
P <,05 regnes som signifikant.

Tabell 22 viser konsentrasjonen av leukotriener og prostaglandiner og nivaer av Carnosic acid og
carnosol i lever til laks. Det var ingen effekt p& prostaglandinniviene av PGE2 og PGEsz av hverken diett
eller produksjonssystem. Bade LTB4 og LTBs hadde signifikant hayere konsentrasjon i lever til fisk fra
RAS enn i FT. LTB5 dannes fra EPA og er et eikosanoid som generelt er mindre potent og har mer anti-
inflammatoriske egenskaper sammenlignet med LTBs4 som dannes fra ARA. LTB4 kan bidra til
inflammasijon i lever ved & gke produksjonen av proinflammatoriske cytokiner, mens LTBs kan motvirke
noen av de proinflammatoriske effektene av LTB4 i leveren.

Antioksidanten carnosol var signifikant hgyere, mens antioksidanten carnosic acid var signifikant lavere
i RAS enn FT. Carnosic acid og carnosol finnes i enkelte urteekstrakt fra f.eks rosmarin og salvie.
Carnosic acid er vist & omdannes til carnosol under oksidative forhold, noe som kan tyde pa hgyere
omdanning av carnosic acid til carnosol i RAS enn FT i var studie. Begge stoffene er kraftige
antioksidanter, men virker p& ulike mater. Carnosic acid fungerer som en kjemisk quencher av reaktive
oksygenforbindelser (ROS), mens carnosol hemmer lipidperoksidering direkte. Bade carnosol og

69



Jmaﬁ'ima‘;

carnosic acid har antiinflammatoriske effekter og er vist & hemme produksjonen av
betennelsesfremmende stoffer som PGEz, IL-13 og TNF-a1.

Tabell 22 Konsentrasjon (ng/g) av leukotriener og prostaglandiner og nivder av Carnosic acid og carnosol i lever til
laks i diettgruppene Ktr og EPA+ i RAS og FT. Toveis ANOVA er benyttet for & teste for signifikante forskjeller
mellom gruppene (n=3). Data er oppgitt som gjennomsnittsverdier og S.E.M. P <,05 regnes som signifikant.

RAS RAS FT FT P-verdi P-verdi P-verdi P-verdi

S.E.M EPA+ S.EM Ktr S.E.M EPA+ S.E.M Modell System Diett Samspill
LTB4 249 046 268 0,24 046 0,07 052 0,07 <0001 <0001 0,65 0,82
LTBs 838 234 6,32 155 123 0,19 132 0,26 0,001 0,0001 0,51 0,47
PGE:2 08 0,29 389 328 053 030 1,34 048 0,47 0,39 0,25 0,5
PGEs 0,18 0,07 1,29 1,07 0,12 0,06 043 0,16 0,4 0,4 0,19 0,46
Carnosol 86,74 2,83 91,19 2,97 49,91 13,20 58,51 13,16 0,006 0,0006 0,49 0,83

Carnosic acid 0,33 0,16 0,28 0,28 25,61 8,30 12,00 542 0,001 0,0004 0,17 0,17

Fettsyresammensetning av ulike lipidklasser i gjeller

Total lipidfraksjon fra gjeller til fisk i RAS hadde en hgyere prosentandel av palmitinsyre (16:0) og av
den proinflammatoriske fettsyren arakidonsyre (ARA, 20:4n-6, Tabell 23) enn prgver fra fisk i FT.
Samtidig hadde gjellepraver fra fisk i RAS lavere nivaer av oljesyre (18:1n-9), totale enumettede
fettsyrer (MUFA), linolsyre (18:2n-6) og alfalinolensyre (18:3n-3) sammenlignet med pragver fra FT
(Tabell 23). Det ble ikke observert signifikante forskjeller i nivaene av eikosapentaensyre (EPA) og
dokosaheksaensyre (DHA) mellom de to produksjonssystemene. Fisk som ble foret med EPA+-dietten,
viste hgyere nivaer av EPA, ARA, dokosapentaensyre (DPA, 22:5n-3) og MUFA i gjellene sammenlignet
med fisk som fikk kontrolldietten.
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Tabell 23 Totale fettsyrer i gjeller (% av TFA) til laks i de to diettgruppene Ktr og EPA+ holdt i to produksjonssystem;
RAS og FT. Resultatene er vist som gjennomsnittsverdier per kar (n=3) og S.E.M. Toveis ANOVA er benyttet for &
teste for signifikante forskjeller mellom gruppene (n=3). P <,05 regnes som signifikant.

Toveis ANOVA

P-verdier
Ktr EPA+ Pooled Modell System Diett Interaksjon
S.E.M (FTIRAS) (KtrlEPA)
Fett (%) 2.26 2.30 2.27 2.22 0.06 0.80 0.55 0.90 0.45
14:0 1,72 1,42 1,84 1,51 0,05 0,002 0,09 0.0004 0,77
16:0 16,30 15,96 15,45 15,36 0,11 0,0009 0,0002 0,08 0,29
18:0 4,05 4,45 4,10 4,08 0,13 0,19 0,26 0,19 0,15
20:0 0,23 0,25 0,26 0,26 0,01 0,54 0,28 0,45 0,59
I SFA' 23,29 22,92 22,62 21,84 0,32 0,06 0,02 0,11 0,52
16:1n-7 2,34 1,93 2,13 1,69 0,12 0,03 0,10 0,009 0,90
18:1n-9 16,63 18,34 19,19 19,92 0,49 0,008 0,003 0,04 0,34
18:1n-7 1,66 2,01 1,78 1,75 0,15 0,48 0,67 0,34 0,26
20:1n-9 191 1,90 2,35 2,02 0,07 0,005 0,003 0,04 0,054
22:1n-11 0,98 0,86 1,55 1,09 0,06 0,0002 0,0002 0,001 0,03
Z MUFA? 29,40 30,15 32,27 31,47 0,41 0,005 0,0009 0,95 0,10
18:2n-6 5,82 6,21 6,94 6,86 0,18 0,007 0,001 0,43 0,24
20:2n-6 0,88 0,97 0,94 0,96 0,03 0,23 0,52 0,09 0,29
20:3n-6 1,17 0,80 1,09 0,80 0,03 <,0001 0,21 <,0001 0,27
20:4n-6 2,65 3,24 2,38 2,81 0,09 0,0008 0,004 0,0004 0,40
Z n-63 10,65 11,62 11,39 11,57 0,25 0,08 0,21 0,047 0,15
18:3n-3 1,09 1,31 1,46 1,54 0,04 0,0003 0,0001 0,007 0,14
18:4n-3 1,27 1,00 1,00 1,03 0,13 0,45 0,39 0,39 0,29
20:5n-3 4,36 5,86 4,27 5,90 0,20 0,0005 0,90 <,0001 0,76
22:5n-3 0,97 1,35 1,00 1,34 0,04 0,0002 0,76 <,0001 0,68
22:6n-3 17,33 16,62 16,44 15,68 0,64 0,39 0,19 0,29 0,97
I n-34 25,20 26,46 24,49 25,87 0,78 0,38 0,43 0,13 0,94
Z PUFAS 37,79 39,73 37,59 39,24 0,99 0,39 0,74 0,11 0,89
EPA + 21,70 22,49 20,71 21,58 0,84 0,55 0,29 0,35 0,96
DHA
n-3/n-6 2,37 2,28 2,15 2,24 0,05 0,09 0,04 0,97 0,12
¥ Andre® 9,49 7,00 7,50 7,45 NA NA NA NA NA

13 SFA inkluderer 15:0, 17:0, 22:0. 2 MUFA inkluderer 15:1, 17:1 Dimethyl, 17:1n-7, 16:1n-9, 18:1n-9T, 18:1n-11, 20:1n-7,
22:1n-7, 22:1n-9, 24:1n-9 %% n-6 inkluderer 18:3n-6, 22:4n-6. *3 n-3 inkluderer 20:4n-3, 20:3n-3. 5T PUFA inkluderer 16:3 n-4.

Total lipidfraksjon ble deretter separert i ulike lipidklasser, phosphatidylcholine (PC),
phosphatidyletanolamine (PE), phosphatidylserine (PS) og phosphatidylinositol (PI) og analysert for
totalniva og fettsyresammensetning av hver lipidklasse.

Tabell 24 viser at den totale mengden fosfolipider (mg/g) i gjellevevet hos atlantisk laks ikke ble pavirket
av verken produksjonssystem eller diett. PC er den dominerende PL-klassen i gjellene og utgjer mer
enn 50 % av total PL, noe som er mer enn dobbelt sd mye som PE. PC og PE utgjer til sammen mer
enn 80 % av total PL. Tilsvarende er prosentandelen av PS (9-10 % av total PL) mer enn dobbelt s&
hgy som Pl. De relative nivdene av hver enkelt fosfolipidklasse ble ikke signifikant pavirket av
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produksjonssystem eller diett. Imidlertid viste konsentrasjonen av PE en tendens (p=0,07) til & veere
lavere i gjellepravene fra RAS-systemet enn fra FT.

Ratioen mellom de viktigste fosfolipidklassene indikerer at forholdet mellom PC og PE i RAS var 9-11 %
hgyere enn i FT og en lignende tendens (p=0,08) til gkning i dette forholdet ble observert hos fisk féret
med EPA+-diett. Fosfolipidratioen PC/PE (fosfatidylkolin/fosfatidyletanolamin) spiller antagelig en viktig
rolle for gjellenes funksjon ved & pavirke cellemembraners egenskaper. Denne ratioen har innflytelse
pa membranfluiditet, permeabilitet og stabilitet, som alle er kritiske for gjellenes evne til effektiv
gassutveksling og ioneregulering. PC gker generelt membranfluiditeten og fleksibiliteten, mens PE
bidrar til stabilitet og reduserer fluiditeten. Balansen mellom disse fosfolipidene pavirker ogsa aktiviteten
til membranproteiner, inkludert ionekanaler og transportproteiner som er essensielle for
gjellefunksjonen. En optimal PC/PE-ratio er derfor avgjgrende for gjellenes evne til & utfgre sine viktige
fysiologiske funksjoner og tilpasse seg ulike vannmiljger, og denne ratioen kan variere mellom fiskearter
og miljgforhold.

Tabell 24 Niva av totale PL og prosentfordeling av ulike fosflipidklasser, phosphatidylcholine (PC),
phosphatidyletanolamine (PE), phosphatidylserine (PS) og phosphatidylinositol (Pl) og ratioen mellom sentrale PL
klasser i de to diettgruppene Ktr og EPA+ holdt i to produksjonssystem RAS og FT. Resultatene er vist som
gjennomsnittsverdier per kar (n=3) og standard error of mean (S.E.M). Toveis ANOVA er benyttet for a teste for
signifikante forskjeller mellom gruppene (n=3). P <,05 regnes som signifikant.

Toveis ANOVA

RAS

P-verdier
Ktr EPA+ Pooled Modell System Diet Interaksjon
S.EM (FTIRAS) (Ktr/[EPA)

z PL1 3,94 3,72 4,07 3,64 0,31 0,76 0,93 0,33 0,75
(mglg)

% PC 58,09 59,77 57,95 60,08 1,09 0,43 0,94 0,12 0,84
% PE 22,54 21,45 24,79 23,62 1,04 0,21 0,07 0,31 0,97
% PS 10,38 9,77 8,85 8,54 1,10 0,64 0,24 0,69 0,89
% PI 4,16 4,29 4,34 4,03 0,54 0,98 0,94 0,87 0,70
PCIPE 2,60 2,79 2,34 2,55 0,10 0,07 0,03 0,08 0,95
PCIPS 5,97 6,24 6,64 7,10 0,76 0,74 0,34 0,64 0,90
PEIPS 2,35 2,24 2,84 2,79 0,33 0,51 0,16 0,81 0,94

1¥ PL er summen av alle PL klassene PC, PE, PS, in mg/g

Tabell 25 viser at fettsyrene 16:0, 18:1n-9, 20:5n-3 og 22:6n-3 var de mest sentrale i PC, med den
hgyeste prosentandel av 16:0 (ca. 27 %). Videre hadde forsgksfisk i RAS hadde 2-4 % hgyere andel
16:0, 6-8 % lavere andel 14:0, 1-2 % hgyere monoumettede fettsyrer enn fisk i FT. Samtidig var
prosentandelen av EPA og total PUFA henholdsvis 6-9 % og 1-3 % lavere i RAS enn i FT.
Prosentandelene av DHA og ARA var imidlertid ikke signifikant forskjellige mellom systemene.

72



JNaﬁmﬁ

Tabell 25 Prosentvis sammensetning av fettsyrer i fosfolipidklassen PC i gjellevevet hos atlantisk laks i de to
produksjonssystemene, RAS og FT, etter foring med kontrollfér og EPA+. En toveis variansanalyse (ANOVA) er
brukt for & teste for signifikante forskjeller mellom gruppene (n=3). Prosentverdiene er representert som
gjennomsnitt. Standardfeilene (SEM) er representert som samlet S.E.M. P < 0,05 anses som signifikant.

PC Toveis ANOVA
P-verdier
Ktr EPA+ Pooled Modell System Diett Inter-
S.EM (FTIRAS) (Ktr/[EPA) aksjon
14:0 2,07 1,78 2,25 1,89 0,04 <0,0001 0,004 <0,0001 0,35
16:0 27,82 27,8 26,7 27,17 0,26 0,04 0,01 0,42 0,37
18:0 2,86 2,95 2,85 2,96 0,06 0,44 0,97 0,12 0,94
Z SFA?! 34,2 34,01 33,48 33,55 0,29 0,30 0,08 0,83 0,67
16:1n-7 1,65 1,43 1,53 1,28 0,04 0,0006 0,005 0,0002 0,66
18:1n-9 22,39 23,12 22,11 22,67 0,15 0,009 0,04 0,003 0,59
20:1n-9 1,16 1,19 1,57 1,37 0,15 0,27 0,09 0,62 0,46
22:1n-11 0,75 0,56 0,99 0,86 0,07 0,01 0,005 0,05 0,69
£ MUFAZ 29,83 29,98 29,62 29,34 0,17 0,13 0,04 0,70 0,26
18:2n-6 5,16 4,67 541 4,73 0,11 0,005 0,20 0,0009 0,42
20:3n-6 1,48 0,95 1,57 0,98 0,02 <0,0001 0,04 <0,0001 0,34
20:4n-6 2,18 2,73 2,23 2,60 0,10 0,008 0,65 0,001 0,37
Z n-6 8,82 8,35 9,21 8,31 0,18 0,03 0,37 0,006 0,29
18:3n-3 BDL BDL BDL BDL NA NA NA NA NA
18:4n-3 0,98 0,98 1,07 0,94 0,02 0,009 0,19 0,01 0,01
20:5n-3 5,63 7,50 6,00 8,20 0,15 <0,0001 0,007 <0,0001 0,30
22:5n-3 1,00 1,34 1,43 1,81 0,10 0,003 0,001 0,006 0,85
22:6n-3 18,77 17,39 17,91 17,42 0,30 0,04 0,20 0,01 0,17
Z n-3 26,38 27,21 26,42 28,38 0,33 0,008 0,10 0,002 0,12
ZPUFA3 35,2 35,56 35,63 36,69 0,34 0,07 0,05 0,07 0,33
EPA + 24,40 24,89 23,91 25,62 0,29 0,02 0,68 0,006 0,07
DHA
n-3/n-6 2,99 3,26 2,87 3,42 0,09 0,008 0,83 0,002 0,15

SFA inkluderer 15:0, 17:0, 20:0.
25 MUFA inkluderer 14:1n-5, 15:1, 16:1T, 17:1 Dimethyl, 17:1n-7, 16:1n-9, 20:1n-11, 24:1n-9.

Tabell 26 viser at den dominerende fettsyren i PE i gjellene til laksen var 22:6n-3 (DHA), ca. 33 % DHA,
prosentvis mer enn dobbelt s hgy som 18:1n-9 og tre ganger s& mye som 16:0. PE i gjellene til
forsgksfisk i RAS hadde 11-16 % hgyere total mettet fett enn fisk i FT. MUFA var imidlertid ikke
signifikant forskjellige mellom produksjonssystemene. 18:2n-6 var 8-12 % lavere i RAS-fisk enn i FT-
fisk. Tilsvarende var EPA og ARA henholdsvis 11-13 % og 5-13 % lavere i RAS enn i FT.
Prosentandelen av DHA var imidlertid ikke signifikant forskjellig mellom produksjonssystemene.
Forsgksfisk foret med EPA+-diett hadde 17-20 % hgyere EPA og 10-21 % hgyere ARA i gjellene enn
kontroliféret fisk.
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Tabell 26 Prosentvissammensetning av fettsyrer i fosfolipidklassen PE i gjellevevet hos atlantisk laks i de to
produksjonssystemene, RAS og FT, etter foring med kontrollfér og EPA+. En toveis variansanalyse (ANOVA) er
brukt for & teste for signifikante forskjeller mellom gruppene (n=3). Prosentverdiene er representert som
gjennomsnitt. Standardfeilene (SEM) er representert som samlet S.E.M. P < 0,05 anses som signifikant.

Toveis ANOVA

PE RAS FT P-verdier
Ktr EPA+ Pooled Modell System Diett Interaksjon
S.EM (FTIRAS) (Ktr/EPA)

14:0 0,27 0,23 0,32 0,26 0,02 0,08 0,09 0,04 0,87
16:0 10,72 10,73 10,53 10,28 0,29 0,68 0,31 0,70 0,67
18:0 6,47 6,34 5,56 5,70 0,22 0,04 0,007 0,98 0,55
Z SFA? 18,55 18,34 17,31 17,40 0,46 0,21 0,04 0,91 0,76
16:1n-7 0,21 0,17 0,22 0,17 0,008 0,002 0,49 0,0003 0,43
18:1n-9 15,63 15,88 15,81 15,73 0,15 0,67 0,92 0,60 0,29
20:1n-9 2,29 2,49 2,72 2,47 0,17 0,42 0,25 0,90 0,23
22:1n-11 0,52 0,49 0,67 0,56 0,05 0,12 0,055 0,17 0,43
Z MUFA2 2242 22,26 22,75 22,23 0,27 0,52 0,59 0,24 0,51
18:2n-6 4,85 4,78 5,49 5,22 0,13 0,01 0,003 0,22 0,46
20:3n-6 1,04 0,69 0,97 0,61 0,05 0,0004 0,18 <0,0001 0,90
20:4n-6 4,31 5,22 4,98 5,50 0,21 0,02 0,05 0,01 0,39
Z n-6 10,20 10,68 11,45 11,33 0,34 0,10 0,02 0,61 0,41
18:3n-3 BDL* BDL* BDL* BDL* NA NA NA NA NA
18:4n-3 0,89 0,97 0,92 0,93 0,03 0,41 0,98 0,17 0,35
20:5n-3 4,07 4,89 4,70 5,51 0,19 0,005 0,01 0,003 0,98
22:5n-3 0,98 1,38 1,18 1,56 0,08 0,006 0,06 0,002 0,89
22:6n-3 33,93 32,26 33,36 32,46 0,77 0,43 0,82 0,13 0,63
Z n-33 40,26 39,89 40,41 4063 0,66 0,86 0,51 0,90 0,65
ZPUFA4 50,46 50,54 51,85 51,96 0,61 0,23 0,05 0,88 0,98
EPA + 38 37,14 38,06 37,97 0,68 0,75 0,53 0,51 0,59
DHA

n-3/n-6 3,95 3,74 3,54 3,60 0,14 0,26 0,09 0,62 0,38

13 SFA inkluderer 15:0, 17:0, 20:0.
23 MUFA inkluderer 15:1, 16:1T, 17:1 Dimethyl, 17:1n-7, 16:1n-9, 20:1n-7, 20:1n-11.
3% n-3 inkluderer 18:3n-3.
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Tabell 27 Prosentvis sammensetning av fettsyrer i fosfolipidklassen PS i gjellevevet hos atlantisk laks i de to
produksjonssystemene, RAS og FT, etter foring med kontrollfér og EPA+. En toveis variansanalyse (ANOVA) er
brukt for & teste for signifikante forskjeller mellom gruppene (n=3). Prosentverdiene er representert som
gjennomsnitt. Standardfeilene (SEM) er representert som samlet S.E.M. P < 0,05 anses som signifikant.

Toveis ANOVA

Flow-through

P-verdier
Ktr EPA+ Pooled Moell System Diett Interaksjon
S.E.M (FT/IRAS) (Ktr/[EPA)

14:0 0,55 0,41 0,36 0,37 0,08 0,42 0,20 0,47 0,42
16:0 16,92 16,19 16,25 16,66 0,97 0,84 0,55 0,52 0,94
18:0 18,19 20,33 20,82 21,22 1,09 0,27 0,14 0,28 0,44
Z SFA! 36,96 38,22 38,46 38,53 0,69 0,39 0,23 0,36 0,41
16:1n-7 0,42 0,29 0,34 0,17 0,08 0,22 0,23 0,09 0,84
18:1n-9 13,11 11,88 10,38 11,19 0,82 0,19 0,07 0,81 0,25
20:1n-9 2,53 2,17 2,27 2,28 0,13 0,33 0,60 0,22 0,21
£ MUFAZ2 23,76 21,21 19,97 20,20 0,59 0,007 0,003 0,09 0,047
18:2n-6 2,95 2,69 2,90 2,67 0,15 0,46 0,80 0,13 0,91
20:3n-6 1,28 0,95 1,20 0,51 0,20 0,10 0,23 0,04 0,40
20:4n-6 2,33 3,33 2,35 2,34 0,36 0,21 0,22 0,21 0,20
Zn-6 6,56 6,97 6,45 5,51 0,55 0,35 0,19 0,64 0,25
18:3n-3 1,32 1,01 0,89 1,10 0,14 0,24 0,26 0,73 0,10
18:4n-3 0,84 0,86 0,77 0,86 0,06 0,62 0,53 0,34 0,55
20:5n-3 1,85 1,81 1,21 1,44 0,38 0,60 0,22 0,81 0,72
22:5n-3 1,23 1,70 1,29 1,98 0,14 0,01 0,23 0,003 0,43
22:6n-3 24,53 25,43 27,95 27,15 1,12 0,20 0,05 0,97 0,47
2z n-3 29,76 30,80 32,11 32,53 0,95 0,23 0,06 0,47 0,75
ZPUFA3 36,32 37,77 38,56 38,04 0,66 0,18 0,09 0,50 0,17
EPA + 26,38 27,23 29,16 28,59 0,80 0,13 0,03 0,87 0,40
DHA

n-3/n-6 4,62 4,46 5,05 6,16 0,65 0,31 0,14 0,48 0,36

13 SFA inkluderer 15:0, 17:0, 20:0.
25 MUFA inkluderer 15:1, 16:1n-9, 16:1T, 17:1 Dimethyl, 17:1n-7, 18:1n-7, 20:1n-7, 20:1n-11.

De mest sentrale fettsyrene i PS i gjellene til laksen var ca. 25 % DHA og ca. 20 % 18:0 (Tabell 28).
Fisk i RAS hadde 5-19 % hgyere total MUFA i gjellevevets PS enn i FT. SFA var imidlertid ikke
signifikant forskjellige mellom systemene. DHA var 6-12 % lavere i RAS enn i FT, mens EPA og ARA
ikke var signifikant forskjellig mellom systemene. Fettsyrene i gjellevevets fosfolipid PS ble ikke pavirket
av diettsammensetningen.
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Tabell 28 Prosentvis sammensetning av fettsyrer i fosfolipidklassen Pl i gjellevevet hos atlantisk laks i de to
produksjonssystemene, RAS og FT, etter foring med kontrollfér og EPA+. En toveis variansanalyse (ANOVA) er
brukt for & teste for signifikante forskjeller mellom gruppene (n=3). Prosentverdiene er representert som
gjennomsnitt. Standardfeilene (SEM) er representert som samlet S.E.M. P < 0,05 anses som signifikant.

Toveis ANOVA

Pl P-verdier

Variable EPA+ Pooled Modell System Diett Interaksjon
S.E.M (FT/IRAS) (Ktr/[EPA)

14:0 0,75 0,61 0,43 0,80 0,12 0,21 0,59 0,38 0,07
16:0 16,84 16,41 14,66 18,17 2,21 0,74 0,92 0,51 0,40
18:0 23.06 24,83 28,25 27,51 1,29 0,07 0,01 0,70 0,36
Z SFA?! 41,95 43,04 44,30 47,42 1,36 0,09 0,04 0,16 0,48
18:1n-9 9,04 8,50 7,13 6,79 0,56 0,06 0,01 0,46 0,86
20:1n-9 1,28 0,89 1,05 0,79 0,23 0,50 0,49 0,20 0,78
£ MUFA2 23,22 20,70 16,27 17,33 1,36 0,02 0,005 0,61 0,23
18:2n-6 1,89 1,68 1,40 1,18 0,09 0,002 0,0004 0,04 0,98
20:3n-6 2,50 1,52 2,04 1,12 0,53 0,35 0,44 0,11 0,96
20:4n-6 13,85 16,92 19,52 19,75 1,49 0,07 0,02 0,30 0,37
Zn-6 18,25 20,12 22,96 22,05 1,50 0,20 0,06 0,76 0,38
18:3n-3 3,15 2,06 1,99 2,38 0,42 0,26 0,34 0,42 0,11
20:5n-3 1,88 1,81 2,06 2,04 0,13 0,50 0,16 0,77 0,85
22:5n-3 BDL* BDL* BDL* BDL* NA NA NA NA NA
22:6n-3 10,74 10,11 11,64 8,24 0,79 0,08 0,56 0,03 0,12
I n-33 15,77 14,85 16,12 12,85 1,15 0,26 0,50 0,10 0,34
ZPUFA* 34,02 34,96 39,08 34,90 1,69 0,22 0,18 0,36 0,17
EPA + 12,61 11,92 13,70 10,28 0,86 0,11 0,75 0,04 0,15
DHA
n-3/n-6 0,86 0,74 0,71 0,60 0,08 0,19 0,09 0,16 0,98
z 1,20 1,93 0,54 0,55 NA NA NA NA NA
Others®

13 SFAinkluderer15:0, 17:0.
25 MUFA inkluderer 15:1, 16:1n-7, 1, 6:1n-9, 17:1n-7, 17:1 Dimethyl, 20:1n-7, 20:1n-11.
3% n-3iinkluderer 18:4n-3, 22:5n-3.

Pl i gjellevevet hadde hgyest prosentandel av 18:0 (25 %) og 20:4n-6 (ARA) (13-20 %). Pl i gjellene til
forsgksfisk i RAS var 10-18 % lavere i 18:0, 25-27 % hgyere i 18:1n-9 enn fisk i FT-systemet. PUFA
18:2n-6 var 35-42 % lavere. Tilsvarende var den prosentvise sammensetningen av ARA 14-29 % lavere
i RAS sammenlignet med FT. Prosentandelen av EPA og DHA var imidlertid ikke signifikant forskjellig
mellom systemene. Den prosentvise sammensetningen av EPA, ARA SFA og MUFA i gjelle-PI var ikke
signifikant forskjellig mellom diettgruppene. DHA var imidlertid 6-29 % lavere og 18:2n-6 var 35-42 %
hgyere hos fisk foret med EPA-diett enn i kontrollgruppen, og dette samsvarer med diettens
sammensetning.

Hovedfunn lipidklasser i gjellevev

Produksjonssystemet hadde relativt sma effekter pa den totale fettsyresammensetningen i gjellene. Det
mest bemerkelsesverdige er den hgyere prosentandelen av arakidonsyre (ARA) i RAS sammenlignet
med FT. Derimot hadde produksjonssystemet en betydelig effekt pa enkelte fosfolipider, spesielt PE og
PIl. Det er interessant at ARA reduseres i PE og PI hos fisk i RAS, mens den gker i den totale
fettsyrefraksjonen (Tabell 29). Dette kan indikere frigivelse av ARA fra fosfolipidene PE og Pl for syntese
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av pro-inflammatoriske eikosanoider i RAS. ARA produserer generelt mer pro-inflammatoriske
eikosanoider, mens EPA-deriverte eikosanoider er antiinflammatoriske. Balansen mellom disse
fettsyrene kan dermed pavirke gjellenes fysiologiske respons, inkludert vaskulaer funksjon,
immunforsvar og mulig ioneregulering. Produksjonssystem pavirket ogsa prosentandelen av enkelte
mettede, monoumettede og flerumettede fettsyrer i de ulike lipidklassene.

Tabell 29 Oppsummering av de mest sentrale endringene i ulike fosfolipidklasser gjeller mellom RAS sammenlignet

med FT

RASIFT

Prosent endring

Mest sentrale fettsyrer i
lipidklassen

PC 16:0 1 2-4% =27 % 16:0, =22 %
EPA | 6-9 % 18:1n.9, =18 %DHA
ARA Ingen sign. forskjell

PE 18:0 1 11-16% =33 % DHA, =15 %
18:2n-6 | 8-12% 18:1n-9
EPA | 11-13%
ARA | 5-13%

PS 18:1n-9 1 5-19 % =25 % DHA, =18 % 18:0
DHA | 6-12 %
ARA og EPA - Ingen sign. forskjell

PI 18:0 | 10-18 % =25 % 18:0, =17 % ARA
18:1 n-9 1 25-27 %
18:2n-6 | 35-42 %
ARA | 14-20 %
EPA - Ingen sign. forskjell

TFA (tot fettsyrefrak) ARA 1t 11-15%
EPA - Ingen sign. forskjell

Fett, fettsyrer og morfologi av skinn

Tabell 30 viser den totale fettsyresammensetningen i skinn. Fettsyresammensetningen av skinnet var
ikke pavirket av produksjonssystem, men reflekterte i stor grad sammensetningen av forsgksforene.
Hovedforskijellen var signifikant hgyere nivaer av EPA og DPA i de to EPA+ diettgruppene.
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Tabell 30 Totale fettsyrer i skinn (% av TFA) til laks i de to diettgruppene Ktr og EPA+ holdt i to produksjonssystem
RAS og FT. Resultatene er vist som gjennomsnittsverdier per kar (n=3) tstandard error of mean (S.E.M). Toveis
ANOVA er benyttet for & teste for signifikante forskjeller mellom gruppene P <,05 regnes som signifikant.

RAS FT FT P- P- P- P-
verdi yerdi verdi verdi
S.E.M EPA+ S.EM Ktr S.E.M EPA+ S.E.M Modell System Diett Interaksjon
Fett% 76 074 70 18 59 053 120 121 0,03 0,19 0,05 0,02
14:0 25 010 19 013 23 015 20 0,02 0,02 0,79 0,004 0,23
16:0 11,7 o,18 106 0,13 11,3 0,26 10,5 0,17 0,000 0,33 0,001 0,53
18:0 28 005 28 005 29 004 28 005 0,35

SumSFA 179 032 161 0,19 174 042 162 0,20 0,006 0,46 0,001 0,46
16:1 n-7 2,1 0,06 15 0,07 19 0,07 1,7 0,01 0,001 0,89 0,0002 0,08

18:1 n-9 306 087 314 167 299 083 350 0,18 0,03 0,19 0,02 0,07
20:1n-9 43 021 3,6 030 42 0,18 4.2 0,03 0,15
22:1n-11 40 024 30 0,27 38 0,18 3,5 0,05 0,04 0,47 0,01 0,12

22:1n-9 o6 003 06 003 06 003 06 000 017
24:1n-9 o6 001 05 o001 06 002 05 001 001 0,22 0,002 0,56

Sum 475 133 459 222 466 115 506 0,28 0,18

MUFA

18:2 n-6 114 0,11 120 0,25 11,3 0,09 128 0,12 0,0006 0,07 0,0002 0,02
18:3 n-6 0,4 0,02 04 004 05 0,06 04 002 033 0,81 0,19 0,21

18:3 n-3 30 0,04 3,2 0,10 3,0 0,05 3,5 0,03 0,0009 0,20 0,0003 0,03
20:4 n-3 0,6 0,01 0,5 0,04 06 0,02 0,5 0,00 0,02 0,94 0,004 0,15
20:2 n-6 1,0 0,02 11 003 1,1 0,03 1,2 0,01 0,08 0,34 0,02 0,55
20:3 n-6 0,6 0,04 0,6 0,05 0,7 0,04 0,5 0,01 0,06 0,90 0,04 0,06
20:4 n-6 0,5 0,02 0,7 0,11 06 0,03 0,5 0,01 011

20:3 n-3 0,1 0,09 0,3 0,01 0,0 0,00 0,3 0,01 0,003 0,47 0,0005 0,26
20:5n-3 28 0,12 4,2 030 3,0 0,5 3,6 0,05 0,002 0,23 0,0004 0,04
22:5n-3 0,9 0,02 1,2 0,08 0,9 0,02 1,2 0,01 <,0001 0,11 <,0001 0,18
22:6 n-3 73 043 7,3 065 76 048 59 0,07 0,13

EPA+DHA 10,0 055 116 0,95 105 0,63 9,5 0,11 0,20

sum n-3 147 047 168 085 150 0,59 150 0,06 0,10 0,21 0,10 0,10
sum n-6 140 0,08 148 0,10 141 0,03 153 0,12 <0001 0,01 <,0001 0,04

Figur 51 viser ingen signifikante dietteffekter pa tykkelse av skinnets dermis (p= 0,254). Toveis ANOVA
analyse viste at laks i RAS hadde signifikant tykkere dermis enn fisk i FT (p= 0,045).
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Figur 51 Viser areal av skinnets dermis i de to diettgruppene Ktr og EPA+ holdt i de to produksjonssystemene RAS
og FT. Resultatene er vist som gjennomsnittsverdier per kar (n=3) +SEM.

Barrierefunksjon til skinn (ansvarlig Ggteborg Universitet, Henrik Sundh)

Ingen effekter av dietten ble observert for TER i skinn (Transepitelial elektrisk motstand) (Figur 52A).
Papp (permeabilitetskoeffisient) for mannitol ble gkt av hgyt EPA-innhold i RAS-systemet (Figur 52B).
Ingen effekter ble observert for ionetransport malt som TEP (Transepitelialt potensial) (Figur 53A) eller
SCC (Kortslutningsstrgm) (Figur 53B).

400 ns ns 5x10-6— ns
| i mm Control

B High EPA

mm Control
4x10-6 Bm High EPA

TER (Q x cm?)
N
o
o
|
Papp mannitol (cm*s™"

FT RAS FT RAS

Figur 52 Skinnets barrierefunksjon vurdert som transepitelial elektrisk motstand (TER; A) og diffusjonshastighet for
mannitol (Papp; B) i diettgruppene EPA+ og Ktr i RAS og FT.
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Figur 53 Transportfunksjoner i huden vurdert som transepitelial potensialdifferanse (TEP; A) og kortslutningsstrem
(SCC; B) i diettgruppene EPA+ og Ktr i RAS og FT.

Barrierefunksjon og fettsyresammensetning av tarm (ansvarlig Ggteborg Universitet, Henrik
Sundh).

Tabell 31 viser den totale fettsyresammensetningen av midttarm. Fettsyresammensetningen av
midttarm var ikke pavirket av produksjonssystem, men reflekterte i stor grad sammensetningen av
forsgksforene. Hovedforskjellen var signifikant hgyere nivder av EPA, DPA og ARA i de to EPA+

diettgruppene.
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Tabell 31 Totale fettsyrer i tarm (% av TFA) til laks i de to diettgruppene Ktr og EPA+ holdt i to produksjonssystem
RAS og FT. Resultatene er vist som gjennomsnittsverdier per kar (n=3) og standard error of mean (S.E.M). Toveis
ANOVA er benyttet for a teste for signifikante forskjeller mellom gruppene (n=3). P <,05 regnes som signifikant.

RAS RAS FT P-verdi P-verdi P-verdi P-verdi
Ktr S.E.M EPA+ S.E.M S.E.M EPA+ S.E.M Modell System Diett Interaksjon
Fett% 56 033 49 014 52 013 55 044 0,41
14:0 21 012 15 003 20 010 16 0,11 0,008 0,81 0,001 0,40
16:0 12,7 030 11,9 0,13 128 0,20 124 0,37 0,14
18:0 38 015 40 005 40 005 43 034 044
SumSFA 196 038 18,6 0,18 19,9 0,22 19,3 0,68 0,19
16:1 n-7 14 008 10 002 13 001 12 0,13 0,02
18:1 n-9 240 085 22,7 034 231 057 250 129 0,30
18:1 n-7 21 006 2,0 006 21 002 21 0,07 0,41

18:2 n-6 100 0,17 94 025 95 0,14 100 051 044
20:1n-11 o6 003 o5 o001 06 001 o06 005 0,78

20:1 n-9 37 012 28 005 36 013 31 0,18 0,004 0,38 0,0007 0,14
22:1n-11 35 014 23 006 33 015 24 0,16 0,0003 0,63 <,0001 0,32
22:1n-9 05 002 o04 002 05 001 05 002 0,01 0,54 0,003 0,07
24:1n-9 06 002 o5 004 05 002 05 001 0,56
Sum MUFA 38,7 1,11 345 031 372 091 376 191 0,17
18:3 n-6 o5 001 o6 002 05 002 05 004 068
18:3 n-3 22 009 22 005 21 002 24 014 0,20
20:2 n-6 10 006 10 006 11 000 11 004 0,40
20:3 n-6 10 004 09 004 10 001 08 0,05 0,007 0,97 0,001 0,25
20:4 n-6 o8 005 10 003 08 001 10 0,06 0,003 0,66  0,0003 0,60
20:3n-3 00 000 00 000 00 000 01 008 044 0,35 0,35 0,35
20:5n-3 34 018 49 017 36 012 49 0,19 0,0003 0,38 <,0001 0,63
22:5n-3 09 004 11 003 09 004 12 0,02 0,00056 0,04 <0001 0,52

22:6 n-3 13,7 085 136 0,48 145 044 13,6 0,51 0,68
EPA+DHA 17,1 101 184 064 18,1 055 18,6 0,70 0,55
sum n-3 20,7 094 22,0 060 21,6 061 22,6 045 0,30
Sum n-6 133 0,13 129 0,28 13,0 0,11 135 041 0,40

Tarmens barrierefunksjon

I den proksimale tarmen ble det ikke observert noen signifikante effekter pa TER (Figur 54A). | den
distale tarmen (baktarmen) fgrte hgyt EPA-innhold til redusert TER hos fisk i RAS (Figur 54B).
Diffusjonshastighet (Papp) for mannitol gkte i den proksimale tarmen i gruppen med hgyt EPA-innhold
hos fisk i RAS (Figur 54C), mens hgyt EPA-innhold generelt reduserte Papp i den distale tarmen (Figur
54D).
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Figur 54 Tarmens barrierefunksjon vurdert som transepitelial elektrisk motstand (TER) i proksimal (A) og distal (B)
tarm, og diffusjonshastighet (Papp) for mannitol i proksimal (C) og distal tarm (D).

Ingen effekter ble observert for noen av de vurderte tarmtransportmekanismene i noen av

tarmregionene (

A
4-

Figur 55 A-D og Figur 56 A-B).
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Figur 55 Tarmens barrierefunksjon vurdert som TEP (mV) i proksimal (A) og distal (B) tarm, og SCC i proksimal (C)

og distal tarm (D).
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Figur 56 L-lysine transport i proximal (A) og distal tarm (B)
Tarmmorfologi

Det ble ikke observert noen forskjeller i tarmmorfologi vurdert ut fra slimhinnefoldlengde (Figur 57A),
bredde pa lamina propria (Figur 57B), bredde p& submucosa (Figur 57C) eller antall gobletceller per
100 um epitel (Figur 57D) i den proksimale tarmen.
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Figur 57Morfometriske resultater for den proksimale tarmen. Ingen forskjeller ble observert i tarmmorfologi vurdert
som slimhinnefoldlengde (A) (bredde pa lamina propria (B), mucosa bredde (C) eller antall gobletceller per 100 um
epitel (Figur 57D) i den proksimale tarmen.
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Figur 58 Morfometriske resultater for den distale tarmen. Ingen forskjeller ble observert i tarmmorfologi vurdert som
bredde pa lamina propria) eller antall gobletceller per 100 um epitel i den distale tarmen.

Diskusjon barrierefunksjon i tarm: EPA+-gruppen viste negative effekter pa tarmens barrierefunksjon
i resirkuleringsanlegg (RAS), men ikke i FT. | RAS forte EPA+ til redusert barrierefunksjon mot ioner i
den distale tarmen og mot molekyler i den proksimale tarmen. Den distale tarmen hos sjgvannstilpasset
fisk er essensiell for veeskeopptak, og gkt transepitelial elektrisk motstand (TER) observeres vanligvis i
denne regionen etter overgang til sjgvann (Sundell og Sundh, 2012). Denne TER-gkningen er
avgjerende for & skape en hgyosmotisk effekt som trekker vaeske fra tarmlumen til blodsiden. Falgelig
kan vaeskeopptaket veere negativt pavirket i EPA+-gruppen i RAS.

Det ble ikke observert dietteffekter pa tarmens transport av ioner eller aminosyren L-lysin, og hverken
diett eller produksjonssystem pavirket tarmmorfologien. Interessant nok ble det observert gkt
permeabilitet for molekyler selektivt hos RAS-fisk, men ikke hos fisk i FT. Mekanismene bak disse
observasjonene er ukjente og overraskende, ettersom EPA vanligvis reduserer pro-inflammatoriske
cytokiner hos vertebrater og beskytter tarmen mot inflammasjonsindusert barrierenedsettelse (Sundell
og Sundh, 2012). Signifikant hgyere prosentandel av n-6 fettsyrene 20:4n-6 (arakidonsyre, ARA) og
20:3n-6 ble funnet i proksimal tarm i EPA+-gruppene. | lever ble det observert hgyere produksjon av
proinflammatoriske eikosanoider i RAS-fisk sammenlignet med FT-fisk. Dette kan skyldes gkt frigjgring
av ARA som frie fettsyrer fra fosfolipider, som deretter kan brukes til eikosanoiddannelse. Det er mulig
at lignende prosesser forekommer i den distale tarmen, men dette krever ytterligere studier for &
bekrefte.

5.5.4 Oppsummering hovedfunn RAS/FT

o Tilvekst: Laksen i FT-systemet hadde signifikant hgyere tilvekst, sluttvekt og kondisjonsfaktor
sammenlignet med laksen i RAS.

e Fordgyelighet av mineraler: Ingen signifikant effekt av produksjonssystem pa fordgyelighet av Zn
og P.

e Stressmarkgrer: Kortisol, 53-hydrokortisol og kortison var signifikant hgyere i feces til fisk i RAS
enniFT.

¢ Nyrefunksjon: Tendens til hgyere ureakonsentrasjon i serum hos RAS-fisk. @kt EPA-innhold i
dietten forte til redusert ureakonsentrasjon i serum, seerlig i FT-systemet.

e Serum: ASAT og ALAT var hgyere i fisk i FT-systemet enn i RAS, med lavere verdier ved gkt EPA-
niva i dietten.

e Leukotriener og prostaglandiner: Hgyere konsentrasjon av LTB4 og LTBs i lever til fisk i RAS enn
i lever til FT fisk.

e Antioksidanter: Carnosol var hgyere, mens carnosic acid var lavere i lever til fisk i RAS enn i FT.
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Gjeller

e Total lipidfraksjon: Hagyere prosentandel av palmitinsyre (16:0) og arakidonsyre (ARA, 20:4n-6)
og ratio ARA/EPA i gjeller fra fisk i RAS enn i FT.

o Fosfolipider: Redusert ARA i PE og Pl hos fisk i RAS sammenlignet med FT, kan indikere frigivelse
av ARA fra PE og PI til frie fettsyrer for syntese av pro-inflammatoriske eikosanoider.

e PCJ/PE-ratio: Hgyere i RAS enn i FT.

Skinn

o Dermis tykkelse: Fisk i RAS har tykkere dermis enn fisk i FT.
e Barrierefunksjon: @kt permeabilitet for molekyler (mannose) i RAS i EPA+ gruppen

Tarm

e TER i proksimal tarm: Ingen signifikante effekter.
e TER i distal tarm: Reduserti RAS i EPA+ gruppen.
e Papp for mannitol: @kt i proksimal tarm og redusert i distal tarm hos fisk i RAS i EPA+ gruppen.
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5.6 AP 2.1.-2.3. Mettet fett og samspill med kolesterol (HI ansvarlig i samarbeid
med Skretting Al)

Medforfattere: Nini H. Sissener, Grethe Rosenlund, Thomas Larsson, Bjgrg Kristine Hundal, Haohang
Fang, dystein Seele, Antony Philip, Ingunn Stubhaug.

Mesteparten av dataene i dette kapittelet er under publisering, og artikkelen er tilgjengelig som pre-print
(ikke ferdig fagfelle-vurdert) her: «Saturated Fat and Cholesterol in Atlantic Salmon (Salmo Salar L.)
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Feeds are Important for Fish Performance, Fillet Quality and Colour by Nini Hedberg Sissener, G.
Rosenlund, Thomas Larsson, @ystein Seele, B. Ruyter, Antony Jesu Prabhu Philip, I. Stubhaug: SSRN»

Relevante figurer og tabeller er tatt direkte fra denne artikkelen og referert til som Sissener et al (2025).

Det har ogsa blitt publisert en artikkel fra dette forsgket som omhandler et tidsserie-uttak etter foring
med fokus pa absorpsjon av fettlgselige komponenter, fordgyelighet av fettsyrer og mineraler og
retensjon av mineraler som pavirket av SFA og CHOL (Fang et al., 2025). De mest interessante funnene
er gjengitt i denne rapporten, mens artikkelen i sin helhet er vedlagt, sann at man finner alle detaljer der.

5.6.1 Forsgksdesign

Malsetting: Produsere laks med ulike nivaer av mettet fett og kolesterol i kroppen

Task 2.2 Viderefgring av to ekstremgrupper for evaluering av filetkvalitet (HI ansvarlig, samarbeid
Skretting). Dette ble gkt til 4 grupper etter dialog med referansegruppen og ekstra bevilling fra FHF for
a dekke ekstra analyser, samt egenbidrag fra Skretting Al for & dekke utvidelse av antall fér og kar/fisk
i foringsforsgk).

Malsetting: To foringsgrupper viderefares i forsgk opp til ca. 3 kg for & kunne evaluere effekt av
mettede fettsyrer i dietten pa filetkvalitet.

Task 2.3 Analyser AP2 (HI ansvarlig, samarbeid Skretting, GU, Nofima)
Malsetting: Foringsforsgk med laks i sjgvann gir gkt kunnskap om hvordan mettede fettsyrer og
kolesterol i foret pavirker helse, ytelse, kvalitet og lipid og mineralsammensetning.

Introduksjon

For til oppdrettslaks (Salmo salar L.) har endret seg betydelig de siste 20 &rene, med redusert innhold
av fiskeolje og gkt bruk av planteoljer. Dette har fart til lavere nivaer av langkjedede omega-3 fettsyrer
(n-3 LC-PUFA) og hayere nivaer av fettsyrer det er mye av i planteoljer, som 18:1n-9 og 18:2n-6. Disse
endringene har veert grundig studert, men en konsekvens av redusert fiskeolje som har fatt mindre
oppmerksomhet er reduksjonen av mettet fett (SFA) og kolesterol (CHOL) i foret.

Laks er fra naturen tilpasset en diett som inneholder relativt hgye nivaer av SFA og CHOL. Selv om
disse ikke anses som essensielle neeringsstoffer, er det usikkert om laks kan produsere tilstrekkelig
mengde selv nar innholdet i foret er sveert lavt. Tidligere forskning har vist at lavt CHOL-niva i
plantebaserte dietter farer til oppregulering av kolesterolsyntese i leveren. Tilsvarende kan lave nivaer
av SFA fare til gkt endogen produksjon, noe som kan pavirke energibruk og vekst.

Et kommersielt laksefor basert pa fiskeolje inneholder normalt 22-28 % av fettsyrene som SFA, mens
dagens kommersielle norske vekstfor i snitt inneholder 16,6 % (15,1-19,4 %). SFA-nivaet i
cellemembraner holdes relativt konstant, men i filet, hvor ngytrale lipider dominerer, vil lavt SFA-niva i
foret gjenspeiles i lavere nivaer i fileten. Studier har vist at dette kan pavirke bade filetkvalitet og farge.

Malet med denne studien var & undersgke om det finnes et minimumsnivd av SFA i foret som er

ngdvendig for a opprettholde god fiskeytelse og filetkvalitet, samt undersgke mulige interaksjoner
mellom diettinnholdet av SFA og CHOL.

5.6.2 Metodikk

Diettene ble produsert ved Skretting Aquaculture Innovation (Al) sin pilotfabrikk (Stavanger, Norge).
Fem dietter ble formulert til & inneholde henholdsvis 10, 15, 20, 25 og 30 % av totale fettsyrer (FA) som
mettede fettsyrer (SFA) og ble navngitt SFA10, SFA15 osv. i henhold til deres SFA-innhold (Tabell 32).
| tillegg ble ekstra batcher av SFA10- og SFA25-diettene produsert med tilsatt kolesterol (CHOL)
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(Carbogen Amcis, Nederland), noe som resulterte i totalt syv dietter. Disse diettene ble kalt SFA10C og
SFA25C. Forsgksdesignet inkluderte dermed bade en regresjon for gkende nivaer av SFA i dietten og
et faktorielt design med hgyt/lavt SFA og hgyt/lavt CHOL.

Tabell 32 Formulering og analyse av forsgksférene, inkludert 4 mm pellets brukt fra august til desember 2021,
6 mm pellets brukt fra desember 2021 til mars 2022, og 9 mm pellets brukt fra mars 2022 til juni 2022. Tabell tatt
fra Sissener et al (2025).

SFA10 SFA10C SFA15 SFA20 SFA25 SFA25C SFA30
Ingredienser (g kg™ '), 4 mm pellets

Soya protein konsentrat 300,0 300,0 300,0 300,0 300,0 300,0 300,0
Hvetegluten 166,0 166,0 166,0 166,0 166,0 166,0 166,0
Rapsolje 164,9 164,9 152,0 123,0 93,9 93,9 65,1
Erteprotein konsentrat 72,0 72,0 72,0 72,0 72,0 72,0 72,0
Hvete 69,0 67,0 69,0 69,0 69,0 67,0 69,0
Fiskemel 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Vitamin- og mineral premix 47,5 47,5 47,5 47,5 47,5 47,5 47,5
Camelinaolje 41,0 41,0 27,1 24,3 21,5 21,5 18,7
Solsikkemel 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Fababgnner (dehulled) 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Guar mel 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Croda olje 15,5 15,5 - - - - -
Veramaris olje 11,9 11,9 30,7 30,7 30,7 30,7 30,7
Palmeolje - - 23,5 55,4 87,1 87,1 118,8
Yttrium premix 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Vann 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Astaxanthin 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Kolesterol - 2,2 - - - 2,2 -
Analyserte verdier av utvalgte naeringsstoffer, 4 mm pellets
Kolesterol, mg kg~1 509 2307 242 226 234 2384 217
2 SFA, % av TFA 10,3 10,4 14,0 19,3 24,0 23,7 28,3
16:0, % av TFA 6,5 6,6 10,1 14,9 19,2 19,0 23,2
18:0, % av TFA 2,2 2,2 2,2 2,6 3,0 3,0 3,3
> MUFA, % av TFA 50,4 50,2 48,6 46,0 43,4 43,6 41,2
18:1n-9, % av TFA 42,9 42,9 42,6 40,8 38,9 39,1 37,4
> n-6, % av TFA 19,9 20,1 19,0 17,8 16,6 16,7 15,7
18:2n-6, % av TFA 19,0 19,2 18,1 16,9 15,8 15,9 14,9
20:4n-6, % av TFA 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
> n-3, % av TFA 18,3 18,2 17,0 15,6 14,3 14,3 13,1
18:3n-3, % av TFA 10,3 10,3 8,6 7,2 5,9 6,0 4,7
EPA, % av TFA 2,0 2,0 2,4 24 24 2,4 2,4
DHA, % av TFA 5,2 5,2 5,3 5,3 5,3 5,3 5,3
EPA + DHA, % av TFA 7,2 7,1 7,7 7,7 7,8 7,7 7,7
n-6/n-3 1,1 1,1 1,1 11 1,2 1,2 1,2
Fett, g kg™ 1 268 271 274 274 277 275 274
Protein, g kg™? 452 459 453 461 461 459 444
Aske, g kg? 46 44 45 45 47 44 45
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Vanninnhold, g kg~*

SFA10
73

Ingrediens (g kg™ '), 6 mm pellets

Soya protein konsentrat
Hvetegluten

Rapsolje

Erteprotein konsentrat
Hvete

Fiskemel

Vitamin- og mineral premix
Camelinaolje
Solsikkemel
Fababgnner (dehulled)
Guar mel

Croda olje

Veramaris olje
Palmeolje

Yttrium premix

Vann

Astaxanthin

Kolesterol

Analyserte verdier av utvalgte naeringsstoffer, 6 mm pellets

Kolesterol, mg kg~

Z SFA, % av TFA
16:0, % av TFA
18:0, % av TFA

>~ MUFA, % av TFA
18:1n-9, % av TFA
2 n-6, % av TFA
18:2n-6, % av TFA
20:4n-6, % av TFA
2 n-3, % av TFA
18:3n-3, % av TFA
EPA, % av TFA
DHA, % av TFA
EPA +DHA, % av TFA
n-6/n-3

Fett, g kg™ ?

Protein, g kg™*
Aske, g kg1
Vanninnhold, g kg™?

280,0
168,2
120,0
60,1
60,0
52,3
50,4
50,0
50,0
46,7
20,0
17,8
11,8
11,3
1,0
0,5

370
10,5
6,6
2,2
49,7
41,4
19,5
18,6
0,4
19,0
111
2,2
4,9
7,1
1,0
292
421
44
68

Ingredienser (g kg™1, 9 mm pellets

Soya protein konsentrat

Hvetegluten

258,3
203,2

SFA10C SFA15

67

280,0
168,2
120,0
60,1
57,8
52,3
50,4
50,0
50,0
46,7
20,0
17,8
11,8
11,3
1,0
0,5
2,2

2116
10,4
6,5
2,2
49,6
41,4
19,6
18,7
0,4
19,2
11,3
2,2
4,9
7,0
1,0
290
418
44
69

258,3
203,2

71

SFA20
67

SFA25
67

280,0
90,0
120,0
98,6
37,9
60,0
52,3
50,4
50,0
50,0
46,7
20,0
31,3

11,3
1,0
0,5

296
23,7
18,9
3,0
43,6
38,0
16,3
15,5
0,2
15,2
6,9
2,6
4,7
7,3
11
294
410
45
73

258,3
78,6

SFA25C
73

280,0
90,0
120,0
98,6
37,9
57,9
52,3
50,4
50,0
50,0
46,7
20,0
31,3

11,3
1,0
0,5
2,2

2174
24,2
19,3
3,0
43,1
37,6
16,1
15,3
0,2
151
6,7
2,6
4,8
7,4
11
296
413
44
70

258,3
78,6

o Nofima

SFA30
74
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SFA10 SFA10C SFA15 SFA20 SFA25 SFA25C SFA30

Rapsolje 1449 1449 - - 1449 1449 -
Erteprotein konsentrat - - - - 131,3 131,3 -
Hvete 71,2 69 - - 71,2 69 -
Fiskemel 65 65 - - 55,4 55,4 -
Vitamin- og mineral premix 60 60 - - 60 60 -
Camelinaolje 445 445 - - 445 44,5 -
Solsikkemel 50 50 - - 50 50 -
Fababgnner (dehulled) 40 40 - - 40 40 -
Guar mel 26,7 26,7 - - 39,2 39,2 -
Croda olje 20 20 - - 20 20 -
Veramaris olje 9,8 9,8 - - - - -
Palmeolje 5 5 - - 5 5 -
Yttrium premix 1 1 - - 1 1 -
Vann 0,5 0,5 - - 0,5 0,5 -
Astaxanthin - 2,2 - - - 2,2 -

Analyserte verdier av utvalgte naeringsstoffer, 9 mm pellets

Kolesterol, mg kg~ 419 2142 - - 321 2279 -
2 SFA, % of TFA 10,3 10,4 - - 25,8 26,4 -
16:0, % av TFA 6,7 6,7 - - 20,9 21,5 -
18:0, % av TFA 2,1 2,1 - - 3,1 3,1 -
> MUFA, % av TFA 50,6 50,4 - - 41,7 41,2 -
18:1n-9, % av TFA 42,7 42,4 - - 36,0 35,7 -
2 n-6, % av TFA 19,0 19,0 - - 15,6 15,4 -
18:2n-6, % av TFA 18,0 17,9 - - 14,6 14,4 -
20:4n-6, % av TFA 0,3 0,3 - - 0,3 0,3 -
> n-3, % av TFA 18,9 19,0 - - 15,3 15,4 -
18:3n-3, % av TFA 11,0 11,0 - - 7,1 7,1 -
EPA, % av TFA 1,9 1,9 - - 2,0 2,0 -
DHA, % av TFA 5,2 53 - - 5,4 5,5 -
EPA + DHA, % av TFA 7,1 7,2 - - 7,4 7,5 -
n-6/n-3 1,0 1,0 - - 1,0 1,0 -
Fett, g kg™ 327 331 - - 336 331 -
Protein, g kg™? 391 393 - - 384 381 -
Aske, g kg? 44 43 - - 42 45 -
Vanninnhold, g kg™? 65 67 - - 66 68 -

SFA; Mettede fettsyrer (FA), TFA, totale fettsyrer, EPA; eikosapentaensyre, DHA; dokosaheksensyre, MUFA; enumettede
fettsyrer.

Forene ble produsert hovedsakelig med kommersielt relevante ingredienser. Ettersom fiskeolje
inneholder en betydelig mengde SFA, ble det ikke brukt fiskeolje, og EPA og DHA ble i stedet tilfart
gjennom Veramaris-algeolje (Veramaris®, AX Delft, Nederland) samt noe Croda-olje (marint konsentrat
av EPA og DHA, IncromegaTM E1050, Croda Pharma, UK) for SFA10-férene. Veramaris-olien
inneholdt en liten mengde SFA, noe som betydde at SFA-nivaet ikke kunne reduseres helt til 10 % ved
bruk av denne oljen som eneste kilde til EPA og DHA. SFA-gradienten i diettene ble oppnadd ved
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gradvis a erstatte palmeolje (som har hgyt SFA-innhold) med en kombinasjon av rapsolie og
camelinaolje.

Hvetemel ble fiernet fra dietter med tilsatt kolesterol, men ellers var proteinblandingen lik i alle dietter,
og alle férene inneholdt 5 % fiskemel av den totale formuleringen. Forene ble formulert for & tilfredsstille
alle kjente erneeringsbehov hos Atlantisk laks. Yttriumoksid ble tilsatt som en inert markgr for beregning
av fordgyelighet av naeringsstoffer i foret. Den komplette férformuleringen er vist i Tabell 32.

Tre for-batcher ble produsert, ettersom pelletstarrelsen matte gkes etter hvert som fisken vokste: 4 mm
pellets for alle syv dietter, samt 6 mm og 9 mm pellets for de fire diettene som ble brukt i andre fase av
forsgket (SFA10, SFA10C, SFA25 og SFA25C). Sammensetningen for 6 mm og 9 mm férene var
tilsvarende 4 mm forene, men med en liten reduksjon i proteininnhold og en gkning i fettinnhold, i trad
med vanlig praksis i kommersielle for, ettersom proteinbehovet avtar nar fisken blir starre.

Sammensetningen av makroneeringsstoffer var sveert lik mellom alle diettene innen hver pellet-batch
(Tabell 32). De faktiske verdiene for SFA i de ulike diettene var nzer de formulerte nivaene og ga et
spenn pa 10-28 % SFA av totale fettsyrer. Kolesterolinnholdet var <500 mg/kg i alle dietter med lavt
CHOL-innhold og >2100 mg/kg i dietter med hgyt CHOL-innhold. For diettene uten tilsatt kolesterol var
CHOL-nivaet konsekvent litt hgyere i SFA10-dietten, sannsynligvis pa4 grunn av en liten mengde
kolesterol til stede i Croda-oljen som ble brukt. EPA- og DHA-nivaene var like pa tvers av diettene innen
hver pellet-batch, mens det var en svak gradient i bade totalt n-6, totalt n-3 (pa grunn av en gradient i
18:3n-3) og totalt enumettede fettsyrer (MUFA), i motsatt retning av SFA.

Fiskeforsgk

Forsgket ble utfart ved Skretting Al Lerang Forskningsstasjon (Strand, Norge) i samsvar med
retningslinjene fra den norske statens komité for forsgksdyr. Nasjonale mattrygghetsmyndigheter
godkjente protokollen (identifikasjonsnummer: FOTS ID 15387). Fiskegruppen som ble brukt bestod av
hunnlaks av atlantisk laks (Benchmark Genetics, Stofnfiskur, Island, befruktet 26.03.2020), vaksinert
med Alpha Ject micro 6 ca. tre maneder fer forsgket.

Forsgket var delt inn i to faser. | farste fase ble fisken féret med syv forskjellige eksperimentelle dietter,
mens i andre fase ble fire dietter benyttet. | september 2021 ble fisken akklimatisert i 14 dager i sirkuleere
tanker (& 1 m, 450 L), der de ble féret med et kommersielt Skretting-for (Spirit Supreme Plus 75/70A,
3 mm pellets). Etter to ukers akklimatisering ble all fisk veid og sortert 16. september. De syv
eksperimentelle diettene ble gitt fra 18. september til 15./16. desember i triplikate kar (Figur 59), med
90 fisk per kar ved oppstart av forsgket. Karene hadde gjennomstrgmmende sjgvann ved 12 °C, og
fisken ble eksponert for kontinuerlig lys (24 t) gjennom hele forsgket.

92



Experimental time line:

10% SFA 10%+CH 15%  20% 25% 25%+GH 30% SFA

Y Y
J

10% SFA 10%+CH 25% 25%+CH
YA
N

Sept-21 Oct-21 Dec-21 March-22 June-22
~165 g fish ~357 gfish ~524 gfish ~1332 gfish ~2677 g fish
4mm pellet 6mm pellet 9mm pellet

Figur 59 Oversikt over det eksperimentelle oppsettet. Forsgket startet i september 2021, med 7 dietter (5 nivaer
av SFA, og to av disse ogsd med tilsatt CHOL) gitt til triplikate kar. Fiskene ble veid i oktober for & vurdere vekst,
for omfattende provetaking fra alle diettgrupper i desember. Etter denne pravetakingen ble kun fire diettgrupper
viderefart (SFA10, SFA10C, SFA25, SFA25C) i duplikate kar og foret med 6 mm pellets. | mars 2022 ble alle
fisk veid, og pelletstarrelsen ble endret fra 6 mm til 9 mm. Den siste prevetakingen ble giennomfart i juni 2022,
etter totalt 9 maneder med féring. Fra Sissener et al, 2025.

Fisken ble foret til metthet, med en estimert overforing pa 10 % for & sikre at vekstpotensialet til forene
ble fullt utnyttet, ved bruk av automatiske féringssystemer (Hglland Teknologi AS, Sandnes, Norge).
Foringen ble utfgrt tre ganger daglig, med maltider som varte i to timer (07:30-09:30, 12:00-14:00, 18:00-
20:00). Innsamling av eventuelt ikke spist for ble gjort 30 minutter etter at hvert maltid var ferdig (for det
tredje maltidet i 1 m-karene ble dette gjort dagen etter) for & overvéake féropptaket. Standard driftsrutiner
ved forskningsstasjonen ble fulgt.

| den andre delen av forsgket, hvor kun fire diettgrupper (SFA10, SFA10C, SFA25, SFA25C) ble testet,
ble gjenveerende fisk fra fgrste fase merket med pit-tag (RFID Solutions AS, Stavanger, Norge)
16. desember (etter prgvetaking). Forsgket ble deretter flyttet til starre sirkuleere kar (@ 3 m, 7000 L),
der hvert kar startet med 102 fisk og endte med 79 fisk. Av disse var 58 fisk fra de opprinnelige
diettgruppene som er rapportert i denne studien, mens de resterende 44 fiskene per kar kom fra andre
diettgrupper og ble kun holdt i karene for a opprettholde optimal tetthet gjennom forsgket.

De fire ulike diettene ble gitt i duplikate kar i denne fasen. Foéringen ble utfgrt som tidligere beskrevet,
men med to maltider per dag (07:30-09:30 og 12:00-14:00). 6 mm pellets ble brukt fra desember til
15. mars, og 9 mm pellets fra mars til juni.

Prgvetaking

Ved oppstart av forsgket ble all fisk veid (164,7 g, SD 20,5). Etter omtrent 7 uker med fbring
(9. november) ble all fisk veid pa nytt for & beregne for- og vekstparametere. Hovedprgvetakingen ble
utfart etter 3 maneder med foring (15.—16. desember) for alle syv diettgrupper, og etter 9 maneder med
féring (15.-16. juni) for de fire diettgruppene som ble brukt i andre del av forsgket. | mars, da
pelletstarrelsen ble endret, ble all fisk veid for & evaluere for- og vekstparametere. | tillegg ble det tatt ut
hele fisker og homogenisert i forbindelse med veiingen 9. november. Det ble ogsa gjennomfart et
tidsuttak, med uttak av plasma og tarm fra fisk i SFA10, SFA10C, SFA25 og SFA25-gruppene etter 48 t
faste, og deretter pa ulike tidspunkt fra 1,5 til 36 t etter foring, beskrevet i detalj i Fang et al. (2025).

Den prgvetatte fisken ble avlivet med en overdose av bedgvelsesmiddel (Tricaine Pharmag, 0,2 g/l).
Far pragvetaking ble fisken sultet i 24 timer. Under prgvetakingen i desember ble all fisk veid, og
gaffellengde ble malt (144-150 fisk per diettgruppe). Homogenater av samleprgver fra muskel (Norsk
kvalitetskutt, NQC) ble laget med muskel fra 6 fisk per kar, for analyse av fettsyrer, totalt lipid, kolesterol
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og astaxantin. Slgyd vekt ble registrert for 6 fisk per kar og brukt til & beregne slakteutbytte (vekt av
slgyd fisk i % av total vekt). Homogeniserte prgver av hele fisk ble laget fra 5 fisk per kar (samleprgver).

Fisken som ble brukt i andre del av forsgket (desember—juni) ble individuelt veid ogsa i mars (da
pelletstarrelsen ble endret fra 6 mm til 9 mm) og i juni (ved sluttuttak). P& grunn av PIT-merking ble
disse dataene ogsa brukt til & beregne vektgkning og veksthastighet for hver enkelt fisk. Fisk med en
veksthastighet pa <40 % av gjennomsnittlig veksthastighet i populasjonen ble ekskludert; dette gjaldt to
fisk i perioden desember—mars (gruppene SFA10C og SFA25C) og tre fisk i perioden mars—juni
(gruppene SFA10, SFA25, SFA25C).

Ved sluttuttaket i juni ble kun fisk som hadde fatt samme diett fra forsgksstart (september—juni) tatt
pragver av til videre analyser og evaluering. | juni ble NQC (venstre side) fra 20 individuelle fisk prgvetatt
per tank og homogenisert individuelt. For vurdering av vaesketap ble tre filetstykker (50 g + 10 g) skaret
ut like foran NQC-omradet. Disse ble veid og plassert i en forhandsveid ziplock-pose med absorberende
pute. Filetstykkene ble holdt pa is under prgvetakingen av hvert kar og deretter frosset ved -20 °C.

Digital SalmoFan™ (Salmon App versjon 2.1.1, DSM-Firmenich, Sveits) ble brukt til & male pigmentering
i 20 fisk per tank (40 per diettgruppe), og ga en skar mellom 20 (lyserad) og 34 (mgrkergd). Hver filet
ble skannet 6 ganger (ulike steder innenfor NQC), og gjennomsnittet av skanningene ble brukt som
verdien for den individuelle fileten.

Videre ble filetens farge malt med Minolta Chroma Meter (CR-400 Minolta, Konica Minolta Sensing Inc.,
Japan) pa seks steder pa fileten (merket A-F, se Figur 60), for 20 fisk per tank (40 per diettgruppe,
samme fisk som brukt for SalmoFan). Dette ga L*, a* og b*-verdier, der L* representerer lyshet (hgyere
L*-verdi betyr lysere farge), a* representerer rgdhet (hgyere a*-verdi betyr rgdere farge), og b*
representerer gulhet (hayere b*-verdi betyr mer gul farge).

nac J] sac

Figur 60 Filetseksjoner for méling med Minolta Chromo Meter
Foranalyser

Foranalyser ble utfgrt ved Skretting Al Laboratory (Stavanger, Norge). Totalt nitrogen ble bestemt ved
bruk av Kjeldahl-metoden, og raprotein ble beregnet som N x 6,25 (NMKL, 2003). Totalt fett ble malt
ved NMR (NMKL, 2014). Fuktighet ble malt gravimetrisk etter tgrking ved 103 °C i 24 timer
(NMKL, 1991), og aske ble malt etter forbrenning av praven ved 550 °C i 16-18 timer (NMKL, 1991).
Fettsyreanalyse ble utfart etter metylering av fettsyrene i metanolisk HCI og ekstraksjon i heksan (Grahl-
Nielsen og Barnung, 1985). Fettsyresammensetningen ble bestemt etter separasjon av metylestere i en
gasskromatograf (Scion 436 GC med CP-8400 autosampler, Scion Instruments, Livingstone, UK).
Kolesterol ble analysert ved HPLC-metoden av Masterlab (Boxmeer, Nederland).
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Protein ble beregnet som N x 6,25. Totalt fett i filet ble malt gravimetrisk etter syrehydrolyse og
ekstraksjon med dietyleter, mens fettsyrer ble analysert ved GLC (gas liquid chromatography) (Lie og
Lambertsen, 1991). Tarrstoff og aske ble malt gravimetrisk etter tgrking ved 104 °C i 24 timer og
forbrenning ved 550 °C i 16-18 timer. For fettsyreanalyse ble lipider ekstrahert ifalge Folch-metoden
(Folch et al., 1957). Astaxantin i fileten ble analysert ved en akkreditert normalfase HPLC-metode med
deteksjon ved 470 nm (@rnsrud et al., 2004).

Vaesketap og fasthet av filet

Etter & ha veert fryst i ~2 maneder ble filetsnittene tint over natten ved 12 °C. Etter tining ble pravene
tarket kort med en absorberende pad fgr bade filetstykket og posen med pad ble veid. Prgvene ble
deretter frosset igjen og sendt til Nofima for testing av fasthet av filet. Instrumentell teksturanalyse for
fasthet av fileten ble utfgrt ved bruk av Texture Analyzer TA.XTplus100C (Stable Micro Systems Ltd.,
Surrey, UK) med en 30 kg lastcelle og en sylinderformet probe (2 0,5, type P/0.5).

Beregninger

Spesifikk vekstrate (SGR) % = [Ln(sluttvekt)-Ln(startvekt) ] x 100/dager
Kondisjonsfaktor (K) = (bw/fl®) x 100 (bw = kroppsvekt, fl = fork length/ gaffellengde)
Forutnyttelse (FCR) = totalt férinntak/(sluttbiomasse—startbiomasse)

Neeringsstoffretensjon = [(sluttbiomasse x sluttkonsentrasjon av naeringsstoff)—(start
biomasse x startkonsentrasjon av  neaeringsstoff)] x 100/(Totalt  férinntak x konsentrasjon  av
naeringsstoff i for).

Statistikk

Statistisk analyse ble utfgrt ved bruk av programvaren Statistica (Versjon 13; Statsoft, Tulsa, OK, USA).
One-way ANOVA med Tukey’'s HSD som post-hoc test ble brukt for sammenligning mellom alle
diettgrupper, mens toveis ANOVA ble brukt for & undersgke effekten av hayt/lavt SFA og hgyt/lavt
CHOL. P-verdier < 0,05 ble ansett som statistisk signifikante, men litt hgyere p- verdier diskuteres som
trender der disse anses som biologisk relevante.

5.6.3 Resultat og diskusjon A2 mettet fett og kolesterol: Vekst, forinntak, retensjon,
fettsyresammensetning

Vekst

| lgpet av de farste 7 ukene av forsgket var det en (ikke statistisk signifikant) tendens til at lavt SFA i
kombinasjon med lavt CHOL farte til redusert féropptak og vekst (Tabell 33). Férutnyttelsesgrad (FCR)
var ikke signifikant forskjellig mellom gruppene, men det var en ikke-signifikant tendens til forbedret FCR
med tilsatt CHOL, mens SFA10-gruppen hadde det numerisk hgyeste FCR. For individuelle vekter pa
dette tidspunktet hadde SFA10-gruppen signifikant lavere vekter enn alle andre diettgrupper, og toveis
ANOVA viste en sterkt signifikant interaksjonseffekt mellom SFA og CHOL, samt en effekt av CHOL. Et
lignende mgnster ble observert for kondisjonsfaktor (CF), med lavere CF i SFA10-gruppen
sammenlignet med de fleste andre grupper, og signifikante effekter av CHOL og interaksjonen
SFA*CHOL. Det ble ikke observert signifikante forskjeller i lengde.
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Tabell 33 Fiskens ytelse i lgpet av de fgrste tre manedene av forsgket (september — desember), hvor alle 7 dietter
ble gitt til triplikate kar med atlantisk laks. SGR, férinntak og FCR er oppgitt per kar (n=3) og separert for de to
periodene fra september—november og november—desember. Superskript bokstaver indikerer signifikante
forskjeller mellom individuelle diettgrupper, pavist ved enveis ANOVA, mens de tre kolonnene til hgyre viser
resultatene fra toveis ANOVA med hgy/lav SFA og hgy/lav CHOL som kategoriske faktorer (kun data fra gruppene
SFA10, SFA10C, SFA25 og SFA25C er inkludert). SGR, forinntak og FCR er beregnet per tank (n=3 per
diettgruppe). November: vekt, lengde og CF er basert pa data fra 163-165 fisk per diettgruppe. Desember: vekt,
lengde og CF er basert pa data fra 144-150 fisk per diettgruppe. Utbytte (vekt av slayd fisk i % av totalvekt) er

basert pa data fra 6 fisk per kar (18 fisk per diettgruppe).

SFA10 SFA10C SFA15 SFA20 SFA25 SFA25C SFA30 ANOVA ANOVA Inter-
SFA CHOL action

Initial weight (Sept 16%)

Weight,g 163,8 + 166,2 + 165,2 + 164,2 + 163,8 + 165,7 + 163,7 + n.s. n.s. n.s.
20,5 19,6 20,1 21,5 20,2 21,1 20,3

November 9" (after 50 feeding days, ~7 weeks)

Weight,g 332,5% 364,4 £ 3653+ 354,7 364,0 £ 3625+ 3572+ n.s. p=0,0005 p=0,0008
43,32 50,3" 53,2° 48,9° 49,8° 53,3° 44,2°

SGR 1,43 £ 1,58 £ 1,60 £ 1,54 1,60 + 1,58 + 1,57 £ n.s., n.s. n.s.,
0,04 0,12 0,15 0,05 0,13 0,02 0,05 p=0,13 p=0,14

Length 306+38 31,1+14 31,1+15 306+14 309+16 309+15 30,8+1,3 n.s. n.s. n.s.

CF 1,18 + 1,22 + 1,21 + 1,24 + 1,24 + 1,22 1,22 + n.s. p=0,02 p=0,04
0,122 0,142 0,06° 0,16° 0,16b 0,08 0,09°

Feed 1,15+ 1,22 + 1,23+ 1,19+ 1,25+ 1,22 + 1,24 + n.s., n.s. n.s.,

intake 0,02 0,08 0,06 0,02 0,05 0,02 0,04 p=0,10 p=0,11

FCR 0,81 % 0,77 £ 0,77 = 0,77 = 0,78 = 0,77 £ 0,79 n.s. n.s., n.s.
0,01 0,01 0,03 0,02 0,03 0,00 0,00 p=0,11

December 15"-16" (total 83-84 feeding days, ~12 weeks)

Weight,g 487,9+ 528,7 £ 537,9 + 525,6 + 543,0 + 533,1+ 512,7 p<0,0001 p=0,01 p<0,0001
63,4a 86,5bc 81,5bc 76,2bc 76,1c 76,9bc 62,6ab

SGR 1,15+ 1,10 + 1,16 + 1,19+ 1,22 + 1,15+ 1,10 + n.s., n.s. n.s.
0,02 0,09 0,08 0,04 0,05 0,05 0,04 p=0,12

Length 33,8+ 34,3+ 345+ 34,1+ 34,4+ 345+ 34,3+ p=0,0007 p=0,03 n.s.
1,6a 1,7ab 1,6b 1,6ab 1,6b 2,6b 2,5ab

CF 1,26 + 131+ 131+ 1,32+ 1,32+ 1,29+ 1,28+ n.s., n.s. p<0,0001
0,09a 0,20b 0,07b 0,10b 0,08b 0,07ab 0,13ab p=0,06

Yield% 88,8 + 88,5+ 89,5 + 89,4 + 88,6 + 88,5 + 90,1 + n.s. n.s. n.s.
0,7a 1,1a 1,1ab 1,0ab 1,0a 0,6a 1,3b

Feed 1,05+ 1,01+ 1,06 £ 1,07 £ 1,12+ 1,07 £ 1,05+ n.s., n.s. n.s.

intake 0,03 0,08 0,06 0,03 0,04 0,02 0,04 p=0,053

FCR 0,91 + 0,92 + 0,92+ 0,91+ 0,92+ 0,93 + 0,95 + n.s. n.s. n.s.
0,02 0,03 0,01 0,03 0,02 0,02 0,02

Initial weight: 164,7 g. Unit feed intake = %/day. SGR; Specific growth rate, RGI; Relative growth index, CF; condition factor,

FCR; feed conversion ratio. Tabell fra Sissener et al, 2025.

Ved sluttuttaket av alle syv diettgruppene (desember, etter 12 ukers foring), ble det observert en tendens
til redusert féropptak og redusert veksthastighet ved lavt SFA (p=0,053), uten noen indikasjon pa
interaksjon med CHOL. FCR var ikke signifikant forskjellig mellom gruppene. Fiskens vekt pa dette
tidspunktet ble signifikant pavirket av bade diettens SFA-innhold, CHOL-innhold og interaksjonen
mellom disse (Tabell 33). Begge faktorene reduserte sluttvektene nar de var lave i diettene, mens
kombinasjonen av lavt SFA og lavt CHOL hadde stgrst negativ innvirkning pa fiskevekten.

Ser man pa alle de syv diettgruppene, hadde de fleste gruppene signifikant hgyere vekter enn SFA10-
gruppen, med unntak av SFA30, som hadde en mellomposisjon. SFA30 hadde ogsa signifikant lavere
vekter enn den best presterende gruppen, SFA25. Lengden var ikke signifikant forskjellig mellom
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gruppene, mens CF var signifikant lavere i SFA10-gruppen enn i de fleste andre grupper, noe som ogsa
resulterte i signifikante effekter av CHOL og SFA*CHOL i toveis ANOVA. Slakteutbytte (“gutted weight”
i % av totalvekt) ble ikke pavirket av hovedfaktorene SFA eller CHOL, men ved sammenligning av
enkeltgrupper hadde SFA30-gruppen signifikant bedre slakteutbytte enn flere av de andre

diettgruppene.

Den tilsynelatende retensjonen av SFA-palmitinsyre (16:0) gkte med synkende SFA i féret (Figur 61),
med omtrent 130 % i SFA10-gruppene (95 % konfidensintervall: 111-146 % for disse to gruppene),
~106 % i SFA15-gruppen, og tilsynelatende stabil rundt 69—82 % for de andre gruppene (SFA20-30).
Dette stgtter hypotesen om endogen produksjon av 16:0 i gruppene med lavt SFA, siden verdier over
100 % ikke kan veere tilfgrt gjennom dietten alene.

16:0 retention CHOL retention with 95% C.I.
2007 Two-way ANOVA: ]
SFA: p=0.0002 °
B 150 i e Chol: n.s. S 400-
c SFA*Chol: n.s. S
2 £ 300+
S 100- b b b g
£ 5 S 2004
-
& 50 Q
© = I -
= 5 100
0- 0-
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Figur 61 Retensjon av 16:0 og kolesterol. Tilsynelatende retensjon (okning av neeringsstoff i % av mengden
inntatt neeringsstoff) i féringsperioden fra november — desember for den mettede fettsyren 16:0 og kolesterol
(CHOL). Retensjon av 16:0 vises for alle diettgrupper (gjennomsnitt og standardavvik), med bokstaver som
indikerer forskjeller pavist ved enveis ANOVA, og resultater fra toveis ANOVA vist i boksen. For CHOL
sammenlignes de fem diettgruppene uten tilsatt CHOL (lowCHOL) og de to gruppene med tilsatt CHOL
(highCHOL), hvor figuren viser gjiennomsnitt og 95 % konfidensintervall. Figur fra Sissener et al, 2025.

Gjennomsnittlig retensjon av CHOL i gruppene uten tilsatt CHOL var 352 %, sammenlignet med 43 % i
gruppene med tilsatt CHOL. 95 %-konfidensintervallene viser tydelige forskjeller mellom gruppene med
hgyt og lavt CHOL, og at gruppen med lavt CHOL ligger godt over 100 %, noe som indikerer hgy

endogen produksjon.

| lgpet av de siste 6 manedene av forsgket ble signifikante effekter observert for de fleste
vekstparametere (Tabell 34). Mens vektdata for all fisk i desember er gitt i Tabell 33, er vektene i
desember for fiskene som inngikk i andre fase av forsgket ogsa inkludert i Tabell 34, for & kunne falge
deres videre utvikling. Ved starten av andre fase (desember) var vektene signifikant redusert bade av
lavt SFA, lavt CHOL og deres interaksjon, noe som betydde at fisk foret med lave nivaer av begge

faktorene (SFA10) var de minste.
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Tabell 34 Ytelsen til atlantisk laks féret med fire dietter med hay/lav SFA og CHOL i et faktorielt forsaksdesign,
desember — juni. Resultatene er oppgitt som gjennomsnitt og standardavvik, samt statistiske resultater fra en toveis
ANOVA med hay/lav SFA og hay/lav CHOL som kategoriske faktorer. Vektdata (desember, mars og juni) er basert
pa alle fisk i denne delen av forsgket (110116 fisk per diettgruppe), og SGR samt vektokning i % er ogsa beregnet
for hver enkelt fisk individuelt (p& grunn av PIT-merker). RGI, férinntak og FCR er oppgitt for hele perioden fra
desember — juni og er beregnet per tank (n=2 per diettgruppe). Lengde, CF og slakteutbytte i juni er basert pd 40
fisk per diettgruppe.

SFA10 SFA10C SFA25 SFA25C :\\[0)V7 ANOVA Interaction
SFA Chol

Weight, Dec, g 486 + 64 526 + 82 539 + 80 529+ 72 p<0,0001 p=0,03 p=0,0003

SGR, Dec-March 1,10+0,14 1,02+0,16 1,04+0,15 1,09+0,14 n.s. n.s., p<0,0001
p=0,17

Gain %, Dec- 170 £ 32 150 + 34 155+ 31 165 + 31 n.s. n.s., p<0,0001

March p=0,13

Weight, March, g 1315+236 1313+240 1364 +229 1401+221 p=0,002 n.s. n.s.

SGR, March-June 0,72 +0,13 0,76 £0,15 0,76 +0,15 0,77 +0,11 p=0,03 n.s., n.s.
p=0,07

Gain %, March- 97 + 23 104 + 28 105 + 26 106 + 21 p=0,04 n.s., n.s., p=0,12

June p=0,08

Weight, June, g 2563 +434 2650 +522 2774 +505 2842 +460 p<0,0001 n.s., n.s.
p=0,09

Length, June,cm 57,6+6,4 558+20 56,9+25 57,9+4,6 n.s. n.s. n.s., p=0,06

CF, June 1,46+0,28 1,59+0,10 1,57+0,08 1,53%0,20 n.s. n.s. p=0,006

Yield %, June 872+1,3 87,3+52 88,2+1,3 87,8+1,2 n.s., n.s. n.s.

p=0,13

SGR; Specific growth rate, CF; condition factor. Yield = gutted weight as % of total weight. Tabell fra Sissener et al, 2025.

| perioden desember-mars ble det observert en viss kompenserende vekst i denne gruppen (SFA10),
noe som resulterte i hgyere spesifikk vekstrate (SGR) og vektgkning (signifikant effekt av SFA*CHOL).
Likevel var vektene i mars signifikant lavere for gruppene med lavt SFA sammenlignet med gruppene
med hgyt SFA. Fra mars til juni ble redusert vekst observert ved lavt diett-SFA, og sluttvektene var
signifikant lavere i gruppene med lavt SFA. Nar det gjelder CHOL, var effektene pa vekst mindre tydelige
enn for SFA, med tendenser eller signifikante effekter pa enkelte tidspunkter, hovedsakelig som
interaksjonseffekter med SFA, men uten et konsekvent mgnster.

Ved sluttuttaket var det en tendens (p=0,09) til gkt sluttvekt hos fisk som fikk tilsatt CHOL, med en
lignende tendens til forbedret vekst i perioden frem til slutten av forsgket. For CF var det en sveert
signifikant interaksjonseffekt mellom SFA og CHOL, der fisk med lave nivaer av begge faktorene hadde
lavere CF. Den reduserte veksten ved lavt SFA skjedde til tross for gkt férinntak i disse gruppene, noe
som ogsa ferte til gkt FCR (Figur 62).
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Feed intake Feed conversion ratio
1.2 Two-way ANOVA: 1.2+ Two-way ANOVA:
SFA: p=0.045 SFA: p=0.025
Chol: n.s. (p=0.10) Chol: n.s. (p=0.09)
1.0 SFA*Chol: n.s. (p=0.056) 1.0 SFA*Chol: n.s.
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Figur 62 Foérinntak (enhet: % av kroppsvekt/dag) og forutnyttelsesgrad (FCR) i den andre fasen av forsgket fra
desember — juni. Data er presentert som gjennomsnitt + standardavvik. De fire diettgruppene er SFA10; som
inneholder 10 % mettet fett (SFA) som andel av totale fettsyrer, SFA10C; 10 % SFA med tilsatt kolesterol (CHOL),
SFA25; 25 % SFA og SFA25C; 25 % SFA med tilsatt CHOL. Figur fra Sissener et al, 2025.

Filetanalyser

| desember var det ingen forskjeller mellom diettgruppene i fettinnhold, totalt fettsyreinnhold eller
kolesterolniva i fileten (Tabell 35). Det var imidlertid store forskjeller i fettsyreprofilen i fileten. Bortsett
fra DHA var gruppene med lavt SFA og hgyt SFA generelt forskjellige i de fleste fettsyrer, noe som
reflekterte forskjellene i diettene. Total SFA i fileten varierte fra 12,5 til 23,8 % av totale fettsyrer (TFA),
sammenlignet med 10,5 til 28,3 % i forene. Dette gjenspeilte férene, men med noen modifikasjoner. De
tre gruppene med lavest SFA i fér hadde hgyere relative nivaer i fileten enn i féret, mens det motsatte
var tilfellet for de fire gruppene med hgyest SFA i for. Andre fettsyreklasser i fileten lignet tett pa
diettkomposisjonen, mens DHA skilte seg ut ved & ha hgyere nivaer i filetene enn i férene i alle
diettgrupper, med hayest niva observert i SFA30-gruppen. Diett-CHOL pavirket nivdene av 18:2n-6,
20:4n-6, total n-6 og 18:3n-3 i fileten, som alle var noe hgyere med tilsatt CHOL.
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Tabell 35 Resultater for fettsyreprofil i muskel (% av totale fettsyrer), totale fettsyrer, fett, kolesterol og astaxantin
etter 3 maneder med foring av de 7 eksperimentelle diettene (desember). Analysert pd sammenslétte prover per
kar (n=3 per diettgruppe), der hver samleprave bestar av NQC fra 6 fisk. Superskript bokstaver indikerer signifikante
forskjeller mellom individuelle diettgrupper, pavist ved enveis ANOVA, mens de tre kolonnene til hayre viser
resultatene fra toveis ANOVA med hay/lav SFA og hay/lav CHOL som kategoriske faktorer (kun data fra gruppene
SFA10, SFA10C, SFA25 og SFA25C er inkludert). Alle verdier er oppgitt som gjennomsnitt + standardawvvik (SD).
Tabell fra Sissener et al., 2025.

16:0

18:0

sum
SFA

18:1n-9

sum
MUFA

18:2n-6

20:4n-6

Sum n-6

18:3n-3

20:5n-3
(EPA)
22:6n-3
(DHA)

EPA+DH
A

SFA
10

8,6+
0,08

2,7+
0,02

12,7 =
0,12

40,3 =
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49,4 +
0,12

16,0 +
0,12

09+
O‘oab

18,9 +
0,12
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0,1°
1,7+
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6,5+
0,0ab

8,2+
0,12
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0,02
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p=0,01

n.s.

n.s.,
p=0,07

p<0,0001

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

CHOL

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

p=0,04
p=0,004
p=0,001
p=0,04
n.s.,
p=0,08
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

p=0,01
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n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

p=0,01
n.s.

n.s.,
p=0,08
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.
(p=0,18)

Ved slutten av forsgket ble lignende resultater observert for fettsyresammensetningen i fileten (Tabell
36). De fleste fettsyrer i fileten ble sterkt pavirket av hgyt/lavt SFA, men de fleste forskjellene reflekterte
diettkomposisjonen. Total SFA i fileten var igjen hgyere enn i férene for lav-SFA-gruppene, og lavere
enn i forene for hay-SFA-gruppene. DHA var hgyere i hgy-SFA-gruppene, uten en klar forklaring i diett-

nivaene.
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Tabell 36 Fettsyresammensetning i muskel, naeringsinnhold og kolesterol ved slutten av forsgket (juni). Data er
presentert som gjennomsnitt + standardavvik (SD). For fettsyrer, protein og tarrstoff er praver fra 5 individuelle fisk
per kar analysert, mens prgver fra 10 individuelle fisk per kar ble analysert for kolesterol, og 20 individuelle fisk per
kar ble analysert for fett. De statistiske resultatene er basert pa toveis ANOVA med hay/lav SFA og hay/lav CHOL
som kategoriske faktorer. Tabell fra Sissener et al., 2025.

SFA10 SFA1l0C SFA25 SFA25C ANOVA- ANOVA- Inter-action

SFA chol

16:0 7,9+0,2 7,8+0,2 175+0,3 18,3+0,4 p<0,0001 p=0,001 p<0,0001
18:0 25+0,1 24+0,1 32+0,1 3,2+0,2 p<0,0001 n.s. n.s.
Sum SFA 11,4+0,3 11,2+0,2 21,8+03 22,6+04 p<0,0001 p=0,003 p<0,0001
18:1n-9 42,0+04 421+0,2 385+04 38004 p<0,0001 n.s. p=0,01
Sum MUFA 50,5+05 505+04 453+04 448+04 p<0,0001 n.s. n.s.
18:2n-6 16,1+£0,2 16,4 £ 0,2 13,7+0,1 135%0,2 p<0,0001 n.s. p=0,0002
20:4n-6 1,2+0,1 1,2+0,1 0,9+0,0 1,0£0,0 p<0,0001 p=0,03 n.s.
Sum n-6 194+0,2 196+01 166+01 164+0,2 p<0,0001 n.s. p=0,0004
18:3n-3 8,9+0,2 9,1+0,2 58+0,1 58+0,2 p<0,0001 n.s. p=0,03
20:5n-3 (EPA) 1,5+0,1 15+0,1 16+01 16+0,1 p=0,001 n.s. p=0,02
22:6n-3 (DHA) 58+0,3 58+0,3 6,3+0,2 6,2+0,2 p<0,0001 n.s. n.s.
EPA+DHA 7,304 7,3x0,2 79+0,2 7,8+£0,2 p<0,0001 n.s. n.s.
Sum n-3 178+05 179+04 153+%03 15103 p<0,0001 n.s. n.s.
n-6/n-3 1,1+0,3 1,1+0,0 1,1+0,0 1,1+0,3 n.s. n.s. n.s.
Total FA, gkg ! 154,2 + 145,0 £ 150,5 + 1545 + n.s. n.s. n.s.

33,3 19,3 23,6 18,2
Protein, g kg-! 200 £ 12 2035 2096 1997 n.s. n.s. p=0,02
Lipid, g kg1 157 £ 29 154 + 18 159+ 21 157 + 20 n.s. n.s. n.s.
Dry matter, 369 + 25 365+12 374 + 17 373+18 n.s. n.s. n.s.
gkg?
Chol, mgkg? 456 + 205 437 +161 440 = 99 431 + 132 n.s. n.s. n.s.

Kolesterolkonsentrasjonen i filet gkte fra desember til juni, men det var fortsatt ingen signifikante
forskjeller mellom diettgruppene (Tabell 35). Den mye hgyere variasjonen i kolesterolnivaer i juni
sammenlignet med desember skyldes sannsynligvis at individuelle prgver ble analysert i stedet for
samleprogver.

Filétproteinkonsentrasjonen ble ikke pavirket av SFA eller CHOL individuelt, men det var en signifikant
interaksjonseffekt, der hgyeste proteinnivaer ble sett i fisk foret med lavt SFA med tilsatt CHOL og hayt
SFA uten tilsatt CHOL.

Filetfarge

Astaxantininnholdet i fileten ble pavirket av férets CHOL-niva i desember (Tabell 35) og av bade SFA
og CHOL i interaksjon i juni (Figur 63). Toveis ANOVA viste en sterkere hovedeffekt av  CHOL
sammenlignet med SFA, men disse resultatene ma tolkes med forsiktighet nar interaksjonseffekten
ogsa er signifikant, da hovedeffektene da ikke er uavhengige. Faktisk viste en toveis ANOVA etterfulgt
av en post-hoc sammenligning at kun SFA10-gruppen hadde signifikant lavere astaxantininnhold enn
alle andre grupper, noe som indikerer at bade CHOL og SFA ma veaere lave samtidig for a forarsake
denne effekten.
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Figur 63 Astaxantin i filet i juni. Data er basert pd 20 individuelle fisk per kar (40 per dietgruppe) og presenteres
som gjennomsnitt + standardavvik (SD). De statistiske resultatene er hentet fra toveis ANOVA med hgy/lav SFA og
hay/lav CHOL som kategoriske faktorer. De fire diettgruppene er SFA10; som inneholder 10 % mettet fett (SFA)
som andel av totale fettsyrer, SFA10C; 10 % SFA med tilsatt kolesterol (CHOL), SFA25; 25 % SFA og SFA25C;
25 % SFA med tilsatt CHOL. Figur fra Sissener et al., 2025.

Det ble forsakt & inkludere fiskestarrelse og fettinnhold i filet i den statistiske modellen for & se om disse
faktorene kunne forklare noen av forskjellene, men ingen av dem hadde signifikant pavirkning.
Astaxantindataene ble ytterligere stgttet av resultater fra bade Digital SalmoFan™ og A-verdien malt
med Minolta. Digital SalmoFan™ viste sveert signifikante effekter av bade SFA, CHOL og en
interaksjonseffekt. Bade lavt SFA og lavt CHOL reduserte skaren, med den sterkeste effekten observert
nar begge faktorene var lave samtidig.

Minolta ble brukt til & male L*-, a*- og b*-verdiene (indikatorer for lyshet, radhet og gulhet) pa seks ulike
seksjoner av fileten. Resultatene fra seksjon D, som tilsvarer NQC, lyshet (L-verdi) var ikke signifikant
forskjellig mellom gruppene, mens rgdhet (a*-verdi) og gulhet (b*-verdi) gkte med gkende diett-SFA og
CHOL. Resultatene fra de andre fem seksjonene var lignende (ikke vist i detalj), men de fleste
seksjonene (B, C, E, F) viste en signifikant effekt av SFA og en signifikant interaksjons-effekt for L-
verdien, hvor SFA10-diettgruppen skilte seg ut med de hgyeste verdiene. Samlet sett var filetene fra
SFA10-gruppen lysere i fargen, med mindre rgdhet og gulhet, mens filetene fra SFA25C-gruppen var i
motsatt ende av spekteret. SFA10C- og SFA25-gruppene var relativt like hverandre og mer lik SFA25C-
gruppen enn SFA10-gruppen, som skilte seg mest ut fra de andre.

Filetkvalitet

Vaesketap etter frysing og tining ble signifikant pavirket av SFA, med hgyere veesketap i filetene fra
gruppene med lavt SFA (Figur 64), mens CHOL ikke hadde noen effekt. Filetens fasthet, malt som
kraften som kreves for & bryte overflaten av fileten, viste en signifikant interaksjonseffekt mellom diettens
SFA- og CHOL-innhold. Begge faktorene matte vaere lave (SFA10-dietten) for at fileten skulle bli
merkbart mykere (Figur 64).
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Figur 64 Veesketap og fasthet av filet. Data er presentert som gjennomsnitt + standardavvik (SD). De statistiske
resultatene er hentet fra toveis ANOVA med hay/lav SFA og hay/lav CHOL som kategoriske faktorer. De fire
diettgruppene er SFA10; som inneholder 10 % mettet fett (SFA) som andel av totale fettsyrer, SFA10C; 10 %
SFA med tilsatt kolesterol (CHOL), SFA25; 25 % SFA og SFA25C; 25 % SFA med tilsatt CHOL. Figur fra
Sissener et al., 2025.

Hovedfunn fra A2.1 tidsserie

Hovedfunnene fra tidsserien var at andel mettede fettsyrer i foret ikke pavirket analyserte markgrer
relatert til transport av triacylglyserol (TAG) i tarm, men gkt kolesterol i féret hadde en tendens til & gke
postprandialt plasmainnhold av astaxantin. | tillegg farte gkt SFA-niva i foret til en signifikant gkning i
postprandiale plasmanivaer av CHO, low-density lipoprotein (LDL) og totalt protein. @kt CHO-niva i foret
gkte ogsa de postprandiale plasmanivdene av CHO, high-density lipoprotein (HDL) og LDL. De
fullstendige resultatene finnes i vedlagte artikkel (Fang et al., 2025).

Mineraler — fordgyelighet og status i helkropp

@kt innhold av mettede fettsyrer i féret gkte signifikant helkroppsinnholdet av selen og jern hos atlantisk
laks. Derimot ble helkroppsstatusen for sink verken pavirket av diettens SFA- eller CHO-niva. Tabell 37
viser mineralanalyser av féret, og tabell 38 viser fordgyelighet og konsentrasjon av mineraler i helkropp
etter 12 ukers féring, mens fullstendige resultatene finnes i vedlagte artikkel (Fang et al., 2025).

Tabell 37 Analyserte mineraler i forsgksférene. Fra Fang et al. (2025).

SFA10 SFA25 SFA10C SFA25C

Analyzed dietary minerals (wet matter, mg kg-1)

Zn 202,1 211,9 203,5 199,1
Se 0,47 0,50 0,47 0,45
Mn 50,2 54,4 51,1 50,5
Fe 187,6 193,9 1954 213,7
Cu 11,5 11,4 12,0 11,2
Y 65,8 66,3 68,1 65,9

Zn, Zinc; Mn, manganese; Fe, iron; Cu, copper; Se, selenium; Y, Yttrium
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Tabell 38 Tilsynelatende fordayelighet (apparent digestibility coefficient, ADC) av mineraler, og mineraler i helkropp
etter 12 ukers féring. Fra Fang et al. (2025).

LSLC HSLC LSHC HSHC p value
S x C effect SFA effect CHO effect
ADC (%, After 50-days feeding)

Zn 26,4+29 29,6x£1,0 26,7+3,9 25,2+1,8 0,17 0.22 0,61
Se 59,3+3,2 63,7+1,7 60,8+2,6 59,0+4,1 0,11 0.39 0,46
Mn 4,3+7,8 9,2+0,3 6,416,3 3,0+4,2 0,22 0.53 0,82
Fe 0,0+14,1 -3,7+2,2 -4,246,3 6,6+1,8 0,15 0.53 0,46
Cu 11,3+4,8 9,4+4,3 13,0+4,9 7,313,6 0,48 0.95 0,17
Whole-body minerals (mg kg™, After 3-months feeding)

Zn 28,3+2,6 28,8+1,0 27,2+1,7 31,8+4,6 0,27 0,18 0,61
Se  0,17+0,00 0,18+0,00 0,16+0,01  0,18%0,01 0,19 0,01 0,02
Mn 2,0£0,5 1,840,1 1,5+0,3 1,940,3 0,17 0,56 0,49
Fe 8,810,2 9,940,3 8,610,3 9,2+0,5 0,39 0,01 0,08
Cu 1,310,1 1,4+0,1 1,240,1 1,340,1 0,81 0,10 0,24

ADC (%) = (1- (selected nutrient in Feces (%) * yttrium in Feed (%)) / (selected nutrient in Feed (%)* Yttrium in Feces(%))) *100;
p values were performed by two-way ANOVA among four experimental groups; values=mean + SD (n = 3); CHO: cholesterol;
SFA: saturated fatty acid; C x S: CHO x SFA; Zn, zinc; Mn, manganese; Fe, iron; Cu, copper; Se, selenium.

Fettsyredata

Fordgyelighet av fettsyrer er publisert i detalj Fang et al. (2025). Totalt sett var det meget god
fettsyrefordgyelighet i dette forsgket, men fordgyeligheten av mettede fettsyrer hadde en tydelig
gradient i forhold til SFA-innhold i fér (Figur 65). Ulikt niva av CHOL i foret pavirket ikke fordgyelighet av
fettsyrer.

Fordeyelighet av mettet fett Fordeyelighet av EPA og DHA
100720, ab @ ablp = 160 107 = EPA
.| ¢ota E 18:0 99- = DHA
‘ ] Sum SFA
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Figur 65 Fordayelighet av mettede fettsyrer (16:0, 18:0 og sum mettede fettsyrer) og av EPA og DHA. Statistisk
signifikante forskjeller er vist med ulike bokstaver.

| tillegg til fettsyreprofil i muskel (som er beskrevet sammen med andre filetanalyser i delkapittel 3.2),
analyserte vi fettsyrer i helfisk (ved start, i oktober og desember) som ogsa ble brukt til beregning av
retensjon, rgde blodceller (rbc, i desember og juni), polare og ngytrale lipider i lever (desember og juni),
tarm (desember) og hjerte (juni). Fettsyreprofil i helfisk etter 12 ukers foring (Figur 66), sammensvarte
godt med forskjellene i fettsyreprofil i de respektive férene, uten noen tydelig effekt av CHOL.
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16:0 og sum SFA i helfisk EPA og DHA i helfisk
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Figur 66 Fettsyresammensetning (% av totale fettsyrer) i helfisk etter 12 ukers féring (desember) med de 7 ulike
forsaksforene

Retensjonen av DHA i fiskens helkropp i lgpet av farste forsgksperiode (September -Desember), gkte
linegert med gkende innhold av SFA i féret (Figur 67).

110+ R2=0.2255
p=0.0296
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Figur 67 DHA retensjon og lineger regresjon mot férets niva av SFA. Ett datapunkt per kar, runde punkter viser
diettene med ulikt innhold av SFA, mens de trekantede punktene viser dietter som ogsa er tilsatt kolesterol
(kolesterol hadde ingen effekt p4 DHA-retensjonen).

105



JNaﬁmﬁ

Total mengde fettsyrer (mg/g) i ngytrale lipider i ulike vev kan ses som et mal pa mengde lagringsfett
eller fettakkumulering i vevene. For tarm og hjerte var det ingen forskjeller mellom diettgruppene (data
ikke vist), mens for lever var det en tydelig gradient i forhold til diettinnhold av SFA pé& uttaket i desember,
samt en tydelig forskjell mellom hgy- og lav SFA gruppene i juni (Figur 68). CHOL hadde ingen
tilsynelatende innvirkning pa fett i lever i desember, mens i juni var det (i tillegg til en tydelig negativ
effekt av lavt mettet fett) spesielt gruppen som hadde fatt bade lav SFA og lav CHOL som skilte seg ut
med hgye fettnivaer i lever.

Liver, mg FA in NL, December Liver mg FA in NL, June
30 a a Two-way ANOVA: 100+ = T
- SFA: p=0.01 wo-way ;
g a a Chol: n.s. 80— SFA: p=0.001
= 5. SFA*Chol: n.s. CHOL: n.s., p=0.21
E - g - SFA*CHOL: n .
z g
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Figur 68 Lagringsfett (mg/g fettsyrer i ngytrale lipider) i lever, i laks féret med de 7 ulike diettene i 12 uker
(desember, til venstre) og fisk gitt de fire férene med hagy/lav CHOL og hay/lav SFA fram til juni (til hayre).
Bokstaven viser resultat fra enveis ANOVA (kun utfart pa data fra desember), mens boksene viser resultat fra
toveis ANOVA med SFA og CHOL som de to faktorene.

106



jNﬂfima

FA in liver PL, % (June)

] Sum SFA
40 SFA: CHOL: Inter:
® Sum SFA: *** n.s. n.s. T mm Sum MUFA
T Sum MUFA***  ns. n.s. T s 6
S 30 Sum n-6: ::: n.s. : um n-
> EPA+DHA: n.s. = EPA+DHA
< 20+ L1 1@
8
)
‘5 10
BN A1 |
0--111 :ll}
QL0 O LD O o, O ($P-X¥)
ORI TR "«‘?%«2 6«9%«3 ?
RO A
FA in liver NL, % (June)
80 1 Sum SFA
B Sum MUFA
SFA: CHOL: Inter: Sum n-6

D
o
1

Sum SFA: ***  ns. ns.
Sum MUFA™**  ns. ns. | mm EPA+DHA
Sumn-6: *** n.s. ns.
EPA+DHA: *** ns. n.s.

% of total fatty acids
N B
T3

o
|

D20 1 OEAL QL DA
DI G S IRV
RVELY RLTEKY ATBKY AV

Figur 69 Overordnet fettsyresammensetning (% av totale fettsyrer) i polare lipider (PL, cellemembraner, gverste
figur) og naytrale lipider (NL, lagringsfett, nederste figur) i lever hos Atlantisk laks gitt de 4 forsgksférene fram til ca.
2,5 kg. Diettgrupper med 10 % SFA har lysere farge pd barer i figur, og 25 % SFA markere farge, mens diettgrupper
med tilsatt kolesterol har prikkete barer. Tabellene pa hver figur viser resultater fra toveis ANOVA (med de to
faktorene SFA og CHOL, samt interaksjon mellom disse).

Fettsyresammensetningen i henholdsvis polare (PL) og ngytrale (NL) lipider i lever ble sterkt pavirket
av fettsyresammensetningen i forene. Bade den mettede fettsyren 16:0 og DHA har viktige strukturelle
roller i cellemembraner, og er dermed sterkt selektivt inkorporert i PL. Imidlertid SFA10-gruppene 3-4
prosentpoeng lavere i total SFA i PL i lever enn SFA25-gruppene. Forskjeller i MUFA og n-6 fulgte
forskjeller i forene, mens EPA+DHA & signifikant hgyere i SFA25 gruppene i forhold til SFA10-gruppene
pa tross av ca. like nivaer i alle for. Kolesterol i seg selv pavirket ikke fettsyresammensetningen, men
for bade n-6 og EPA+DHA var det en samspillseffekt mellom SFA og kolesterol. Ngytrale lipider (NL)
hadde som ventet en helt annen sammensetning enn PL, dominert av enumettet fett, men ogsa her sa
man de samme tydelige forskjellene mellom SFA10 og SFA25 gruppene, inkludert hgyere EPA+DHA i
sistnevnte.

107



7

Diskusjon: Siden SFA og CHOL ikke er essensielle naeringsstoffer, har reduksjon av disse i laksefér
fatt begrenset oppmerksomhet. Denne studien er unik ved & undersgke langtidsvirkninger pa vekst,
filetkvalitet og farge hos atlantisk laks som far sveert lave nivaer av disse naeringsstoffene, men likevel
realistiske for fremtidige férformuleringer.

Samlet sett hadde lavt SFA-innhold i dietten en negativ effekt pa fiskens vekst. | starten av forsgket sa
denne effekten ut til & veere relatert til en (ikke-signifikant) reduksjon i forinntaket hos SFA10-gruppen.
Imidlertid vedvarte den negative effekten p& vekst gijennom hele forsgket, selv nar forinntaket var hgyere
i lav-SFA-gruppene i andre fase av forsgket. Dette farte ogsa til at lavt SFA hadde en negativ innvirkning
pa forutnyttelsen. Blant de mange féringsforsgkene hvor fiskeolje har blitt erstattet med ulike planteoljer
i for til atlantisk laks, har den generelle konklusjonen veert at det ikke pavirker veksten, forutsatt at
diettene inneholder tilstrekkelig EPA og DHA. Mens noen studier har vist en negativ effekt av hgyt SFA-
innhold p& vekst (Menoyo et al., 2003; Mock et al., 2021), spesielt hos fisk oppdrettet i kaldt vann
(Karalazos et al., 2007), har tidligere studier ikke vist negative effekter pa vekst ved & redusere SFA.
Dette skyldes sannsynligvis at tidligere studier ikke har benyttet like lave nivaer av SFA over en sa lang
tidsperiode som vi gjorde i denne studien. | tidligere studier ble laksens vekst f.eks ikke pavirket av en
rapsoljebasert diett med 11,9 % SFA over 17 uker (Bell et al., 2001) eller en linfrgoljebasert diett med
10,5 % SFA over 40 uker (Bell et al., 2004). Begge disse studiene ble gjennomfgrt med varierende
temperatur. Den ndveerende studien ble imidlertid gjennomfart ved en konstant temperatur pa 12 °C for
a unngd at forskjeller i fordgyelighet kompliserte tolkningen av resultatene. Likevel kan redusert
fordgyelighet ha hatt en effekt pA SFA30-gruppen, som viste en tendens til redusert vekst og gkt
slakteutbytte (mindre bukfett). Ved lavere temperaturer kunne resultatene ha veaert mer gunstige for lav-
SFA-dietter pa grunn av redusert fordayelighet av SFA ved hgye nivaer i dietten (Ng et al., 2004;
Sissener et al., 2017b). Derfor kan sesongtilpassede dietter med hgyere SFA ved hgyere
vanntemperaturer veere gunstige (Mock et al., 2021). Veksten ble sterkt pavirket hos yngel av
regnbuegrret som ble féret med kun 1,3 % av totalfettsyrene som SFA (oleinsyre-metylester som
hovedkilde til fett), men dette skyldtes sannsynligvis mangel pa essensielle fettsyrer (Rinchard et al.,
2007). Derfor er det ndveerende resultatet av redusert ytelse hos A. laks som ble foret med 10 % SFA
over lang tid et nytt funn, men gyldigheten av dette kan avhenge av vanntemperaturen.

@kt FCR i lav-SFA-gruppene tyder pa at fisken bruker energi pd endogen produksjon av SFA, noe som
farte til et hgyere férinntak og mindre effektiv forutnyttelse. Retensjonsdataene viste en betydelig gkning
av palmitinsyre (16:0) i helkropp hos fisk féret med 10 % SFA sammenlignet med det som ble tilfart
gjennom dietten, noe som stgtter hypotesen om endogen syntese. Selv om vi ikke har retensjonsdata
for hele forsgksperioden, er det sannsynlig at behovet for endogen produksjon av palmitinsyre vedvarte
eller gkte etter hvert som vevsnivaene ble gradvis redusert. Tidligere studier har ogsa indikert de novo
produksjon av SFA i A. laks nar inntaket fra foret er lavt (Mock et al., 2021, Sissener et al., 2017b).
Under optimale forhold vil produksjon av 1 g palmitinsyre (16:0) i leveren kreve 3,07 kcal (Carta et al.,
2017), mens produksjon av 1 g CHOL vil kreve 2,86 kcal (Jones, 1997). Siden endogen produksjon av
16:0 bade er litt mer energikrevende og betydelig mer ma produseres i absolutte nivaer, gir det mening
at lav SFA har sterst innvirkning pa fiskens vekst i det naveerende forsgket.

Nar det gjelder CHOL, var den negative effekten pa fiskens ytelse mindre tydelig enn for SFA og var
hovedsakelig knyttet til en interaksjonseffekt med lavt SFA. Mengden CHOL i lav-CHOL foérene var
kanskje ikke lav nok til & forarsake signifikante effekter ved de fleste pravetidspunktene. Potensielt var
CHOL-nivéene pa grensen av hva laksen kunne handtere, derav bare trender p& vekst og FCR. Hos
pattedyr fremmes de novo syntese av CHOL av SFA i kostholdet (Gu og Yin, 2020; Lin et al., 1992),
noe som kan forklare hvorfor negative effekter av lavt kosthold CHOL pa ytelse fgrst sees som
interaksjons-effekter med lavt kosthold SFA. Ingen effekter av for pa CHOL-nivaer i muskel indikerer at
endogen syntese var tilstrekkelig til & opprettholde vevsnivaer.
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Nar det gjelder tidligere studier pa tilsatt CHOL og fiskeytelse, kan den positive effekten sett i noen
studier tilskrives den hypokolesterolemiske effekten av antinseringsstoffer til stede i planteproteinkilder
som ikke er tilstrekkelig raffinerte (Deng et al., 2014). Imidlertid, hos juvenile piggvar som ble matet
avfettet fiskemel som hovedproteinkilde, var endogen kolesterolsyntese ikke tilstrekkelig for optimal
vekst, som ble forbedret ved a tilsette kolesterol til dietten (Zhu et al., 2014). Flere av studiene som er
utfart pa laks er gjort med hgyere CHOL enn navaerende norske kommersielle for i basalformuleringen
og rapporterte ingen effekter pa ytelse av CHOL-tilsetning utover dette (Bjerkeng et al., 1999; Ignatz et
al., 2022; Kortner et al., 2014). Av studier utfgrt med lavere nivaer, pavirket ikke CHOL som varierte fra
867-3153 mg kg—-1 for (Sissener et al., 2017a) eller 700 til 4450 mg kg—1 for (Krogdahl et al., 2020)
veksten hos laks. Imidlertid har kosthold CHOL-nivaer lavere enn dette, som kan oppsta nar andre
ingredienser enn FM og FO brukes til & dekke n-3 LC-PUFA-behov, ikke blitt testet i laks. Positiv effekt
av tilsatt CHOL ble sett pa vekst i regnbuegrret, nar nivaene var <100 mg/kg vs ~1200 mg/kg fér (Hong
et al., 2024), noe som statter at lavere nivaer enn brukt i det ndveerende forsagket kunne gitt tydeligere
negativ effekt pa fiskeytelse.

Fettsyreprofilen i fileten ble tydelig pavirket av diettene, med en markant forskjell i SFA-innhold mellom
gruppene med hgy og lav SFA. Totalt SFA i fileten i lav-SFA-gruppene avtok gjennom forsgket, fra
~12,6 % i desember til ~11,3 % i juni. Tidligere studier har rapportert hayere SFA-nivaer i fileten enn
det som ble funnet i denne studien, noe som kan skyldes en kombinasjon av studiens varighet og fiskens
stagrrelse ved slutten av forsgket.

DHA-innholdet i fileten var signifikant lavere i lav-SFA-gruppene (~5,8 % av totale fettsyrer) enn i hgy-
SFA-gruppene (~6,2—6,3 %). Selv om forskjellene i diettene ogsa gikk i samme retning, var de ikke store
nok til & forklare forskjellen alene. En "omega-3 spareeffekt" av SFA har blitt foreslatt i andre fiskearter
(Turchini et al., 2011) og laks (Codabaccus et al., 2012), og en datasyntesestudie som brukte data fra
laksefisk gitt ulike lipidkilder fant at DHA i muskel var positivt korrelert med SFA i for (Colombo et al.,
2018). Den foreslatte mekanismen er relatert til bruk av SFA for oksidasjon, som sparer n-3 FA fra denne
skjebnen (Codabaccus et al., 2012; Turchini et al., 2011), men kan ogsa veere relatert til redusert
fordgyelighet av SFA i for med mye SFA, noe som fgrer til at en hgyere andel av FA som tas opp vil
veere n-3. Nar man tar i betraktning at férinntaket var hgyere i gruppene med lav SFA, noe som betyr at
det totale inntaket av DHA ogsa ville vaert hgyere, ser vare data ut til & statte en positiv effekt av kosthold
SFA p& DHA-avsetning i laks. Dette stgttes ogsa av den positive linesere regresjonen vi sa for SFA i for
mot DHA retensjon i helfisk i den fgrste perioden av forsgket.

Forskjellen i SFA-innhold i fileten er trolig hovedarsaken til forskjellene i vaesketap etter frysing og tining,
grunnet forskjeller i smeltepunkt. Tidligere studier har vist at hayere SFA-nivaer er assosiert med lavere
vaesketap (Lutfi et al., 2023; Rera et al., 2003). | kontrast til veesketap, som kun ble pavirket av SFA, var
filetens fasthet redusert i kombinasjonen av lavt SFA og lavt CHOL, noe som indikerer at CHOL-tilskudd
bar vurderes i dietter med <500 mg/kg CHOL.

Filetfargen var tydelig pavirket av bade lavt SFA og lavt CHOL, spesielt nar begge var lave samtidig.
Selv om astaxantin- og SalmoFan-skar begge viste signifikante interaksjonseffekter, viste Minolta-
malinger sveert signifikante effekter av bdde SFA og CHOL, noe som tyder p& at begge faktorene er
viktige for pigmenteringen. Som en hydrofob forbindelse kan absorpsjon av astaxantin i tarmen pavirkes
av andre lipidmolekyler. Flere studier har vist at fiskeoljebaserte dietter gir hgyere filetpigmentering
sammenlignet med planteoljebaserte dietter (Regost et al., 2004; Rera et al., 2005; Sissener et al.,
2016), men de eksakte lipidkomponentene som forarsaker denne effekten er ikke fullt ut identifisert.
Tidligere studier har vist at CHOL kan ha en positiv effekt p& astaxantinabsorpsjon (Chimsung et al.,
2014; Jin et al., 2024), noe som stemmer med funnene i denne studien.
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Akkumuleringer av lipider i bade tarmen og leveren har blitt observert hos laksefisk som har fatt hgye
nivaer av oljer som rapsolje, linolje eller soyabgnneolje, men ikke palmeolje eller figrfeolje, som begge
inneholder hgyere nivaer av mettet fett (Bell et al., 2001, Bell et al., 2002, Olsen et al., 2003, Menoyo et
al., 2005, Ruyter et al., 2006). Dette samsvarer med data fra dette forsgket, som gir en tydelig
korrelasjon mellom lavt SFA i for og gkt fettlagring i lever. Imidlertid m& man alltid ha i bakhodet at det
ikke er mulig & endre kun en klasse av fettsyrer i foret, slik at gkende SFA samtidig betydde at MUFA,
total n-6 og total n-3 (ikke EPA og DHA som var konstante) gikk i motsatt retning. Fett i hele kroppen
har veert uendret eller endret i mye mindre grad enn i leveren (Xu et al., 2020), noe som kan indikere
problemer i lipidtransporten. Transport av lipider i fiskekroppen skjer i lipoproteiner, hvor
hovedkomponenten p& den ytre overflaten er fosfatidylkolin (PC), bestaende av en kolinhodegruppe og
to fettsyrer, vanligvis med den mettede fettsyren 16:0 i sn-1 posisjon (Sargent et al., 2002). Vi har
tidligere vist at PC er essensielt i sebrafisklarver for & bygge lipoproteiner (Seele et al., 2018), og det har
nylig blitt vist at tilsetning av kolin i et plantebasert kosthold er essensielt for transport av lipider ut av
tarmepitelet i laks (Hansen et al., 2020). Imidlertid har et eventuelt behov for SFA i denne
sammenhengen ikke blitt undersgkt.

5.6.4 Hovedfunn mettet fett og kolesterol A2.1-3

Samlet sett viser denne studien at 10 % SFA av totale fettsyrer er utilstrekkelig for optimal vekst og
filetkvalitet hos atlantisk laks ved 12 °C, sammenlignet med 24 % SFA. Basert pa farste fase av forsgket,
hvor fem nivaer av SFA ble testet, bgr minimum 15 % SFA anbefales for & unnga negativ innvirkning
pa vekst, men vi mangler data for & gi en minimumsanbefaling for filetkvalitet.

Dataene viser endogen produksjon av bade SFA (16:0) og CHOL ved lave férkonsentrasjoner, noe som
kan forklare effektene pa fiskens ytelse. | tillegg indikerer dataene at tilsats av CHOL i noen grad kan
kompensere for lavt SFA. Lavt SFA forarsaker hayt veesketap i fileten etter frysing og tining, mens lavt
SFA og lavt CHOL i kombinasjon reduserer filetens fasthet og farge. Dette indikerer at CHOL bgr
tilsettes til basisdietter som har <500 mg/kg CHOL.
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5.7 AP3. Effekt av ulike diettnivaer av fett, fettsyrer og Zn pa vekst, helse og
filetkvalitet til A. laks i merder i sjg (Ansvarlig: Nofima i samarbeid med HI)

Medforfattere: B. Ruyter, N.H. Sissener, T. Larsson, T.K. @stbye, M. Bou, T. Sigholt, @ystein Evensen,
Kristina Maria Solvang, Tore Seternes, Esmail Lutfi, H. Fang, A. Philip, @. Saele og G.M. Berge

Sammensetningen av foret til laksen er i kontinuerlig endring, bla. er fettnivaet gkt og nivaene av omega-
3 fettsyrene EPA og DHA redusert i lgpet av de siste 20 ar. | tillegg er det vist at bade nivadene av omega-

3 fettsyrer og fettnivaet kan pavirke utnyttelsen av mineraler som sink.

Formalet med dette forsgket var & gke kunnskapen om hvordan ulike fett-, omega-3 fettsyrer- og sink
nivaer i foret til laks i merder i sjg pavirker vekst, helse, fettsyreretensjon og muskelkvalitet.

Task 3.1.

Malsetting: Gjennomfgre foringsforsgk med laks i merder i sja (fra 1,5 kg til slaktesterrelse pa 5 kg) med
ulike fettnivd, omega-3-nivd og sink i forene og registrere tilvekst og overlevelse, samt bidra med
provemateriale til Task 3.2. og 3.3.

Task 3.2.

Malsetting: @ke kunnskapen om hvordan fettnivd og omega-3-fettsyrer og sink i foret samspiller og
pavirker velferd, helse og muskelkvalitet.

Task 3.3.

Malsetting: ke kunnskapen om hvordan fettniva og sink i féret samspiller og pavirker opptak og
deponering av mineraler i kroppen og betydning for laksens helse, ytelse og kvalitet.
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5.7.1 Forsgksdesign

Fiskeforsgk, dietter og prgvetaking

Atlanterhavslaks fra MOWI (Glomfjord, Melay), med en gjennomsnittsvekt pad 1,5 kg ble overfart til
Gildeskal Forskningsstasjon (GIFAS). Fram til forsgksstart ble fisken akklimatisert ved GIFAS og foret
kommersielt BioMar for fram til en starrelse pa 1,67 kg. Deretter ble forsgksfisken tilfeldig fordelt i 15
merder, 125 m3 merder (5x5x5m), med 110 fisk per merd. Foringsforsgket ble gjennomfart fra
4. oktober 2021 til 4. juni 2022 (Figur 70).

1,6Kg - 2,5Kg 4,5 kg
Start 4/10 -21 Midtuttak 12/01-22 Sluttuttak 4/6-22

Figur 70 Oversikt over forsgk med Atlantisk laks

Figur 71 gir en oversikt over sjgvannstemperaturen gjennom hele forsgksperioden fra oktober 2021 til
juni 2022. Vanntemperaturen var ca. 8 °C ved oppstart av forsgket i oktober, ca. 5 °C ved midtuttaket i
januar 2022 og nadde laveste vanntemperatur i februar med ca. 3 °C. Temperaturen steg gradvis utover
varen til ca. 9 °C ved sluttuttaket i juni 2022.
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Laksen ble foret fem eksperimentelle dietter med ulike nivéer av fett, Zn og omega-3 fettsyrene
EPA+DHA; Hgyfett-HgyZn (HFHZ), Hgyfett-LavZn (HFLZ), Lavfett-HoyZn (LFHZ), Lavfett-LavZn
(LFLZ) og Heyfett-HayZn-HayOmega-3 (HFQHZ). Laks ble foret ad-libitum en gang per dag (hgst og
vinter) eller to ganger per dag (var). To forskjellige pelletstarrelser (6 og 9 mm) med gkende fettniva ble
produsert. Tabell 39-Tabell 40 viser diettformulering og kjemisk sammensetning for de to batchene med
for.

Mineralsammensetning og fettsyresammensetningen av diettene i % av totale fettsyrer og i mg/g for
vises i Tabell 40-Tabell 44. Kommersielt for til norsk laks i merder i sjg inneholder vanligvis 35-39 %
fett. Fettnivaet i forsgksfoérene varierte fra 32-33 % i LF gruppene til 34-38 % i HF gruppene, som viser
at HF forene inneholdt kommersielt relevante nivaer av fett, mens LF gruppen & litt lavere pé& fett enn
det som er vanlig kommersielt. | tillegg er maksgrensen for Zn i laksefér satt til 180 mg Zn kg™ av EU,
mens 120 mg Zn kg! regnes som suboptimalt niva i plantebaserte for til laks. | dette forsgket 18 HZ
gruppene pa ca. 180-200 mg/Kg Zn og LF gruppene pa ca. 120-130 mg/Kg i periode | og ca. 180 mg/Kg
i HZ og 100 mg/Kg i LZ gruppene i periode Il. Dette betyr at nivaet av Zn i dietten i LZ gruppene i periode
Il 14 litt under estimert og pa et suboptimalt niva i dietten. Fettinnholdet i foret ble justert ved & variere
nivaene av fiskeolje og rapsolje. Hvetegluten, guarmeal og hvete ble brukt for & balansere fett/protein
ratio. Zn-nivaene i féret ble justert ved 4 tilsette sink-sulfat i ulike doser.

Tabell 39 Diettformulering og kjemisk sammensetning av forsgksfor

Ingrediens (%) HFHZ HFLZ LFHZ LFLZ HFQHZ
Periode | (fra 1,6 kg — 2,5 kg)

Fiskemel 8,30 8,30 8,30 8,30 8,30
Soya protein konsentrat (SPC) 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Hvetegluten 10,27 10,27 17,50 17,50 10,27
Guarmel 11,00 11,00 7,24 7,24 11,00
Hvete 13,32 13,36 12,54 12,54 12,57
Fiskeolje ! 9,11 9,11 8,29 8,29 15,75
Rapsolje, crude 22,19 22,18 20,08 20,08 15,59
Lecithin 0,53 0,53 0,54 0,54 0,55
Mono-calcium phosphate 2,12 2,12 2,38 2,40 2,64
Zink sulphate, 36 % 0,04 0,02 0,04 0,02 0,04
Vitamin og mineral premix 0,71 0,71 0,76 0,76 0,71
Teknisk «feed additives» 0,55 0,55 0,50 0,50 0,55
Krystallinske aminosyrer 1,40 1,40 1,32 1,32 1,48
Lucantin pink CWD 10 %, BASF 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Cholesterol 0,05 0,05 0,05 0,05 /
Vann 0,38 0,37 0,41 0,41 0,51
Sum 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Analysert kjemisk sammensetning (%),

Moisture 6,3 7,8 7,1 6,8 7,3
Protein 34,8 34,5 38,3 38,5 34,9
Fett 34,7 34,2 31,5 32,3 34,3
Aske 51 4,9 51 5,0 5,4
Periode Il (fra 2,5 kg — 4,5 kg)

Fiskemel 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
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Ingrediens (%) HFHZ HFLZ LFHZ LFLZ HFQHZ
Soya protein konsentrat (SPC) 24,41 24,46 11,75 11,45 24,60
Hvetegluten 4,58 4,54 16,00 16,00 4,43
Erte protein / / 6,00 6,00 /
Guarmel 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Hvete (milling quality) 11,76 11,76 12,50 12,90 11,89
Fiskeolje 2 11,22 11,22 9,48 9,48 19,76
Rapsolej, crude 24,03 24,03 20,02 20,02 15,31
Lecithin, dry 0,37 0,37 0,35 0,35 0,40
Vitamin og mineral premix 0,65 0,65 0,62 0,62 0,65
Zink sulphate, 36 % 0,04 0,02 0,04 0,02 0,04
Mono-ammonium phosphate 0,89 0,89 0,94 0,94 0,89
krystallinske aminosyrer 0,59 0,58 1,20 1,22 0,58
Teknisk «feed additives» 0,63 0,63 0,63 0,63 0,63
Lucantin Pink CWD 10 %, BASF 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Vann 0,77 0,79 0,41 0,31 0,76
Sum 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Analysert kjemisk sammensetning (%),

Moisture 6,8 6,9 7,6 8,0 7,2
Protein 33,9 33,2 38,5 38,9 32,6
Fett 38,2 38,1 33,6 32,5 38,1
Aske 4,2 41 3,6 32,5 38,1
Estimert EPA + DHA og Zn i forsgksfor

periode |1 og Il

EPA+DHA % in total fatty acids 6 6 6 6 10
E6 Zinc total, mg/kg 180 120 180 120 180

Fiskeolje 1: inneholder 20 % EPA + DHA, Fiskeolje 2: blanding av to typer fiskeolje og inneholder 20 % and 28 % EPA + DHA;
Teknisk «feed additives: antioxidants and fat sealers»

Nivaene av EPA+DHA var ca. 6,6 % av totale fettsyrer i alle dietter unntatt i hgy omega-3 gruppen hvor
EPA+DHA var ca. 11 % av totale fettsyrer i begge perioder. Total mengde EPA og DHA i mg/g var litt
lavere i LF gruppene enn HF gruppene, grunnet det lavere fettnivaet i dietten.
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Tabell 40 Mineralsammensetning av diettene

Innhold (%) HFHZ HFLZ
Fase | (fra 1,6 kg — 2,5 kg)

Analysert

Zn (mg kg™ b 204,9 126,6
Fe (mg kg™ %) 204,2 2111
Mn (mg kg™ 1) 46,2 52,7
Cu (mg kg™%) 6,3 6,0
Se (mg kg™1) 0,8 0,8
P (g kg™ }) 8,6 8,4
Ca(gkg™?) 7,4 7,3
K(gkg™?) 7,5 7,3
Mg (g kg™ 1) 1,7 1,7
Na (g kg™ 1) 1,3 1,3
Fase Il (Fra 2,5 kg — 4,5 kg)

Analysert

Zn (mg kg™ %) 188,2 101,8
Fe (mg kg™ %) 116,9 118,2
Mn (mg kg™ 1) 28,5 26,2
Cu (mg kg™ %) 4,6 4,6
Se (mg kg™ 1) 0,8 0,7
P (g kg™ 1) 7.3 7,2
Ca(gkg™?) 4,4 4,3
K (g kg 9,6 9,4
Mg (g kg™ 18 1,8
Na (g kg™ 1) 14 1,2

LFHZ

191,7
2117
60,8

6,5
0,8
8,8
7,7
6,9
17
12

181,9
130,6

25,1
4,4
0,8
7,6
4,0
7,0
15
1,4

LFLZ

1291
218,1
54,6

6,5
0,8
9,0
7,9
6,8
17
12

101,6
116,5

25,9
4,4
0,8
7,0
4,3
6,9
15
15

o Nofima

HFQHZ

184,3
245,3
59,8
7,0
0,8
9,4
8,3
7,1
1,7
1,2

180,8
120,3
25,6
4,6
0,7
7,1
4,3
9,2
1,8
1,2

Zn, zinc; P, phosphorus; Ca, calcium; K, potassium; Mg, magnesium; Na, sodium; Fe, iron; Mn, manganese; Cu, copper; Se,
selenium; ALA: linolenic acid; LA: linoleic acid; EPA: eicosapentaenoic acid; DHA: docosahexaenoic acid; ARA: arachidonic

acid.

Tabell 41-Tabell 44 viser relative (% av totale fettsyrer) og kvantitative verdier (mg fettsyre/gram for) for
de ulike diettgruppene. Det var ca. 22 mg/g EPA+DHA i HF gruppene og ca. 20 mg/g i LF gruppene og
ca. 40 mg/g i Hay omega-3 gruppen i periode I, mens prosenten av EPA+DHA var ca. 6,6 % i alle
diettgrupper bortsett fra HayQ-3 gruppen som hadde ca. 11 % EPA+DHA av totale fettsyrer i féret. Det
var 17 % n-6 fettsyrer av totale fettsyrer i alle diettgrupper unntatt HFQHZ, hvor n-6 fettsyrene utgjorde
ca. 13 % av totale fettsyrer. N-3/n-6 ratioen var 0,7-0,8 i alle diettgrupper unntatt i HFQHZ hvor den var

ca. 1,3.
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Tabell 41 Fettsyresammensetning (% av totale fettsyrer) i de eksperimentelle diettene brukt i Periode 1 (oktober

2021 - januar 2022)

14:0
16:0
18:0
20:0
22:0

Y SFA!
16:1 n-9
18:1 n-9
18:1 n-7
20:1 n-9
22:1n-9
24:1 n-9
¥~ MUFA?
18:2 n-6
20:2 n-6
20:4 n-6
22:4 n-6
> N-6°
18:3 n-3
20:4 n-3
20:3 n-3
20:5n-3
22:5n-3
22:6 n-3
> N-3
EPA+DHA
> PUFA*
n3/n6

HFHZ
1,59
9,01
2,85
0,60
2,58
17,07
1,53
41,58
2,59
2,45
0,77
0,44
49,67
16,45
0,18
0,16
0,19
17,12
5,95
0,86
0,93
2,54
0,26
4,07
14,61
6,61
31,73
0,85

HFLZ
1,53
8,94
2,80
0,59
2,57
16,90
1,50
41,85
2,60
2,45
0,77
0,45
49,88
16,37
0,17
0,15
0,17
16,98
6,00
0,86
0,90
2,53
0,26
4,14
14,69
6,67
31,68
0,87

LFHZ
1,59
9,08
2,81
0,58
2,52
16,96
1,50
41,54
2,59
2,41
0,76
0,45
49,55
16,82
0,18
0,16
0,18
17,45
6,00
0,85
0,94
2,51
0,26
4,12
14,66
6,62
32,11
0,84

LFLZ
1,65
9,22
2,81
0,57
2,50
17,15
1,53
41,55
2,59
2,40
0,71
0,43
49,47
16,79
0,19
0,15
0,18
17,44
6,01
0,87
0,89
2,48
0,26
4,03
14,53
6,51
31,97
0,83

HFQHZ
2,49
11,27
2,88
0,53
3,99
21,76
2,30
34,67
2,42
2,97
0,62
0,61
44,04
13,02
0,25
0,25
0,16
13,91
4,87
1,39
0,82
4,02
0,41
6,56
18,08
10,59
31,99
1,30

Ynkluderer 15:0, 17:0, 24:0.2 Inkluderer 14:1n-5, 15:1, 16:1n-7, 20:1n-7.2 Inkluderer 16:2n-6, 18:3n-6.* Inkluderer 16:2n-6,

18:3n-6
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Tabell 42 Fettsyresammensetning (mg/g) i de eksperimentelle diettene brukt i Periode 1 (oktober 2021 — midten av

januar 2022)

HFHZ HFLZ LFHZ LFLZ HFQHZ
14:0 4,64 4,79 4,20 4,89 7,61
16:0 26,30 27,96 24,05 27,22 34,41
18:0 8,31 8,77 7,44 8,30 8,80
20:0 1,77 1,85 1,53 1,69 1,60
22:0 7,54 8,04 6,69 7,38 12,19
2 SFA! 49,84 52,87 44,91 50,64 66,44
16:1 n-9 4,45 4,70 3,98 4,51 7,03
18:1 n-9 121,45 130,94 110,09 122,71 105,89
18:1 n-7 7,56 8,12 6,86 7,66 7,39
20:1 n-9 7,17 7,66 6,38 7,08 9,06
22:1n-9 2,26 2,41 2,01 2,08 1,89
24:1 n-9 1,29 1,42 1,19 1,28 1,87
~ MUFA? 145,05 156,06 131,29 146,10 134,51
18:2 n-6 48,06 51,22 44,56 49,59 39,77
20:2 n-6 0,53 0,55 0,48 0,55 0,76
20:4 n-6 0,47 0,48 0,41 0,46 0,76
22:4 n-6 0,54 0,55 0,48 0,52 0,49
> N-6° 50,00 53,13 46,23 51,49 42,48
18:3n-3 17,37 18,77 15,89 17,75 14,88
20:4 n-3 2,51 2,69 2,25 2,56 4,23
20:3n-3 2,73 2,83 2,48 2,63 2,50
20:5n-3 7,41 7,91 6,64 7,32 12,29
22:5n-3 0,77 0,80 0,68 0,76 1,26
22:6 n-3 11,87 12,97 10,90 11,88 20,05
> N-3 42,66 45,97 38,85 42,90 55,21
EPA+DHA 19,28 20,88 17,55 19,20 32,33
¥ PUFA* 92,65 99,10 85,09 94,39 97,69
n3/n6 0,85 0,87 0,84 0,83 1,30

Ynkluderer 15:0, 17:0, 24:0.

2 Inkluderer 14:1n-5, 15:1, 16:1n-7, 20:1n-7.
8 Inkluderer 16:2n-6, 18:3n-6.

4 Inkluderer 16:2n-6, 18:3n-6
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Tabell 43 Fettsyresammensetning (% av totale fettsyrer) i de eksperimentelle diettene brukt i Periode 2 (midt-Januar

2022 — Juni 2022)

14:0
16:0
18:0
20:0
22:0

Y SFA!
16:1 n-7
18:1 n-9
18:1 n-7
20:1 n-9
22:1n-11
22:1n-9
~ MUFA?
18:2 n-6
18:3 n-6
20:2 n-6
20:4 n-6
> N-6
18:3 n-3
20:4 n-3
20:5n-3
22:5n-3
22:6 n-3
> N-3
EPA+DHA
¥ PUFA
n3/n6

HFHZ

1,92
10,09
3,26
0,57
0,87
17,21
2,25
41,16
2,67
1,99
1,48
0,53
50,62
17,17
0,03
0,12
0,24
17,56
5,01
0,18
3,87
0,47
2,56
12,10
6,44
29,66
0,68

HFLZ
1,90
9,79
3,21
0,56
0,92

16,86
2,29

41,92
2,69
2,00
1,46
0,58

51,50

16,49
0,09
0,12
0,24

16,94
5,03
0,18
3,95
0,48
2,56

12,20
6,51

29,14
0,72

LFHZ
1,88
9,89
3,21
0,57
0,88

16,87
2,34

41,87
2,67
1,88
1,21
0,56

50,96

17,00
0,11
0,10
0,25

17,47
4,99
0,16
4,20
0,53
2,45

12,32
6,64

29,78
0,70

LFLZ
1,96
9,99
3,36
0,60
1,02

17,35
2,41

41,42
2,64
1,88
1,25
0,57

50,61

16,57
0,10
0,11
0,25

17,04
491
0,15
4,31
0,57
2,53

12,47
6,84

29,50
0,73

HFQHZ
3,24
12,90
3,42
0,49
0,79
21,37
3,89
33,10
2,83
2,61
2,48
0,57
46,20
11,60
0,12
0,15
0,42
12,30
3,61
0,28
6,95
0,87
4,43
16,15
11,38
28,44
1,34

Ynkluderer 15:0, 17:0, 24:0.2 Inkluderer 14:1n-5, 15:1, 17:1n-7, 20:1n-7, 22:1n-7, 24:1n-9.
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Tabell 44 Fettsyresammensetning (mg/g) i de eksperimentelle diettene brukt i Periode 2 (midt-Januar 2022 — Juni
2022)

HFHZ HFLZ LFHZ LFLZ HFQHZ
14:0 6,67 6,20 5,70 5,64 11,27
16:0 34,99 31,87 29,93 28,79 44,81
18:0 11,30 10,46 9,74 9,67 11,88
20:0 1,96 1,81 1,73 1,74 1,71
22:0 3,03 2,99 2,66 2,92 2,73
% SFA! 59,71 54,89 51,08 50,03 74,18
16:1 n-7 7,79 7,46 7,08 6,94 13,52
18:1 n-9 142,77 136,42 126,73 119,44 114,94
18:1 n-7 9,25 8,76 8,08 7,63 9,82
20:1 n-9 6,90 6,50 5,70 5,43 9,07
22:1n-11 5,13 4,74 3,67 3,59 8,62
22:1n-9 1,85 1,89 1,69 1,63 1,96
~ MUFA? 175,59 167,62 154,27 145,92 160,44
18:2 n-6 59,56 53,67 51,47 47,80 40,27
18:3 n-6 0,11 0,30 0,34 0,28 0,43
20:2 n-6 0,41 0,38 0,31 0,33 0,54
20:4 n-6 0,82 0,79 0,75 0,73 1,46
> N-6 60,90 55,14 52,88 49,14 42,70
18:3 n-3 17,38 16,39 15,11 14,17 12,55
20:4 n-3 0,64 0,57 0,48 0,43 0,96
20:5n-3 13,44 12,85 12,70 12,42 24,14
22:5n-3 1,62 1,56 1,59 1,64 3,03
22:6 n-3 8,89 8,35 7,40 7,28 15,39
2 N-3 41,97 39,71 37,29 35,94 56,08
EPA+DHA 22,33 21,20 20,11 19,70 39,53
2 PUFA 102,87 94,85 90,17 85,08 98,77
n3/n6 0,68 0,72 0,70 0,72 1,34

Ynkluderer 15:0, 17:0, 24:0.2 Inkluderer 14:1n-5, 15:1, 17:1n-7, 20:1n-7, 22:1n-7, 24:1n-9.

5.7.2 Metodikk

Det ble tatt ut 10*3 fisk til helkroppspraver ved oppstart av féringsforsgket, og 5 fisk per merd til
helkroppsanalyser nar fisken hadde nadd 2,5 kg 11-12 januar 2022 og 5 fisk per merd til
helkroppsanalyser ved avslutning av foringsforsgket i juni 2022. Det ble laget helkroppshomogenat av
tre samleprgver fra 10 fisk ved start og en samleprgve per merd fra de ulike diettgruppene ved 2,5 kg
(for bytte til 9 mm for) og ved avslutning av foringsforsgket. Helkroppshomogenatene ble produsert
umiddelbart etter slakt og deretter frosset i triplikate beger ved -40 °C. Fgr overgang til 9mm for ble all
forsgksfisk i de ulike diettgruppene bulkveid.

To pregvetakinger til spesialanalyser ble utfgrt i denne studien: ved slutten av fase | (januar 2022) og
slutten av fase Il (juni 2022). Fisk ble foret far organ- og vevsprgvetaking for & ha tarmen i en foret
tilstand. Imidlertid ble fisk for helkroppsprgvetaking tatt to dager etter den siste prgvetakingen, og de
ble sultet i denne perioden for & sikre at magen var tom. Far hver prevetaking ble fiskene fullstendig
bedgvet. Videre ble blodprgver tatt ved bruk av heparinbehandlede vakuumrgr og deretter sentrifugert
for & fa plasma (for sporelementer og lipidmetabolittanalyser, 6 individer fra hver merd, totalt 18 praver
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fra hver diettbehandling). | tillegg ble midttarmen raskt isolert fra fisken og lagret i RNAlater for
genekspresjonsanalyse (4 individer fra hver merd, totalt 12 praver fra hver diettbehandling). Videre ble
forskjellige vev inkludert lever, hodenyre, muskel (norsk kvalitetssnitt, NKS), skinn og ryggvirvel (naer
NKS, omtrent 2 cm i midtre del av ryggvirvliene) separert fra fisken for sporelementanalyse (samleprgver
av 6 individer fra hver merd, totalt 3 prgver fra hver diettgruppe). Ryggvirvler ble ogsa tatt for
beintetthetsanalyse (BMD) (10 individer fra hver merd, totalt 30 praver fra hver diettbehandling).

Ved avslutning av forsgket i juni 2022, ble det tatt ut 15 fisk per merd til biometriske malinger,
kvalitetsanalyser og velferdsscoreanalyser. Prgver fra lever, skinn, midttarm, ryggrad, hjerte og norsk
kvalitetssnitt (NKS) ble frosset ned ved —80 °C. Videre ble prgver av lever, skinn, midttarm, baktarm og
hjerte (inkludert atrium og ventrikkel) fiksert i 10 % fosfatbufret formalin og lagret ved 4 °C. Prgver fra
de samme vevene ble ogsa tilsatt RNAlater (Qiagen Nordic, Norge). | tillegg ble férpraver fra alle
férpartier frosset ved -40 °C.

Formler

Fiskevekt ble registrert og vekstratene ble beregnet som fglger, basert pa gjennomsnittlige verdier per
merd:

Spesifikk vekstrate (SGR) = (In W1 - In Wo) / (t1 — to) x 100
Termisk vekst koeffisient (TGC) = (W13 — W13) x1000 /d°;

hvor Wo er startvekt (g) og W1 er sluttvekt (g), henholdsvis t1 og t2, og d° er summen av dggngrader.
Forutnyttelse (FCR) er basert pa registrert férinntak og biomasse gkning per merd og beregnet som
falger:

FCR = fér spist (g) / biomasse vektgkning (g)

Kondisjonsfaktor (CF) = (kroppsvekt (g)) / (fiskens gaffellengde (cm))3 x 100

Fettsyreretensjon ble beregnet per merd i 2 foringsperioder (Fase | og Fase Il) i henhold til falgende
generelle formel:
Fettsyreretensjon = [(FB x N1) — (IB x No)] / (férinntak x Ndgiety? x 100;

hvor FB og IB refererer til slutt (F) og start () biomasse og N er konsentrasjonen av fettsyrer i fisk (hvor
1 er slutt og O start prgvetaking dager) eller diett. Den endelige biomassen ble korrigert for antall dgde
i alle eksperimentelle perioder.

e Vektgkning (WG, %) = 100 x (sluttvekt — startvekt) / startvekt

e Mineralretensjon (%) = 100 x (sluttkroppsmineral x sluttkroppsvekt — startkroppsmineral x

startkroppsvekt) / (mineral i fér x férinntak)
e A helkropp (eller vev) mineral (%) = 100 x (slutt helkropp (eller vev) mineral — start helkropp

(eller vev) mineral) / start helkropp (eller vev) mineral

Fettinnhold, fettsyresammensetning og kjemiske sammensetningsanalyser

Totallipid og fettsyresammensetning ble analysert i fér, helkropp, muskel (NKS), lever, skinn, midttarm
etter metoder beskrevet av og kjemisk sammensetning av helkropp ble analysert som beskrevet Folch
et al. 1957 og Bao et al, 2017.

Kjemiske analyser
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Analyser av fér og helfisk ble utfart etter homogenisering. Tarrstoff ble analysert ved tgrking ved 105 °C
til konstant vekt; protein ble analysert ved Kjeldahl-metoden (N x 6,25); aske ble analysert gjennom
muffelovn (550 °C); fettniva ble analysert ved syrehydrolyse og ekstraksjon med dietyleter.

Far fettsyreanalyse ble totale lipider i féret isolert ved Folch-lgsning og deretter fullstendig tarket under
N2-gass. Videre ble lipider trans-metylerte over natten med 2'-2'-dimetoksypropan, metanolisk HCI og
benzen ved romtemperatur. Metylestere ble isolert og analysert ved bruk av en gasskromatograf
(Hewlett Packard 6890; HP) utstyrt med en split injektor, en SGE BPX70 kapilleerkolonne (SGE
Analytical Science) og en flammeionisasjonsdetektor. Temperaturene pa injektoren og detektoren ble
satt til 280 °C, med He2 som beeregass. Ovnstemperaturen ble gkt fra 50 °C til 180 °C (10 °C/minutt),
og videre gkt til 240 °C (0,7 °C/minutt). Individuelle fettsyre-metylestere ble identifisert ved &
sammenligne dem med tidligere karakteriserte standarder. Resultatene ble videre analysert ved bruk
av HP ChemStation-programvare. Den absolutte mengden av fettsyrer ble beregnet ved bruk av C23:0
metylester som intern standard.

Mineraler og beintetthetsanalyse

Mineralinnhold i for, fisk og vev ble kvantifisert ved induktivt koblet plasma massespektrometri (ICP-
MS). Kort fortalt ble prgvene (unntatt plasmaprgver) frysetgrket og homogenisert fgr analyse. Videre
ble pravene (0,2 g tarr prove med 0,5 ml deionisert vann eller 0,5 ml plasmaprgve) og 2 ml konsentrert
HNO3 fordgyd i Milestone UltraWave (Milestone Inc., USA). Fgr analyse av mineraler ved ICP-MS
(Thermo Scientific, USA), ble fordgyde prgver fortynnet til 25 ml med deionisert vann. Deretter ble
eluaten introdusert i nebulisatorrgret til ICP-MS, og mineraler ble analysert i Kkinetisk
energidiskriminering (KED) reaksjonsmodus. For & korrigere for instrumentell drift under analysen ble
en lgsning av germanium og rhodium tilsatt online. ICP-MS ble innstilt far analyse ved bruk av en 1 ppb
innstillingslgsning B (Thermo Fisher, i 2 % HNO3 og 0,5 % HCI). Datainnsamling og -behandling ble
utfgrt ved bruk av Qtegra-programvare (Thermo Scientific). En ekstern kalibreringskurve som varierte
fra 10 til 500 ng mL™? ble brukt for & kvantifisere mineralene.

Beintettheten (BMD) ble malt med en Skyscan 1275 mikro-CT-skanner (CS). Prgvene og fantomene
ble skannet med et aluminiumfilter, en kilde-spenning og strem pa 50 kV og 200 pA, og en
pikselstgrrelse pa 10 um. Skanningene ble rekonstruert med nrecon-rekonstruksjonsprogramvare
(nrecon, versjon 1.7.3), med en straleharningskorreksjon pa 55 og minimumsverdien av CS til
bildekonvertering pa 0,0000-0,08000. BMD ble funnet med CT-analyser (CTan, v 1.20.3.0).
Skanningene av fantomene (0,25 g/cm3 og 0,75 g/cm?3) ble brukt for kalibrering. BMD i prgven ble funnet
ved & velge spesifikke deler av beinskanningene og finne gjennomsnittlig BMD i CTan.

Analyse av plasmalipider og lipoproteiner

Plasma lipider og lipoproteiner, inkludert triacylglyserol (TAG), kolesterol (CHO), high-density lipoprotein
(HDL), low-density lipoprotein (LDL) og totalt protein (TP) ble malt ved bruk av en klinisk bioanalysator
(Pentra C400 Horiba Medical, Montpellier, Frankrike).

Genekspresjonsanalyse

Total RNA ble isolert fra tarmvev ved bruk av Maxwell® HT simplyRNA Kit (Promega, USA) og Biomek®
4000 automatisert vaeskehandterer (Beckman Coulter, USA). | tillegg ble RNA-kvalitet og -kvantitet
evaluert ved Bioanalyzer (Agilent 2100) og spektrofotometeret (NanoDrop ND-1000) henholdsvis.
Videre ble uttrykksnivaene av kandidatgener analysert ved to-trinns real-time PCR (RT-PCR). cDNA ble
syntetisert ved hjelp av reagenser for invers transkripsjon (Thermo Fisher Scientific, USA). | tillegg ble
RT-PCR for malgener utfgrt ved bruk av SYBR GREEN PCR Master Mix (Roche-Norge, Norge) og
kvantifisert p4 gPCR-instrumentet (Bio-Rad, USA). RT-PCR-programmet var som fglger: 10 min
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preinkubering ved 95 °C, etterfulgt av 40 sykluser pa 95 °Ci30s,60°Ci30s,72°Ci30s, ogen
smeltekurve. Etter stabil beregning av husgenene (B-aktin og EF-1a), ble uttrykksnivdene av
kandidatgener normalisert ved bruk av programvaren CFX Maestro (Bio-Rad, USA). Unntatt for 3-aktin
og EF-1a (Olsvik et al., 2005), ble andre primere nylig designet gjennom NCBIs online verktgy for
primerdesign  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cqi?). Ett-trinns RT-PCR
(QIAGEN one step RT-PCR kit) ble brukt for & evaluere primerspesifisiteten.

Kandidatgener for gPCR inkluderte to referansegener (B-aktin og elongasjonsfaktor 1 alfa (EF-1a)),
elleve gener relatert til Zn-opptak og -transport (solute carrier family 39 member 4 (ZIP4), solute carrier
family 39 member 14 (ZIP14), solute carrier family 39 member 5 (ZIP5), metallothionein A (MT A),
metallothionein B (MT B), solute carrier family 30 member 4 (ZnT4), solute carrier family 30 member 5
(ZnT5), solute carrier family 30 member 6 (ZnT6), solute carrier family 30 member 7 (ZnT7), solute
carrier family 30 member 1 (ZnT1), metal regulatory transcription factor 1 (MTF1)) og elleve gener
relatert til lipidtransport og -metabolisme (Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1), cluster of differentiation
36 (CD36), fatty acid transporter protein 4 (FATP4), fatty acid transporter protein 6 (FATP®6), fatty acid-
binding protein 2 (FABP2), diglyceride acyltransferase 1 (DGATL1), microsomal triglyceride transfer
protein (MTP), apolipoprotein B (APOB), carnitine O-palmitoyltransferase 1 (CPT1), monoacylglycerol
O-acyltransferase 2 (MGAT?2), apolipoprotein A-1IV (APOAA4)). Primere for disse genene er oppgitt i

Tabell 45.

Tabell 45 Primere benyttet for gPCR analyse

Gen Primer sekvens (5'- 3') Accession no.?  Effektivitet Production Tm (°C)
(%) (bps)
B-actin  F: CCAAAGCCAACAGGGAGAA BG933897 117,17 91 57,56
R: AGGGACAACACTGCCTGGAT 61,14
EF-1a F: TGCCCCTCCAGGATGTCTAC AF321836 104,75 57 60,69
R: CACGGCCCACAGGTACTG 60,05
ZIP4 F: GAGCCTCCTAGTCCTCACACT XM_045709302.1 143,17 158 60,34
R: 57,93
GTCATTTTGAGGAAATCGTGTATCA
ZIP14 F: ATCTCCTCCAGCCGGTAGTT XM_045695336.1 129,72 147 60,03
R: TCTTCCGACCCGAGTAGTGT 59,96
ZIP5 F: TGCCTGTATGCCCCAGAAAAT XM_014136187.2 106,62 74 59,99
R: ACAGTTGCTGAATGCCAAACA 59,24
MT A F: TGCAAGGGCAAGACTTGTGA NM_001123677.1 109,16 87 60,11
R: ACGTCAGTCATAGGGAATGGAC 59,57
MT B F: CTCTTGCAACTGCGGTGGAT NM_001123669.1 107,53 76 60,96
R: GCAGGGGCAGCAACTTTTC 60,01
ZnT4 F: TTATGGTGCCTGGCTATGCT NM_001139905.1 107,53 97 59,15
R: TTGCATGTGTTTTGCTGCCT 59,54
ZnT5 F: AGGTAGAGTCATGGTCGGCT XM_014128822.2 115,54 139 60,03
R: AGAAAGATGGAGCCGTAGCG 59,90
ZnT6 F: AATCCTGGTGTTCGGGATGC NM_001139824.1 136,65 160 60,39
R: CTTCATTGCCACCCAAGAGC 59,47
ZnT7 F: TGGGCAAGAGTCCAAACATGA XM_014216007.2 120,68 136 59,86
R: GTGCAGTTCATCATGGCAGTG 60,14
ZnT1 F: GTATCCTGCTCTACACCACCTA XM_014143981.2 95,97 148 58,44
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Primer sekvens (5'- 3') Accession no. 2  Effektivitet Production Tm (°C)

(%) (bps)
R: CAGATGTGCAGTTCGTGGA 57,78
MTF1 F: AGTTTTTCCACAACAAAAGGGC  XM_014200437.2 10,88 169 58,39
R: AGAGCTGTTGCTATGGTGGAC 60,07
NPC1L1 F: CCCGTCATGAGCCAGGATAC XM_014171081.2 90,23 162 59,97
R: GCATGGGGCAGACCTTTTTG 60,04
CD36 F: ACCCCCAGCAGTCACATTATT XM_014153607.2 104,46 131 59,36
R: GTATGTAGGTCCCAGCAGCA 59,17
FATP4 F: TCTGGAACACATGACAAGCC XM_014125609 141,16 170 58,10
R: GCGAACAAGTTGTGTCCTTCC 60,00
FATP6 F: ACAAACTGCAACCCGCTCTA XM_045693823.1 100,22 156 59,89
R: CCACCGTCTCAGTGAACCAA 59,89
FABP2 F: GGATTATGCCTCGACTGCCA BT048647 116,13 149 59,89
R: GCCACTCTGGGGAATTGCTA 59,74
DGAT1 F:CGGTAACGGAATGGTGCGT XM_014124329.1 106,19 148 60,74
R: CAGCCTCTGACATCAATTGCCT 60,94
MTP F: XM_014195517.2 106,50 124 58,24
TGATCATTGTAAAATGTGTGCCTTT
R: ACAGCTAGCAAGTTAGCCTC 57,32
APOB  F: TGGGCTTGACTGGCAAGATT X81856 114,62 101 59,89
R: TCCCTCATCTTGGCGTTTCT 59,02
CPT1 F: TAAGAGGCCGTGGACCAATC XM_045708590.1 101,55 195 59,46
R: ATTGCGCTGAGCACATTGGA 60,96
MGAT2 F: CGAGTGCAAGCTCTGCAAGG XM_014205344 105,37 75 61,91
R: GAGGTCGGGCAAGATGAAGT 59,75
APOA4 F: TGAAGGTGTTGGTGGTGCTT XM_014201582 105,37 131 60,03
R: TGTTGCCTTGGCGACATAGT 59,96

a: GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Histologiske analyser og rentgenanalyser

Vevsprgver ble dehydrert i etanol, og stapt inn i parafin i henhold til standard histologiske teknikker.
Vevssnitt av hjerte med ca. 2-4 mm tykkelse ble farget med hematoksylin og eosin (H&E). Totalt 50-60
pragver per vev ble undersgkt (3-5 prgver per merd). Leverprgver ble undersgkt for grad av patologisk
steatose ved hjelp av en semi-kvantitativ scoringsskala fra 1 til 5, hvor 1 representerer liten grad av
vakuolisering og 5 hgyt antall intracytoplasmatiske mikro- og makrovesikler. Videre, for prgver fra
midttarm og baktarm, ble en enkel histologisk evaluering benyttet til & beskrive generelle morfologiske
egenskaper som folding av tarmslimhinnen og vakuolisering av enterocytter. Hjertet (atrium/ventrikkel)
ble undersgkt for eventuelle histopatologiske endringer.

Velferd og filetkvalitet

Fisk ble evaluert for eventuelle ytre synlige skader (hudlesjoner, snute-, skjell- og finneskader) og intern
helsescore (melaninflekker i fettvev- og hjerte, hjerteform, mage- og tarmbetennelse, og
fettakkumulering i lever). Hver av velferdsindikatorene fikk en score mellom 0 og 3 (ytre skader) eller O
og 4 (intern helsescore), hvor lav verdi representerer en god og hay verdi en darlig tilstand. Eksterne
og interne evalueringer ble utfgrt av samme personer (2 stk.). | tillegg ble scorene fra ytre og indre
indikatorer kartlagt ved bruk av radarplott, og det resulterende arealet ble beregnet og brukt som en
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oppsummert indeks (ekstern velferdsindeks, EWI og intern velferdsindeks, IWI), i henhold til den
generelle formelen:

EWl eller IWI =1/2X (AXB +Bx C + ... + Cx A) x s (360 / n x ) / 180))

Store bokstaver (A, B, C++) representerer hver av velferdsindikatorene og "n" er antall fisk inkludert i
evalueringen.

Fisk ved sluttuttak ble filetert manuelt og analysert for filetkvalitet ved 7+1 dager post mortem. Filetfarge
ble malt instrumentelt ved Minolta (CR-400 Minolta, KONICA MINOLTA SENSING, INC. JAPAN) pa
homogenat av norsk kvalitetssnitt (NKS), preparert iht. NS 9402, tre malinger per individ. Fargerommet
CIE L+axb* 1976 ble brukt til resultater, der L, a* og b* representerer henholdsvis lyshet (L*=0 for svart,
L*=100 for hvit), radhet (for positive tall) og gulhet (positive tall). Disse ble omregnet til Hue/kulgr (lavere
Hue betyr mer rgdfarge) og Chroma/metning. Av de samme homogenatene ble det sa lagd samlepragve
per merd for kjemisk analyse av astaxanthin ved HPLC.

Mgrke flekker ble vurdert ved bruk av «FHF-skalaen» (Mgrkgre 2012), samt ved telling av antall affiserte
muskelsegmenter.

Fasthet i muskel ble malt instrumentelt (Larsson et al., 2012) i dorsal del av NKS. Instrument brukt var
en Texture Analyzer TA.XTplus100C (Stable Micro Systems Ltd., Surrey, UK) utstyrt med en 30 kg load
cell og en sylinder-probe (z 0.5"; type P/0.5) som ble kjgrt ved konstant hastighet (1 mm/s).

Statistisk Analyse

Hver diett ble gitt til tre merder (n = 3), hvor hver merd tjente som statistisk enhet. Normaliteten av
dataene og homogeniteten av varians ble analysert ved bruk av Shapiro—Wilk-test og Levene's test,
henholdsvis. Hvis p < 0,05, ble Mann-Whitney U-test brukt som alternativ t-test (sammenligning av
HFHZ og HFQ-3HZ-gruppene, merket "8" i relaterte resultater), mens Scheirer-Ray-Hare-test ble brukt
som alternativ toveis ANOVA (sammenligning av HFHZ, HFLZ, LFHZ og LFLZ-gruppene, merket "a" i
relaterte resultater) (not som en tilfeldig faktor) (Dytham, 2011). Resultater fra mRNA-ekspresjon ble
sammenlignet ved ikke-parametrisk analyse. Resultater fra vekst, mineraler i vev (unntatt plasma)
mellom HFHZ, HFLZ, LFHZ og LFLZ-gruppene ble evaluert ved toveis ANOVA, med fett og Zn som
uavhengige variabler. Derimot ble effekten av n-3 LC-PUFA analysert ved bruk av t-test mellom HFHZ
og HPQHZ-gruppene. Nar det gjelder resultatene fra plasmamineraler, plasmalipider og BMD blant
HFHZ, HFLZ, LFHZ og LFLZ-gruppene, ble toveis nested ANOVA brukt, med fett og Zn som uavhengige
variabler og merd som tilfeldig faktor. Ogsa ble disse resultatene fra HFHZ og HPQHZ-gruppene
analysert ved t-test nested analyse, med diett som en uavhengig variabel og merd som en tilfeldig faktor.
Hvis p-verdien var < 0,05, ble resultatene ansett som statistisk signifikante. Alle resultater er presentert
som gjennomsnitt + standardavvik (SD). GraphPad Prism 8 (Insightful Science, USA) og R (R
Development Core Team, 2011) ble brukt til statistisk analyse og JMP® programversjon 11.2.1 (SAS
Institute Inc.).

5.7.3 Resultat og diskusjon AP 3: vekst, férutnyttelse, helse, mineral og
fettsyresammensetning, filétkvalitet

Figur 72 og tabellene 46-47 viser forinntaket i de ulike diettgruppene gjennom hele forsgksperioden.
Det var ingen signifikante forskjeller i forinntak mellom diettgruppene hverken i periode | eller i periode
Il. Imidlertid viste diettgruppen foret det hgyeste omega-3 fettsyrenivdet (11% av totale fettsyrer)
tendens til noe hgyere férinntak i dagene etter avlusning enn de andre diettgruppene, noe som kan tyde
pa at hgye nivaer av EPA og DHA i dietten har positiv effekt p& forinntaket etter stress som tidligere vist
i Lutfi et al., 2022. FCR var ca. 1,0 for alle eksperimentelle grupper.
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Figur 72 Foérinntak gjennom hele forsgksperioden. Férinntaket (gram) ble beregnet ukentlig.

Tabell 46 viser ingen signifikante forskjeller i tilvekst (SGR og TGC) mellom diettgruppene i farste
vekstperiode i sjg, fra oktober 2021 til januar 2022. | den andre vekstperioden, fra januar til juni 2022,
oppnadde gruppen med det hgyeste nivaet av omega-3-fettsyrer (HFQHZ) og gruppen med lavt
fettinnhold og hayt sinkniva (LFHZ) de hgyeste vekstratene (Tabell 47). Gruppen som ble foret med
11 % EPA+DHA av totale fettsyrer hadde en hgyere sluttvekt enn gruppene som fikk 6,6 % EPA+DHA.
Dette samsvarer med tidligere funn fra Lutfi et al.,2022 som rapporterte at laks féret med 10 %
EPA+DHA oppnadde hgyere tilvekst enn laks foret med 5 % EPA+DHA i dietten. Denne effekten ble
diskutert & veere relatert til gkt férinntak etter stress, som for eksempel avlusning, noe som ogsa ser ut
til & veere tilfelle i denne studien.

Gruppen féret diett med hgyt fettinnhold og lavt sinknivd (HFLZ) presterte darligst, med den laveste
sluttvekten, som var signifikant lavere enn sluttvektene til HFQHZ- og LFHZ-gruppene (Tabell 47).
Tidligere studier pa pattedyr har vist at marginal sinkmangel i dietten kan fare til redusert vekst, og
denne effekten ser ut til & veere spesielt tydelig i HF-gruppen, Amornrut et al., 1997.

Total fettretensjon var signifikant hgyere i farste vekstperiode (ca. 72 %) sammenlignet med andre
vekstperiode (ca. 65 %). Det ble ikke observert noen signifikante effekter av diettene pa total
fettretensjon (Tabell 46-Tabell 47 og Figur 73).

Tidligere studier har vist at Atlantisk laks deponerer mer fett i muskel og har gkt retensjon av lipider i
helkropp ved avtagende daglengde om hgsten. Dette er spesielt vist hos laks oppdrettet ved nordlige
breddegrader med lange vintre og sen var. Utover varen viser laksen reduserte lipidnivaer og lavere
kondisjonsfaktor fgr sommer og hgst (Rgrvik et al, 2018)., noe som er i overenstemmelse med funn fra
denne studien.
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Tabell 46 Vekst ytelse og retensjon av fett og de viktigste fettsyrene i hele kroppen til atlantisk laks féret med de
eksperimentelle diettene i 3 maneder (Periode 1; oktober 2021 - midten av januar 2022). Data er vist som
gjennomsnittsverdier + standardfeil med merd som statistisk enhet (n = 3, der hver prave er representert av en pool

av fem fisk). Data ble analysert ved enveis ANOVA etterfulgt av Tukeys test (P < 0,05).

Vekt (g)
SGR
TGC

FCR

Fett retensjon
14:0

16:0

16:1n-7
18:0

18:1n-9
18:2n-6
18:3n-3
20:0

20:4n-6
20:5n-3
22:5n-3

22:6n-3

HFHZ
2649 +£ 27,6
0,6 £0,03
3,6+0,14
1,0+£0,01

72,0+6,41

98,6 + 3,38
100,3 + 6,64
109,9 + 56,26

81,3+541

99,3+8,10

93,9 £ 6,69

89,4 £5,40

54,1+4,40

265,3 + 14,022
82,1+3,51
295,1+6,95

117,5+4,17

HFLZ
2633 +12,9
0,6 £ 0,00
3,6 £0,02
1,0£0,02

73,4 +£2,25

94,3 £ 6,39
90,7 £ 6,53
60,7 + 60,68
76,3+2,84
87,7 £ 3,89
82,9+4,22
78,8 £4,18
46,3 £ 4,29
270,0 + 6,542
77,0 £ 6,06
313,1+22,98

110,4 +4,33

LFHZ
2582 + 69,2
0,6 £0,03
3,5+0,18
1,0+£0,01

74,7 £4,70

73,9 +15,13
82,9 13,12
166,4 + 11,65
71,1+11,35
83,3 £10,20
78,1+9,38
72,0 +10,39

43,0 £ 6,08

242,0 + 36,432

57,2 £16,87
213,1 + 83,09

94,4 £ 13,92

LFLZ
2618 + 48,8
0,6 +0,02
3,6+0,12
1,0+0,02

70,1 £ 5,59

77,0+ 2,47
87,0+£3,13
163,7 £ 4,20
73,0 £ 2,09
85,0 £2,08
77,9+2722
73,1+ 2,50

48,1+ 2,34

248,1 + 16,182

69,0 +1,35

260,9+1,44

150,8 + 46,35

HFQHZ
2689 + 74,0
0,7+0,03
3,7%+0,16
1,0+0,03

70,5 + 4,02

68,0 +4,44
73,8 £ 6,61
124,1+1,58
59,6 +7,31
79,0 + 7,66
75,1773
72,1 +6,99
38,1+4,41
124,7 +7,20°
59,6 £5,02
212,7+18,19

88,8 +7,01

P-verdi
0,69
0,89
0,89
0,38

0,95

0,08
0,27
0,32
0,29
0,38
0,34
0,33
0,21
0,002
0,25
0,32

0,36

SGR, Specific growth rate; TGC, thermal growth coefficient; FCR, feed conversion ratio
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Tabell 47 Vekst og retensjon av fett og de viktigste fettsyrene i hele kroppen til atlantisk laks féret med de
eksperimentelle diettene i Periode 2 (midten av januar 2022 - juni 2022). Data er vist som gjennomsnittsverdier £
standardfeil med merd som statistisk enhet (n = 3, der hver prave er representert av en pool av fem fisk). Data ble
analysert ved enveis ANOVA etterfulgt av Tukeys test (P < 0,05).

HFHZ HFLZ LFHZ LFLZ HFQHZ p-verdi

Vekt (g) 4470232  4313+589°  4554+37,1"  4520+77,6° 4786 +8,8° 0,0006
SGR 03+0,01%  0,3+0,00° 0,4 +0,01% 03+0,01%  0,4+0,022 0,02
TGC 36+0,05%  3,3+0,07° 3,8+0,112 3,7+0,09%  4,0+0,16° 0,008
FCR 1,0+0,01 1,0+0,02 1,0+0,01 1,0+0,02 1,0+0,03 0,38

65,4 + 2,88 61,0 + 1,06 66,8 + 1,64 61,2+453  69,8+276 0,21
Fett
retensjon
14:0 552+151  47,7+156 58,7 + 8,01 52,7+497  63,1%3,05 0,23
16:0 59,1+2,12  535+188 62,4 +7,56 59,5+4,11  63,2+2726 0,53
16:1n-7 129,741,822 129,0+028°  130,6+4,56%  129,8+4,88% 107,5+237" 0,002
18:0 50,8+ 1,65  47,2+250 56,2 + 6,63 49,2+2,07  51,1+1,09 0,47
18:1n-9 74,7+1,38 68,7 + 2,86 70,8 + 6,36 7084348  78,2+279 0,44
18:2n-6 709+124  66,4+286 67,3 +5,57 685+300  77,1%2,95 0,25
18:3n-3 62,6+025 5501314 58,1 + 6,37 574+353 68,6342 0,18
20:0 398+289  380%1,26 40,2 + 3,43 36,0+1,86 34,6145 0,42
20:4n-6 222+2,78%  11,0+11,56° 258+10,70®  21,9+7,00® 56,0+ 8,357 0,04
20:5n-3 423+239%  360+2,68°  39,4+648%  376+245  564+261° 0,02
22:5n-3 157,24+8,98% 133,6+10,11° 144,0+19,78% 129,6+12,94° 196,6 + 5,502 0,02
22:6n-3 98,3+2,29 86,6 +4,40 92,7 9,14 90,1632  111,6+2,10 0,06

SGR, Specific growth rate; TGC, thermal growth coefficient; FCR, feed conversion ratio

Det er verdt & merke seg at retensjonen av EPA var signifikant hayere i perioden oktober 2021 til januar
2022 enn i perioden januar til juni 2022 i diettgruppene HFHZ, HFLZ, LFHZ og LFLZ, mens det i
diettgruppen HFQHZ ikke kunne observeres slik sesongvariasjon i retensjon av EPA+ DHA. Videre ble
det i periode | observert en tendens til lavere retensjon av EPA+DHA i HFQHZ gruppen sammenlignet
med diettgruppene foret lavere diettnivder av disse fettsyrene, men dette snudde i periode Il hvor
retensjonen av disse fettsyrene var hagyere i HFQHZ, noe som medfarte en signifikant interaksjon
mellom periode og diettnivd av EPA+DHA pa EPA retensjonen i helkropp (p= 0,043). En mulig arsak til
at man ikke ser et dropp i retensjonen av EPA + DHA i periode Il pa varen i HFQHZ, selv om man far
en reduksjon i retensjonen av totalfett, kan muligens skyldes det hgyere nivaet av mettet fett i HFQHZ
sammenlignet med de andre diettgruppene, ca 22% mettet fett av totale fettsyrer i dietten sammenlignet
med ca 17% av totale fettsyrer i HFHZ, HFLZ, LFHZ og LFLZ. Dette er i overensstemmelse med gkt
retensjon av EPA og DHA i gruppen foret det hgyeste diettnivaet av mettet fett i AP 2, og som publisert
i Sissener et al., 2025. | andre vekstperiode var det ogsa en tendens til lavere retensjon av EPA og
DHA i helkropp hos laks som ble féret med de to diettene med lavt sinkniva.
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Figur 73 Retensjon av totalfett, EPA og DHA hos atlantisk laks foret med eksperimentelle dietter (diet 1=HFHZ, diet
2=HFLZ, diet 3=LFHZ, diet 4=LFLZ, diet 5=HFQHZ) i Periode 1 (oktober 2021 - midten av januar 2022)
sammenlignet med Periode 2 (midten av januar 2022 - juni 2022). Resultatene er uttrykt som gjennomsnitt med
standardfeil, der hver verdi stammer fra en sammenslétt prove fra fem fisk. Data ble analysert ved toveis ANOVA
(diett og periode som faktorer; P<0,05).

Dgdeligheten var lav i alle diettgrupper, og det var ingen signifikante forskjeller i prosent dgdelighet
mellom diettgruppene, men det var tendens til hgyere dgdelighet i gruppen féret hgyfett med lav Zn
(HFLZ), (4 %) sammenlignet med 1,2-1,8 % dgdelighet i de andre diettgruppene (Tabell 48). Her er det
viktig & merke seg at dette er meget lave dgdelighetstall for laks i &pne sjgmerder, som reflekterer at
det har veert gode betingelser for fisken. Dermed er det rimelig & anta at redusert vekst og
velferdsutfordringene man ser endel tendenser til i HFLZ-gruppene kunne blitt mer framtredende ved
utfordrende betingelser for fisken.

Tabell 48 Vekst, férutnyttelse og akkumulert dadelighet hos atlantisk laks féret med de eksperimentelle diettene i 8
maneder (Periode 1 + Periode 2). Data er vist som gjennomsnittsverdier + standardfeil med tank som statistisk
enhet (n = 3). Data ble analysert ved enveis ANOVA etterfulgt av Tukeys test (P < 0,05).

HFHZ HFLZ LFHZ LFLZ HFQHZ P-verdi
SGR 0,4+0,01* 0,4+0,01° 0,4+0,00® 04+0,01° 0,5+0,002 0,0003
TGC 3,6+0,08* 3,4+0,10° 3,7+0,05® 3,7+0,08° 3,9+0,032 0,0002
FCR 1,1+0,02 1,1+0,02 1,1+0,01 1,1+0,02 1,1+0,02 0,078
Dgdelighet (%) 15+0,30 42+1,10 1,2+0,30 1,8+1,39 1,8+0,52 0,165

SGR, Specific growth rate; TGC, thermal growth coefficient; FCR, feed conversion ratio
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Velferd og helse

Registrering av de ytre velferdsindikatorene; skader pa snute, gjeller, skjelltap og finneskader viste ingen
statistisk signifikante forskjeller mellom diettgruppene, men det var en tendens til hgyere forekomst av
snuteskader i gruppene foret med lavest niva av Zn (HFLZ og LFLZ). (Figur 74). Helsescoring av indre
organer inkluderer forekomst av fett pa hjertet, mengde innvollsfett og forekomst av melaninflekker i
fettvevet, mage og tarmbetennelse og leverfett. Figuren viser ingen signifikante forskjeller i helsescore
mellom diettgruppene, men de to gruppene HFHZ og HFQHZ hadde tendens til lavere score for
baktarmsbetennelse. Lavfettgruppene var foret med hgyere nivaer av planteproteinene hvetegluten og
erteprotein, noe som muligens kan ha pavirket tendensen til hagyere scoring for moderat betennelse i
baktarmen i LF gruppene.

Scoring av ytre skader Snuteskader
——HFHZn ——HFLZn LFHZn LFLZn ——HFO3HZn 14
Snute
3 1,2
, 1
Buk Skinn
0,8
]
\ o
A
\ 0,6
0,4
Bryst o N R
rys Y88 0.2
0
Hale HFHZn HFLZn LFHZn LFLZn  HFQ3HZn
Scoring av indre organer Scoring baktarm betennelse.
e=—=HFHZn ===HFLZn LFHZn LFLZn ===HFQ3HZn 2
VAT mengde 1,8
5
1,6
Baktarm betennelse VAT Melanin
1,4
2 1,2
o
£
| 5 1
A
Midttarm betennelse Hjerte form 0.8
0,6
0,4
Lever fett Hjerte fett 0,2
0
Hjerte melanin HFHZn HFLZn LFHZn LFLZn  HFQ3HZn

Figur 74 Eksterne (ytre skader) og interne (indre organ helsescore) velferdsindekser vist i form av oversikts «spider»
diagram og data pa scoring av snuteskader og baktarmsbetennelse vises som gjennomsnitt + SEM (n=3).

Histologisk undersgkelse av hjertet (ansvarlig @ystein Evensen NMBU, Veterineerhggskolen)

To regioner av hjertet, atrium og ventrikkel fra de fem eksperimentelle diettgruppene HFHZ, HFLZ,
LFHZ, LFLZ og HFQHZ, ble scoret for eventuell forekomst av betennelse, nekrose, degenerative
endringer og andre abnormaliteter, ved mikroskopianalyse av vevsmorfologi (Figur 75). Andre funn, som
trombedannelse og fibrose, ble notert kvalitativt. Statistiske analyser, inkludert lineger regresjon, ble
utfart for & identifisere eventuelle signifikante forskjeller mellom diettgruppene.
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De fleste fisk i alle diettgrupper viste lavgradige endringer (score 0-1,5). Hgyere score (2-3,5) var
mindre hyppig. Ventrikkel viste generelt mer betydelige endringer enn atrier, med score opp til 3,5 i noen
tilfeller. Diettgruppene HFHZ, HFLZ, LFHZ og LFLZ viste ingen signifikante forskjeller fra hverandre i
histopatologisk score (p > 0,05). HFQHZ hadde den laveste gjennomsnittlige numeriske scoren, noe
som tyder pa faerre histopatologiske endringer i denne gruppen, muligens grunnet det hgyere
EPA+DHA-innholdet og lavere n-6/n-3 ratio i dietten. Resultatet indikerer dermed at det hgye
EPA+DHA-innholdet og den lave n-6/n-3 ratioen i HFQHZ dietten kan ha bidratt til redusert betennelse
og bedre hjertehelse. Selv om det ikke var signifikant, kan det nevnes at det ble funnet flest fisk med
den den hgyeste histopatologisk score pa 4,5 i diettgruppen HFLZ.

Tegn pa vevsreparasjon, som gkt bindevev og regenerering var vanlig funn i alle grupper, men ingen

signifikante statistiske forskjeller mellom diettgrupper ble funnet i disse parameterne. Trombe-dannelse
ble notert sporadisk, men korrelerte ikke med spesifikke diettgrupper.
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Figur 75 Samlet scoring av to regioner av hjertet, atrium og ventrikkel fra de fem eksperimentelle diettgruppene;
HFHZ, HFLZ, LFHZ, LFLZ og HFQ3HZ. De to regionene ble scoret for ble scoret forekomst av betennelse, nekrose,
0g degenerative endringer. Fargekoden viser alvorlighetsgrad av histopatologisk score. lavgradige endringer (score
0-1,5). Hayere score (2-4,5).

Mangelen pé statistisk signifikante forskijeller i histopatologisk hjertescore indikerer at de ulike diettene
hadde relativt begrenset innvirkning pa hjertepatologi under de studerte forholdene. Imidlertid antyder
den numerisk lavere scoren i diettgruppen HFQHZ mulig kardioprotektive effekter av en diett rik pa
omega-3-fettsyrene EPA og DHA og med lav n6/n3 ratio. Men flere faktorer kan ha pavirket
hjertescoren.

Eksterne faktorer: Genetiske predisposisjoner, tidlige livsforhold eller miljgstressorer.

Infeksigse agenser: Selv om histologiske forskjeller ble dokumentert mellom individ, ble det ikke utfgrt
molekyleer diagnostikk (f.eks. PCR-testing) for & identifisere mulige patogener. Noen endringer, som
funn av betennelse i atrier til enkelte fisk, kan tyde pa tilstander som kardiomyopatisyndrom (CMS), men
dette forblir spekulativt.

Histologiske begrensninger: Gradering er basert pa subjektivitet, og ett hjertesnitt per fisk ble
analysert, noe som mulig overser regionale variasjoner i patologi.
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Konklusjon: Til tross for mangelen pa statistisk signifikante forskjeller mellom diettgruppene, viste den
histopatologiske hjertescoren for HFQHZ-gruppen den numerisk laveste verdien. Dette antyder en mulig
fordel ved & gi for rikt pA omega-3-fettsyrer for a redusere hjertebetennelse. Videre ble det i HFLZ-
gruppen observert enkelte individer med hgy histopatologisk score. Dette sammenfaller med at denne
gruppen ogsa hadde den laveste sluttvekten og en tendens til hgyere dgdelighet sammenlignet med de
andre diettgruppene.

Studier av forekomst og alvorlighetsgrad av hjerteforandringer og arteriosklerose

Resultatene er hentet fra masteroppgave av Kristina. M. Solvang med veileder Tore Seternes ved
universitetet i Tromsg

Ved sluttuttaket i juni 2022, ble 60 hjerter med gjellebue (hjerter fra 4 fisk per merd, 12 fisk per
diettgruppe) skaret ut og fiksert i 10 % formalin. Etter fiksering ble hjertene separert fra gjellebuene.
Deretter ble ventralaorta delt i 3 mindre deler og vevet rundt fijernet, se Figur 76 for oversikt over hjertets
oppbygging. Det ble registrert vekt av hjerte, foretatt ytre mal av hjertets form, registrert farge og
fettakkumulering pa hjerter etter kriterier vist i Tabell 49.

Atring J V. cardinalis communis

4 Gjellcbuc

3 Gjellebue / V Hepatica

2. GjEllEhUE:)R
S

1. Gjellebue

Sm us venosus

Perlelale ag

Vicerale lag

Ventrikkel

Det ble gjort ytre mal av
hjerte for & se pd
hjertemorfologi. Bildene
viser plasseringen av
madlene som ble glort
med digitalt skyvelzre.

Figur 76 Figur av Kristina Solvang av hjertets oppbygging (@vre figur). Nedre figur viser plassering av malene som
ble tatt for hjertets form. Histologianalsyer ble utfart pa ventralaorta og koronararterien, som markert med grgnne
sirkler i figuren.. De ytre malene, som vist i nedre figur, ble benyttet til & lage samlet giennomsnittlig score for normal
og grad av unormal form pa hjertet scoret og grad av ytre fett pa hjertet.

Tabell 49 Kriterium og grad av scoring hjerter

Score Form Fettavleiring Farge

0 Normal form, peereformet Lite eller ingen fettdeponi  Ingen avvikende
fargenyanser

1 Noe tap av normal form Fokale fettavleiringer Noe mgrkere farge

2 Ventrikkelen har lite normal fasong Multifokale fettavleiringer  Tydelig mgrk misfarging

3 Rund, og ingen normal form Flere fettavleiringer Alvorlig misfarging
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Gjennomsnittsverdier for hjertescoren; ytre mal basert pa hjertets form, hjertefarge og grad av
fettavleiringer pa hjertet i ett graderingssystem fra 0 til 3 er vist i Tabell 49. Score null viser til ingen avvik
0g score tre viser til alvorlig avvikende hjertemorfologi.

For den totale gjennomsnittlige hjertescoren viste resultatene lavest score for de to lavfettgruppene
LFLZ og LFHZ (Figur 77). Det var ingen signifikant forskjell i hjertescore mellom diettgruppene HFHZ
og HFQHZ. Gruppen HFLZ viste tendens til hgyere score enn de andre diettgruppene med flest individ
med alvorlig avvikende score for hjertemorfologi.

* k%
—_—
*
4
*
e HoyFett/HayZn
34 m HoyFett/LavZn
o A LavFett/HeyZn
é 7 + v LavFett/LavZn
w ¢ HoyEPA+DHA/HoyZn
N Y
0

I
Hjertescore

Figur 77 Samlet gjennomsnittlig score for normal og grad av unormal form pa hjertet scoret og grad av ytre fett pa
hjertet, basert pa de ytre mélene beskrevet i Figur 76.

Triacylglyserol (TAG niva) i hjertet (atrium + ventrikkel uten bulbus) ble analysert kjemisk som vist i Figur
78. Det var ingen signifikante forskjeller mellom diettgruppene i mengde TAG, men det var en tendens
til lavere TAG niva i de to diettgruppene foret det lave fettnivaet i dietten.

Fett, TAG mg/g i hjerte
40
35

30
25
20
15
10

o

HFHZ HFLZ LFHZ LFLZ HFQHZ

)]

Figur 78 TAG mg/g i hjertet til laks fra de ulike diettgruppene. Verdiene er vist som gjennomsnittsverdier + sem.
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Det ble tatt ut fikserte vevspraver fra to omrader av hjertet, ett fra koronararterien som forsyner det
kompakte laget i ventrikkelen med blod og ett fra ventralaorta som forsyner gjellebuene med blod. Det
ble laget ca. 80 vertikale snitt fra koronararterien (bifurkaturen) og 10 horisontale snitt av ventralaorta.
Histologisk analyse ble utfart etter hematoksylin og eosin farging av snittene. Formalet med denne
analysen var a kartlegge eventuell forekomst av arteriosklerose.

Arteriosklerose bestar av neointimal hyperplasi. Hvor glatte muskelceller proliferer og gar inn i intima
gjennom sma &pninger/porer eller brudd i den indre elastiske lamina (Farrell et al., 2002. Dette ma ikke
forveksles med atherosklerose som forekommer hos mennesker, hvor fettavleiringer oppstar pa
innsiden av arterien og som med tiden forkalkes. Figur 79 viser eksempelbilder av ulike alvorlighetsgrad
av arteriosklerose.

Eksempel score O Eksempel score 1
Ingen arteriosklerose som opptar lumens areal  Arteriosklerosen dekker opp til 20 prosent av lumens
areal

Eksempel score 2
Arteriosklerosen dekker mellom 20 til 50 prosent av Eksempel score 3
lumens areal Arteriosklerosen dekker mer enn 50 prosent av lumens

Figur 79 Eksempelfigurer fra laks fra forsgket som viser score for arteriosklerose i koronararteriens bifurkatur

Det ble avdekket ulik grad av arteriosklerose hos 57 av 60 individer, noe som ga en forekomst av
arteriosklerose pa 95 %. Det var ingen signifikant forskjell i forekomst av arteriosklerose mellom
diettgruppene. Samtidig indikerer resultatene en tendens til hgyere alvorlighetsgrad av arteriosklerose i
diettgruppen gitt hgy fettdiett med lav Zn (HFLZ). Dette er den samme gruppen hvor det ble funnet de
fleste individ med hgyest histopatologisk score.
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Figur 80 lllustrerer graden av arteriosklerose i koronararterie i bifurkaturen hos slakteklar laks. Y-aksen fremstiller
en score basert pa arteriosklerosens omfang. Resultatene er fremstilt som gjennomsnitt og standardavvik basert
pa triplikat merdoppsett (n=3). P<0,05 regnes som signifikante. Desto hayere score desto mer alvorlig er graden
av arteriosklerosen.

Det er tidligere vist at arteriosklerose resulterer i en forsnevring i koronararterien som forsyner det ytre
kompakte muskellaget i ventrikkelen i hjertet med oksygenrikt blod. Blodtilfgrselen kan enten bli redusert
eller helt forsnevret slik at blodtilfarselen stopper totalt opp. (Kryvi & Poppe, 2021). | var studie ble det
funnet mer alvorlig grad av histopatologisk score i ventrikkel enn i atrier, og den store forekomsen av
ulik grad av ateriosklerose i koronararterien kan muligens ha pavirket histopatologisk score i atriet.

Denne tilstanden er tidligere beskrevet hos voksen og kjignnsmoden oppdrettslaks, og tilstanden er ofte
mest omfattende hos hurtigvoksende individer (Poppe, 2002; Saunders et al., 1992; Gamperl and
Farrell, 2004). Det er ogsa pekt pa mekanisk irritasjon pa koronarkarets vegg i sammenheng med kraftig
utvidelse av bulbus arteriosus som en medvirkende arsak. Forholdene som forarsaker denne tilstanden,
er likevel ikke fullstendig kjent (Poppe, 2002).

Resultater fra mineralanalyse av hjertet er vist i Tabell 50. Her var det fa signifikante forskjeller, muligens
relatert til stor variasjon og fa praver (samleprgver per kar). Mg i bulbus var signifikant hayere med hay
n-3 LC-PUFA (HFQHZ) enn i gruppen som hadde fatt tilsvarende fett- og Zn-niva (HFHZ); imidlertid
gjenspeiler dette hgyere Mg i foret for farstnevnte gruppe. BAde HFLZ og LFHZ hadde tilsvarende hgyt
nivd av Mg i bulbus, noe som ga en nesten signifikant interaksjonseffekt (p=0,057) mellom Zn og fett.
Fe i bulbus var signifikant lavere i HFQHZ, noe som er potensielt interessant, da denne gruppen hadde
det hgyeste innholdet av Fe i féret. Dette kan muligens relateres til nylige funn i gris, der det ble vist at
omega-3 beskytter mot oksidativt stress gjennom telomer-bindende protein TRF1 (Ogluszka et al.,
2020), mens hgye jernnivaer gir oksidativt stress og forkortelse av telomerer.
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Tabell 50 Mineralanalyser av hjerter. Analysert pd samlepraver per merd (n=3 per diett), giennomsnitt + SD. Hjertet
er delt i bulbus, der bade makro- og mikromineraler er analysert, og resten av hjertet (utenom bulbus), der kun
mikromineraler er analysert.

LFLZ HFQHZ Zn Fett

Mineraler i bulbus, mg/kg ww

Ca 140410 147412 147421 13746 14346 0,31 0,83 0,83 0,64
Na 2867+208 3100+361 3200+361 2867+115 3167+252 0,12 0,77 0,77 0,19
K 1800+100 1800+100 180040 1833+58 1767+58 0,72 0,72 0,72 0,64
Mg 103+23 153+49 147+38 109+12 157423 0,05 0,75 0,99 0,047
P 1233+58 130040 1267+58 130040 130040 0,50 0,07 0,50 0,12
Mn 0,4340,20 0,34+0,06 0,33+0,02 0,48+0,32 0,27+0,03 0,32 0,78 0,83 0,27
Fe 7,83+1,37 6,77+3,76 6,60+2,40 6,00+1,37 5,47+0,35 0,87 0,57 0,50 0,044
Cu 0,45+0,14 0,43+0,13 0,40+0,17 0,567+0,27 0,55+0,39 0,44 0,51 0,67 0,69
Zn 177+23,1 163+55,1 190+43,6 147+432,1  129+37,8 0,54 0,26 0,94 0,13
Se 0,21+0,01 0,19+0,02 0,20+0,01 0,20+0,02 0,20+0,01 0,43 0,43 1,00 0,49
Mineraler i resten av hjertet ventrikkel + atrie, mg/kg ww

Mn 0,73+0,07 0,67+0,10 0,68+0,06 0,72+0,07 0,68+0,01 0,31 0,80 0,97 0,30
Fe 38,0+2,0 41,0+£2,0 41,0+2,0 38,0+1,0 37,7455 0,02 1,00 1,00 0,93
Cu 3.63+0.31 3,97+0,15 3,60+0,46 3,73+0,55 3,70+0,46 0,67 0,34 0,58 0,84
Zn 33.045.3 26,3+3,2 31,0+2,0 28,045,6 38,0¢36 048 0,08 0,95 0,25
Se 0,30+0,01 0,32+0,01 0,32+0,03 0,30+0,02 0,31+0,02 0,16 1,00 0,76 0,47

5.7.4  Oppsummering hjertehelse

Resultatene avdekket varierende alvorlighetsgrad av innsnevring i koronararteriens forgreningspunkt
hos 95 % av forsgksfisken, noe som potensielt kan pavirke blodtilfarselen til hjertekammeret (ventrikkel).
To hjerteregioner, forkammeret (atrium) og hjertekammeret (ventrikkel), ble ogsa vurdert for eventuell
forekomst av betennelse, vevsdgd (nekrose), degenerative endringer og andre avvik. Funnene viste at
ventrikkelprgvene generelt hadde mer betydelige endringer sammenlignet med atriene, med
histopatologiscore opp til 3,5 i enkelte tilfeller. Hvorvidt endringene i ventrikkel er direkte knyttet til
redusert blodtilfarsel grunnet arteriosklerose i koronararterien, kan ikke fastslds med sikkerhet basert
pa disse resultatene alene.

Til tross for fa signifikante forskjeller mellom diettgruppene néar det gjelder hjertescore, utmerket én
gruppe seg negativt i de fleste vurderinger, gruppen med hgyt fettinnhold og lavt sinkinnhold i féret
(HFLZ). P& den annen side viste gruppen som fikk ekstra EPA+DHA i en hgyfettdiett, en tendens til
forbedret histopatologisk hjertescore for betennelse.

Kroppssammensetning (ansvarlig Nofima og H|)

Sammensetningen av helfisk (fett, protein, tarrstoff, aske) og fett i lever, badde pa midt- og sluttuttak er
vist i Figur 81. Fettniva i helfisk var hgyere i HF enn LF-gruppene pa begge uttak, mens HFQHZ-gruppen
var lik som HF-gruppene. Dermed fulgte fettniva i helfisk fettniva i forene, uten noen effekt av Zn eller
fettsyresammensetning i foret. Endringer i tarrstoff fulgte endringer i fett, som er vanlig. For aske la
nivaet signifikant hgyere i LF-gruppene pa sluttuttaket, med tilsvarende tendens pa midtuttak. For
protein i helfisk var det ingen effekter pa mellomuttaket, men pa sluttuttaket var proteinniva i helfisk
pavirket bade av Zn og fettniva i for, med tilsynelatende positiv effekt av LF og LZ. Fett i lever var
signifikant pavirket av fett i for pa begge uttak, med hayere leverfett i LF-gruppene.
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Zn X FAT

Midtuttak:

Fett i helfisk 0,94 0,95 0,04 0,51
% vann 0,98 0,97 0,00 0,77
Protein 0,28 0,28 0,77 0,50
Aske 0,05 0,83 0,06 0,93
Fett i lever 0,84 0,87 0,02 0,90
Sluttuttak:

Fett i helfisk 0,34 0,46 0,00 0,33
% vann 0,57 0,50 0,00 0,14
Protein 0,55 0,01 0,01 0,11
Aske 0,53 0,30 0,05 0,97
Fett i lever 0,52 0,08 0,02 0,10

Figur 81 Kroppssammensetning og leverfett i laks pa midt- (fase |, lyse figurer til venstre) og sluttuttak (fase I,
figurer til hayre). Tabellen under viser p-verdiene for toveis ANOVA med Zn- og fettniva i fér som de to variablene
(3 farste p-verdier), samt sammenligning av HFQHZgruppen med HFHZ (kolonne« Q »).
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Tabell 51-Tabell 54 viser fettsyresammensetningen av helkropp i periode | og periode I, bdde som
prosent av totale fettsyrer og i mg/g. Fettsyresammensetningen av helkropp gjenspeilet i stor grad
fettsyresammensetningen av foret. Det var ingen signifikant forskjeller i nivdene av EPA+ DHA og sum
av mettede fettsyrer i helkropp mellom diettgruppene HFHZ, HFLZ, LFHZ og LFLZ hverken i periode |
eller periode II. Det var en tendens til lavere nivaer av EPA+ DHA i mg/g i LF gruppene, mens i prosent
av totale fettsyrer var det ingen forskjell. Kun gruppen féret hgyere diettnivaer av EPA+DHA HFQHZ,

hadde hgyere nivaer av disse fettsyrene i helkropp.

Tabell 51 Fettsyresammensetning (% av totale fettsyrer) i helkropp til atlantisk laks féret med de eksperimentelle
diettene i 3 maneder (Periode 1; oktober 2021 — midten av januar 2022). Data er vist som gjennomsnittsverdier
+ S.E.M. med kar som statistisk enhet (n = 3, der hver prave fra hver merd representerer en sammenslaing av fem
fisk). Data ble analysert ved hjelp av enveis variansanalyse (ANOVA) etterfulgt av Tukeys test. signifikant forskjell

(P < 0,05).

14:0

16:0

18:0

20:0

Y SFA!
18:1 n-9
18:1 n-7
20:1 n-11
22:1n-7
22:1n-11
3 MUFA?
18:2 n-6
20:2 n-6
20:4 n-6
> N-63
18:3 n-3
20:4 n-3
20:5n-3
22:5n-3
22:6 n-3
> N-34

> PUFA®
EPA+DHA

HFHZ
1,9+0,04°
9,7 £0,07°
2,6 +0,01
0,3 £ 0,002
14,8 £ 0,12°

38,8 £ 0,342
3,0+ 0,02
1,0+0,01°
2,7+0,03°
0,5+0,01

46,7 £ 0,282
14,2 + 0,072
1,1+0,012
0,4 + 0,00
16,0 £ 0,082
5,3+0,03?
3,3+0,01
2,8 +0,06°
1,1+£0,03
4,9 +0,09°
17,6 £ 0,19°

33,6 £ 0,122
7,7 £0,14°

HFLZ
1,9+0,01°
9,7 +0,11°
2,6 +£0,02
0,3 +£0,01%
14,9 £ 0,10°
38,6 + 0,062
3,0+£0,03
1,0+0,01°
2,7 0,020
0,5+0,01
46,4 + 0,052
14,0 £ 0,052
1,1+ 0,032
0,5+0,01
15,8 £ 0,012
5,3+0,022
3,3+0,02
2,8 +0,03°
1,2+0,01
5,1 +0,05°
17,9 £ 0,05°
33,7 £ 0,052
7,9 £0,03°

LFHZ
1,9 £ 0,01°
9,8 +£0,08°
2,6 +0,07
0,3 + 0,00
15,0 £ 0,03°
38,7 £0,142
3,0£0,01
0,9 + 0,00°
2,7 £0,02°
0,5+0,01
46,4 +£0,122
14,2 + 0,102
1,1+0,012
0,5+0,00
16,0 + 0,072
5,3+0,03?
3,3+0,03
2,7 £0,03°
1,2+0,04
4,9 +0,08°
17,5+0,12°
33,6 £ 0,05%
7,6 + 0,09°

LFLZ
2,0+ 0,10%
10,1 +0,14°
2,7+0,07
0,3 £0,00?
15,4 + 0,312
37,9+£0,732
3,0+ 0,06
1,0 £0,01°
2,8 + 0,06°
0,5+0,03
45,8 + 0,60%
13,7 + 0,362°
1,1 + 0,052
0,4+0,01
15,5+ 0,382
5,3+0,042
3,3+0,01
3,0 £ 0,22%
1,3+0,11
5,0+ 0,03°
18,0 + 0,39°
33,5+ 0,06°
8,0 £ 0,25°

HFQHZ
2,2+0,032
10,6 £ 0,042
2,5+0,01
0,3 +0,00°
16,0 £ 0,062
36,2 £ 0,04°
2,9+0,01
1,1+0,002
3,3+0,022
0,5+0,01
44,7 £0,10°
12,9 + 0,08°
1,0 £0,01°
0,4+0,01
14,5 + 0,05°
5,0 £ 0,03°
3,4 +0,00
3,3+0,03?2
1,3+0,02
6,2 £ 0,052
19,4 + 0,062
33,9+0,108
9,5+0,042

Ynkluderer 15:0, 17:0.

2 Inkluderer 14:1n-5, 16:1T, 16:1n-7, 17:1n-7, 18:1n-9T, 20:1n-9, 24:1n-9.

3 Inkluderer 20:3n-6.
4 Inkluderer 20:3n-3.

SInkluderer 20:3n-6, 20:3n-3.
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Tabell 52 Fettsyresammensetning (mg/g) i helkropp til atlantisk laks féret med de eksperimentelle diettene i 3
mdneder (Periode 1; oktober 2021 — midten av januar 2022). Data er vist som gjennomsnittsverdier + S.E.M. med
kar som statistisk enhet (n = 3, der hver prave fra hver merd representerer en sammenslaing av fem fisk). Data ble
analysert ved hjelp av enveis variansanalyse (ANOVA) etterfulgt av Tukeys test. signifikant forskjell (P < 0,05).

HFHZ HFLZ LFHZ LFLZ HFQHZ
14:0 4,0 £ 0,05% 4,0 £ 0,09% 3,5+0,21° 3,7 +0,03° 4,3 +0,142
16:0 20,8 £ 0,58 20,6 £ 0,53 18,4+1,10 19,0+ 0,80 20,8 £0,93
18:0 55+0,15 5,5+0,06 4,9 +0,28 5,0+0,15 50+0,24
20:0 0,7+0,03 0,7+0,02 0,6 £ 0,03 0,6 +£0,04 0,6 £0,03
% SFA! 31,8+0,81 31,7+£0,70 28,2+1,63 29,1+1,05 31,5+1,38
18:1 n-9 83,5+3,23 82,3+1,17 72,6 £4,14 71,9+511 71,0+ 3,17
18:1 n-7 6,4 +0,15 6,3+0,12 5,6 £0,36 5,7+0,19 58+0,23
20:1 n-11 2,1+0,08%® 2,0 £ 0,04 1,8+0,11° 1,8 +0,08% 2,2+0,102
22:1n-7 5,9 +0,14% 5,8+0,13% 5,1+0,33° 5,3+0,18° 6,5+0,312
22:1n-11 1,2 £0,06 1,2 +£0,03 1,0 £0,08 0,9+0,11 1,0 £0,05
~ MUFA? 100,3 + 3,63 98,8 £1,46 87,2 +£5,09 86,8 £5,61 87,7 £4,00
18:2 n-6 30,5+1,03 29,9+0,53 26,6 £1,56 26,0 £ 2,02 253+1,17
20:2 n-6 2,4 +0,09 2,4 £0,05 2,2+0,13 2,1+£0,20 2,0+0,09
20:4 n-6 0,9 +£0,02 1,0+£0,01 0,8 £ 0,05 0,8 £ 0,05 0,8 £0,02
% N-63 34,3+1,16 33,8 £0,53 30,1 +£1,77 29,4+2.24 28,5+1,28
18:3 n-3 11,4 +0,29 11,3+ 0,20 9,9+0,59 10,0 + 0,49 9,8 0,38
20:4 n-3 7,0+0,24 7,1+0,12 6,2 +0,38 6,2+ 0,35 6,6 + 0,29
20:5n-3 5,9 + 0,09% 6,0 + 0,15% 5,2 +0,36° 5,7+0,11% 6,5+0,232
22:5n-3 2,5+0,03 2,6 +0,06 2,2+0,18 2,4+0,08 2,6 +0,08
22:6 n-3 10,5 + 0,152 10,8 + 0,152 9,2+0,52° 9,4 + 0,44° 12,2+ 0,612
X N-34 37,8 +£0,76 38,1+0,64 32,9+2,02 34,0+1,15 38,0+1,61
¥ PUFA® 72,1 +1,92 71,8+1,17 63,0+ 3,78 63,4 £ 3,37 66,5 + 2,89
EPA+DHA 16,5 + 0,243 16,8 + 0,272 14,3 +0,88° 15,1+ 0,36° 18,7 + 0,842

Ynkluderer 15:0, 17:0.

?Inkluderer 14:1n-5, 16:1T, 16:1n-7, 17:1n-7, 18:1n-9T, 20:1n-9, 24:1n-9.
3Inkluderer 20:3n-6.

4Inkluderer 20:3n-3.

SInkluderer 20:3n-6, 20:3n-3.
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Tabell 53 Fettsyresammensetning (% av totale fettsyrer) i helkropp til atlantisk laks féret med de eksperimentelle
diettene i 8 maneder (slutten av Periode 2; juni 2022). Data er vist som gjennomsnittsverdier + S.E.M. med kar som
statistisk enhet (n = 3). Data ble analysert ved hjelp av enveis variansanalyse (ANOVA) etterfulgt av Tukeys test
signifikant forskjell (P < 0,05).

14:0
16:0
18:0
20:0

Y SFA!
16:1 n-7
18:1 n-9
18:1 n-7
20:1 n-9
22:1n-11
22:1n-9
~ MUFA?
18:2 n-6
20:2 n-6
20:4 n-6
% N-63
18:3 n-3
20:5n-3
22:5n-3
22:6 n-3
> N-34

¥ PUFA®
EPA+DHA

HFHZ
1,8 £0,01°
9,3+0,07°¢
2,5+ 0,01b°
0,3+0,012
14,5+ 0,09°
2,2+0,01°

40,1 + 0,032
3,1+£0,03
4,0+0,01°
1,6 £ 0,03°
1,3+0,02

53,0 £ 0,06%

15,2 £ 0,012
1,2 +0,028
0,2 + 0,00°

17,1 £ 0,032
4,8 £ 0,062
2,8 +0,04°
1,3 +£0,02°
4,2+0,07°

13,6 + 0,08°
30,7 £0,05
7,1+ 0,05°

HFLZ
1,8 +£0,02°
9,2 £0,08°¢
2,6 + 0,02b¢
0,3+0,012
145+0,12°
2,2+0,01°
40,3 +£0,112
3,2+0,05
4,0+0,01°
1,6 £0,03°
1,3+£0,01
53,3 £ 0,062
14,9 + 0,09°
1,2+0,032
0,3 +0,02°
16,8 £ 0,112
4,8 +£0,022
2,8 +£0,02°
1,3 +£0,01°
4,3+0,02°
13,6 + 0,02°
30,4+0,13
7,1+0,03°

LFHZ
1,9 +£0,02°
9,6 + 0,06°
2,7+0,032
0,3 +0,00?
15,2 + 0,06°
2,3 £0,04°
39,7 £ 0,06°
3,2+0,03
4,0 £ 0,04°
1,5+0,03°
1,3+£0,01

52,6 +0,02b¢
14,8 + 0,02°
1,3+0,022
0,3 + 0,00°
16,8 + 0,042
4,7 + 0,042
2,9 + 0,04°
1,3 +0,01°
4,1+0,08°
13,5+ 0,06°
30,3+ 0,06
7,0 £ 0,03°

LFLZ
1,8 £ 0,02°
9,6 + 0,05P
2,6 £ 0,022
0,3 + 0,002
15,0 + 0,09°
2,2 +0,02°
39,8 £ 0,10°
3,1+0,02
4,0 £ 0,02°
1,5+0,02°
1,1+£0,19
52,5+ 0,15°¢
14,8 + 0,08°
1,3+0,022
0,3+0,01°
16,8 + 0,092
4,8 £ 0,042
2,9+0,03°
1,3 +£0,04°
4,2+0,07°
13,6 + 0,06°
30,4 £0,09
7,2 +£0,05°

HFQHZ
2,5+0,042
10,6 + 0,042
2,5+0,03°
0,3 +0,00°
16,4 + 0,072
3,2 +0,062
35,0 £0,13°
3,3+x0,04
4,3 +0,022
2,3+£0,052

1,2+0,18
50,3 +0,11¢
12,3+ 0,07°
1,0 £0,01°
0,4 £ 0,022
14,0 £ 0,07°
4,1+0,05°
4,4 +0,072
1,9+0,012
5,9+0,082
16,7 + 0,052
30,8 £0,12
10,3 + 0,012

lnkluderer 15:0, 17:0, 22:0.

2Inkluderer 14:1n-5, 17:1n-7, 19:1, 24:1n-9.
SInkluderer 18:2n-6TT, 18:3n-6, 20:3n-6.

4Inkluderer 20:3n-3.

SInkluderer 18:2n-6TT, 18:3n-6, 20:3n-6, 20:3n-3.
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Tabell 54 Fettsyresammensetning (mg/g) i helkropp til atlantisk laks féret med de eksperimentelle diettene i 8
mdneder (slutten av Periode 2; juni 2022). Data er vist som gjennomsnittsverdier + S.E.M med kar som statistisk
enhet (n = 3). Data ble analysert ved hjelp av enveis variansanalyse (ANOVA) etterfulgt av Tukeys test signifikant
forskjell (P < 0,05).

HFHZ HFLZ LFHZ LFLZ HFQHZ

14:0 3,9 +£0,06° 3,6 £0,06° 3,7+0,22° 3,5+0,14° 5,6 +0,182
16:0 20,2 + 0,36 18,6 + 0,36° 19,1 +1,12° 18,3 + 0,59° 24,0 £0,512
18:0 55+0,09 52+0,15 5,4+0,33 500,10 5,7+0,05
20:0 0,7 £0,02 0,6 +0,01 0,6 £ 0,03 0,6 +0,02 0,6 £0,01
% SFA! 31,5+0,53" 29,1 +0,58° 30,1 +1,72° 28,8 + 0,95° 37,3+0,792
16:1 n-7 4,8 +0,08° 4,4 +0,10° 4,5+0,28° 4,3+0,15° 7,2+0,262
18:1 n-9 87,1+£0,95 81,0+244 78,8 £4,31 76,2 2,07 79,6 £1,50
18:1 n-7 6,8 + 0,102 6,4 + 0,192 6,3 + 0,39° 6,0 £ 0,21° 7,4+0,172
20:1 n-9 8,6 +0,07° 8,1+0,21° 7,9 +0,35° 7,6 +£0,24° 9,9+0,152
22:1n-11 3,5+ 0,04° 3,2 £ 0,08 3,0£0,10¢ 2,9 £0,09° 5,3 +£0,092
22:1n-9 2,8 0,06 2,6 £0,04 2,6 £0,13 2,1+0,40 2,7+0,44
~ MUFA? 115,3+1,17 107,2 £ 3,07 104,4 £5,60 100,5+3,10 114,3+2,38
18:2 n-6 33,0£0,352 29,9 + 0,962 29,3+ 1,57® 28,4 +0,72° 27,8 +0,55P
20:2 n-6 2,6 £0,02 2,4+0,12 25+0,11 2,4+0,08 2,2+0,02
20:4 n-6 0,5+0,01° 0,5+ 0,04° 0,5+ 0,03° 0,5+ 0,03° 0,8 £ 0,062
% N-63 37,2+0,432 33,7 £1,12% 33,4+ 1,77® 32,2 £0,80° 31,8 +0,64°
18:3 n-3 10,5 + 0,082 9,7 + 0,282 9,4 + 0,46% 9,1+0,25° 9,4 + 0,192
20:5n-3 6,2 +0,15° 5,7+0,18° 5,8 +0,39° 5,6 +0,15° 10,1 + 0,352
22:5n-3 2,7 +0,06° 2,5+0,08° 2,6 +0,15° 2,5+0,10° 4,4 +0,10?
22:6 n-3 9,2+0,16° 8,5 + 0,20b° 8,2+0,31° 8,1+0,23¢ 13,3+0,122
X N-34 29,5 + 0,26 27,3+0,78° 26,8 +1,33° 26,1+ 0,69° 38,0 £ 0,682
Y PUFAS 66,7 + 0,663 61,0 + 1,90° 60,2 + 3,10° 58,3 +1,48° 69,9 + 1,322
EPA+DHA 15,4 + 0,21° 14,2 +0,38° 14,0 + 0,69° 13,7 £ 0,34° 23,4 0,422
HInkluderer 15:0, 17:0, 22:0.

2Inkluderer 14:1n-5, 17:1n-7, 19:1, 24:1n-9.

®Inkluderer 18:2n-6TT, 18:3n-6, 20:3n-6.

“Inkluderer 20:3n-3.

SInkluderer 18:2n-6TT, 18:3n-6, 20:3n-6, 20:3n-3.

Tabell 55 viser fettsyresammensetningen av muskel i periode 1l, som mg fettsyre/g vev.

Fettsyresammensetningen av muskel gjenspeilet i stor grad fettsyresammensetningen av féret. Det var
ingen signifikant forskjeller i nividene av EPA+ DHA og sum av mettede fettsyrer i helkropp mellom
diettgruppene HFHZ, HFLZ, LFHZ og LFLZ ved sluttuttaket. Kun gruppen foret hagyere diettnivaer av
EPA+DHA, HFQHZ, hadde hgyere niva av disse fettsyrene i muskel. Figur 82 viser % EPA+DHA av
totale fettsyrer i muskel ved sluttuttaket, med ca. 6,5 % EPA + DHA i alle diettgrupper bortsett fra HFQHZ
som hadde ca. 9 % EPA+DHA.
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Tabell 55 Fettsyresammensetning (mg/g) i Norsk Kvalitetssnitt (NKS) muskel til atlantisk laks féret med de

eksperimentelle diettene i 8 maneder (slutten av Periode 2; juni 2022). Data er vist som gjennomsnittsverdier +

S.E.M med kar som statistisk enhet (n = 3). Data ble analysert ved hjelp av enveis variansanalyse (ANOVA)

etterfulgt av Tukeys test signifikant forskjell (P < 0,05).

Fett%
014:0

16:0
18:0
20:0

Y SFA!
16:1 n-7
18:1 n-9
18:1 n-7
20:1 n-9
22:1n-11
22:1n-9
¥~ MUFA?
18:2 n-6
20:2 n-6
20:3 n-6
20:4 n-6
> N-63
18:3 n-3
20:4 n-3
20:3 n-3
20:5n-3
22:5n-3
22:6 n-3
> N-34

EPA+DHA

HFHZ
18,7 + 0,57
2,5+0,09

14,0+ 0,54
3,9+0,20
0,5+0,05
21,75+ 0,94
3,0+0,09
57,8 £1,37
4,1+0,10
46+0,11
2,4+ 0,05
0,8 +£0,03
76,1+1,88
21,5+0,49
1,8 +0,03
0,4+ 0,01
0,4+ 0,53
24,4 £0,432
6,7 +0,16
0,6 +0,04
0,6 +0,01
3,7+0,09
1,7+0,03
5,6+ 0,15
18,9+ 0,15
9,3+0,22

HFLZ
18,4+ 0,74
3,1+0,31

15,8 + 0,65
4,4+0,0,42
0,5+0,02
24,4 +1,00
3,2+0,16
55,1 + 4,66
4,0 £ 0,26
55+0,76
39+1,37
0,9 £0,04
76,2 £ 3,06
19,7 +1,80
1,7+0,10
0,5+0,08
0,3+0,02
22,6 £1,83
6,0+0,81
0,7+0,09
0,5+ 0,06
3,5+0,30
15+0,19
6,7+1,21
189+1,21

10,2 £ 1,20

LFHZ
19,0+0,41
2,6 £0,05

14,4 £ 0,22
4,1+0,08
0,5+0,02
22,3+0,38
3,2+0,04
58,6 £ 1,00
4,2 +0,07
4,7 +0,08
2,3+0,07
0,8 +0,03
76,9 1,29
21,5+0,39
1,9+0,03
0,5+0,02
0,4 +0,00
24,5 0,44
6,7+0,10
0,6 £0,03
0,6 £0,01
4,0 £ 0,06
1,8 +0,02
56+0,11
19,2+ 0,26
9,5+0,13

LFLZ
16,9 £ 0,04
2,5+0,09

13,6 +0,48
4,2+0,0,51
0,5+0,02
215111
29+0,01
52,6 £ 0,57
4,2 +0,03
4,2 +0,03
2,2+0,01
0,8+0,01
69,5 £ 0,67
19,2 + 0,26
1,6+0,01
0,4+0,01
0,3+0,01
21,9+0,29
6,0+0,13
0,5+0,01
0,5+0,01
3,5+0,10
1,6 £0,07
5,2+0,20
17,3+ 0,52

8,6 +0,30

HFQHZ
19,7 £ 0,09
3,7+0,09

17,0+ 0,53
4,3+0,24
0,5+0,03
25,9+0,99
4,6 = 0,06
54,3 £ 0,94
5,1+0,06
5,1+ 0,06
3,6 £0,05
0,9+0,01
77,3 £1,04
18,9+ 0,40
15+0,02
0,2+0,01
0,5+0,01
21,4+ 0,50
6,3+0,16
0,9+0,02
0,6+ 0,01
5,9+0,08
2,6 +0,03
8,2+0,21
24,5+ 0,47

14,2 £ 0,27

P verdi

0,02
0,001
0,004

0,88

0,86

0,03

<.0001

0,37

0,03

0,17

0,22

0,03

0,06

0,16
0,004

0,10

<.0001

0,12

0,52
0,002

0,52

<.0001
<.0001

0,02

14,2 + 0,27

Ynkluderer 15:0, 17:0, 22:0.
2Inkluderer 14:1n-5, 17:1n-7, 19:1, 24:1n-9.
SInkluderer 18:2n-6TT, 18:3n-6
SInkluderer 18:2n-6TT, 18:3n-6
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Figur 82 Prosent EPA+DHA av totale fettsyrer i muskel til atlantisk laks féret med de eksperimentelle diettene i 8
maneder (slutten av Periode 2; juni 2022). Data er vist som gjennomsnittsverdier + S.E.M med kar som statistisk
enhet (n = 3). Data ble analysert ved hjelp av enveis variansanalyse (ANOVA) etterfulgt av Tukeys test signifikant
forskjell (P < 0,05).

Mineraler i helkropp og vev

Ved slutten av periode | (Tabell 56), var plasmanivaet av Zn i HZD-gruppene signifikant hgyere enn i
LZD-gruppene (p < 0,01). LFD-behandlinger gkte dessuten plasmanivdet av Zn signifikant
sammenlignet med HFD-behandlinger (p < 0,05). Videre ble Zn-innholdet i hode-nyren pavirket av en
interaksjon mellom fettnivd og Zn (p < 0,05). Zn-status i hele kroppen og utvalgte vev (unntatt plasma)
ble imidlertid ikke pavirket av fett- og Zn-niva ved slutten av periode | (p > 0,05). Zn-status i hele kroppen
og utvalgte vev ble heller ikke pavirket av n-3 LC-PUFA ved midtveispravetakingen (p > 0,05).
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Tabell 56 Effekt av de ulike férene pa retensjon av sink, og sinkstatus i helfisk og ulike vev, ved midtuttak (Pl) og
sluttuttak (PlI).

HFHZ HFLZ LFHZ LFLZ HFQHZ Zn X Zn Fett Q
Fett

Retensjon, % 15,0+2,3 13,2+4,6 18,016 17,7+28 26,976 0,67 0,57 0,06 0,06
Helfisk Zn (mg/kg, ww)

Start 37,3

PI 36,3+8,7 39,0+2,7 31,7#35 34,3+6,1 33,7+3,8 0,99 0,45 0,20 0,65
Pll 32,1+¢2,7 23,6+3,2 34,8+1,7 259+1,7 454+79 0,92 0,00 0,12 0,108
A, % -2,54234  47+7,1 -15¢9,4  -7,9+16,4 -9,6+10,2 0,99 0,45 0,20 0,63
A?, % -8,4+22,3 -39,2+11,6 11,1+18,3 -23,6+8,2 37,3+364 0,84 0,01 0,10 0,14
Plasma Zn (ummol/L)

Pl 200,9+12,4 146,2+23,2 240,7+3,7 178+14,6 190,9+140 0,63 0,00 0,02 0,39
Pll 208,4+17,9 98,2+11,6 239,5+42,3 139,7+16,8 210,6+9,7 0,87 0,00 0,05 0,87
A?, % 4,1+126 -32,5¢4,2  -0,3+19  -21,4+84 10,5#4,3 0,31 0,00 0,65 0,46
Lever Zn (mg/kg, ww)

Pl 23,6+1,7 24,9429 23,3+15 23,2+15 24,1+15 0,58 0,60 0,42 0,70
Pll 20,9+¢2,0 18,006 21,6+0,2 20,1+0,8 21,2+26 0,68 0,00 0,00 0,50
A?, % -11,3+5,6 -26,9+10,1 -6,9+6,8 -13,2+7,3 -11,5¢14,2 0,32 0,04 0,07 0,98
Hodenyre Zn (mg/kg, ww

PI 25,5¢0,5 25,9+0,9 26,0+0,7 23,216 24,7+05 0,02 0,08 0,10 0,13
Pl 18,3%£2,5 17,4+0,1 18,9+2,0 15,4+1,8 18,5+0,7 0,25 0,07 0,54 0,86
A%, % -28,3+10,3 -32,8+24 -27,3+7,1 -36,2+12,6 -25#4,1 0,68 0,24 0,95 0,63
Ryggvirvler Zn (mg/kg, ww)

PI 46,6%5,2 44,9+6,6  48,7+5)9 46,5+4,0 443+27 095 055 0,58 0,53
PIl 40,8+3,3 28,8419 42,7+4,7 34,8+10,3 38,046 0,57 0,02 0,28 0,45
A%, % -12+10,4 -31,7+12,3 -12,241,3 -24,4+23,8 -13,6+155 0,67 0,09 0,68 0,89
Muskel Zn (mg/kg, ww)

PI 14,0+0,6  13,8+0,5 13,8#0,8 15,9+3,7 13,6%¥25 0,31 042 043 0,79
Pl 14,31+0,3 13,1+1,2 15,5+0,6 13,4+0,1 13,9+1,1 0,32 0,00 0,11 0,58
A2, % 2,0£6,3 -5,1+8,5 12,4+3,5 -13,4+17,6 5,6+29,2 0,16 0,03 0,87 0,84
Skinn Zn (mg/kg), ww

Pl 31,1+1,1 18,8+0,3 39,2+2,7 23,2425 30,8+2,3 0,14 0,00 0,00 0,84

Start (fiskevekt ca 1,6 kg); PI: midtuttak/ slutten av fase | (fiskevekt ca 2,5 kg), PlI: sluttuttak/ slutten av fase Il (fiskevekt ca 4,5
kg); Alle verdier oppgitt som gjennomsnitt + standardavvik; n (plasma) = 18; n (helfisk, lever, hodenyre, ryggvirvler, muskel,
skinn) = 3 (samleprave per merd); ww: vatvekt, dw: tarrvekt (muskel Zn resultat i tarrstoff); §: Mann-Whitney U test

Ved slutten av periode Il (Tabell 56), gkte HZ diettene signifikant Zn-nivaet i helfisk (p < 0,01) og ulike
vev, inkludert plasma (p < 0,01), lever (p < 0,01), ryggvirvler (p < 0,05), muskel (p < 0,01) og skinn
(p < 0,01) sammenlignet med LZ diettene. For det andre ga redusert fettniva i foret signifikant gkt Zn-
niva i plasma (p < 0,05), lever (p < 0,01) og skinn (p < 0,01), og hadde en tendens til & gke Zn-nivaet i
helkropp (p = 0,12). For det tredje hadde fisk som ble féret med diett med hgyt EPA+DHA niva en
tendens til & ha hgyere Zn-niva i helkropp sammenlignet med fisk som ble foret med lavt n-3 LC-PUFA
(p = 0,10).
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Som vist i Tabell 56, hadde redusert fettniva i foéret en tendens til & gke Zn-retensjonen (p = 0,06). Fisk
foret med hgy n-3 LC-PUFA oppnadde ogsa hayere Zn-retensjon enn de som ble féret med lav n-3 LC-
PUFA (p = 0,06). Videre ble Zn-nivaet i helkropp og vev redusert til en viss grad fra midt- til sluttuttak.
@kt Zn-niva i foret reduserte signifikant denne nedgangen i helkropp (p < 0,05), plasma (p < 0,01), lever
(p < 0,05) og muskel (p < 0,05), med tilsvarende tendens for ryggvirvlene (p = 0,09). LFD-behandlinger
hadde ogsa en tendens til & redusere nedgangen for helkropp (p = 0,10) og lever (p = 0,07)
sammenlignet med HFD-behandlinger.

Nar det gjelder Se, gkte LFD signifikant innholdet av Se i skinn ved slutten av fase Il sammenlignet med
HFD (p < 0,05, Figur 83). | muskel var det en signifikant interaksjon mellom fett og sink (p < 0,01), der
lavfett s& ut til & vaere positivt for Se status i muskel nar det var lav Zn i féret (men ingen effekt ved hgy
Zn). Det var ogsa en tendens til at plasmanivaet av Se gkte med LFD (p = 0,09, data ikke vist). Andre
mineraler som mangan (Mn), jern (Fe) og kobber (Cu) i helfisk og vev ble ogsa analysert. LFD-
behandlinger gkte signifikant Mn-nivaet i leveren (p < 0,05) sammenlignet med HFD-behandlinger (data
ikke vist). Redusert fettniva i foret gkte ogsa Fe-nivaet i hode-nyren signifikant (p < 0,05) (data ikke vist).
Imidlertid ble Cu-statusen i fisken ikke pavirket av férene (p > 0,05).
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Figur 83 Selen i skinn og muskel ved sluttuttaket (Pll). Lavfettgruppene hadde signifikant hayere Se i skinn, mens
i muskel viste toveis ANOVA signifikant effekt bade for fett og interaksjon fett x Zn i for; her sé det ut til at lavfett
hovedsakelig hadde positiv effekt pd Se i muskel ved lav Zn i féret.

Beintetthet (BMD)

Beintettheten ble ikke pavirket av Zn, fettnivad og n-3 LC-PUFA i forene (p > 0,05) (Figur 84).
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Figur 84 Beintetthet (BMD) i Atlantisk laks gitt de fem ulike forsgksférene, ved sluttuttaket (periode 1l). Data er
presentert som gjennomsnitt og standardavvik.

Diskusjon samspill mineraler og fett

| denne studien var 180 mg Zn kg™ i hgy-Zn-dietter naer anbefalingene for plantebasert for til laks i
sjgvannsfasen (Prabhu et al., 2019, Vera et al., 2020, Yarahmadi et al., 2022) og samsvarte med EUs
maksimale grense. Videre har EFSA foreslatt & redusere Zn-nivaet til 150 mg kg™ i laksefér
(EFSA, 2014). Uten effektive metoder for & forbedre Zn-tilgjengelighet eller -utnyttelse, har det &
redusere Zn-nivaet til under 180 mg kg™ i plantebasert for i sjgvannsfasen for laks vist seg & svekke
kroppens Zn-status og fiskens helse (Yarahmadi et al., 2022). | denne studien forble Zn-statusi helkropp
i HFHZ-gruppen stabil mellom de to prgvetakingene (midtveis vs. slutt), noe som antyder laks féret med
dietter som inneholder 180 mg Zn kg™t kunne opprettholde Zn-homeostase gjennom en balanse mellom

Zn-opptak og Zn-utskillelse, tilsvarende mekanismer observert hos pattedyr (King, 1990).

Selv om hele kroppens Zn-niva ble opprettholdt, ble Zn-innholdet i ryggvirvler og lever i HFHZ-gruppen
redusert i lgpet av denne perioden, mens Zn-nivaet i musklene forble uendret. Dette indikerer en mulig
mobilisering av Zn fra lever og ryggvirvler til musklene, et mgnster ogsa observert hos pattedyr
(King, 1990), der ryggvirvler og lever fungerer som betydelige Zn-reservoarer. Rotter som féres med
Zn-mangelfulle dietter reduserte Zn-utskillelse for & gjenopprette kroppens Zn-homeostase og
mobiliserte Zn fra "lavprioritetsvev" (som lever og ryggvirvler) til "hgyprioritetsvev" (som muskler og

skinn) for & statte vekst (Giugliano and Millward, 1984).

Videre observerte vi at Zn i plasma i HFHZ-gruppen forble stabil mellom de to prgvetakingene, noe som
antyder at 180 mg Zn kg™ i HFHZ-dietten er tilstrekkelig for & opprettholde Zn-homeostase. Plasma Zn
(en annen "Zn-pool") mobiliseres kun nar Zn-homeostase ikke kan opprettholdes etter mobilisering av
Zn fra andre reservoarer som lever og ryggvirvler (King, 1990). Reduksjon i plasma Zn er assosiert med
okt risiko for Zn-mangelsykdommer. Derfor kan redusert fettinnhold og gkt n-3 LC-PUFA i for veere to
strategier for & redusere Zn-nivaet til mindre enn 180 mg kg™ i fér, samtidig som Zn-homeostasen
opprettholdes. Yiterligere studier er imidlertid ngdvendige for & fastsla ngyaktig Zn-niva, ettersom 100
mg Zn kg™t ser ut til & veere for lavt basert pa resultatene vare.

Redusert fettniva i foret gkte Zn-retensjonen og Zn-status i helkropp, noe som stemmer overens med
tidligere resultater (Selvam et al., 2022). Selvam et al fant at Zn-innhold i helkropp ble redusert med
37,8 % i fisk gitt lavfett-for sammenlignet med hgyfett-for (fettniva: 30 % vs. 35 %; Zn-niva: 100 mg kg2,
15-maneders foring). Til sammenligning s& vi i denne studien at redusert fettniva i foret gkte Zn-innhold
i helkropp med 9,7 % (HFLZ vs. LFLZ, fettniva: 33 % vs. 38 %; Zn-nivd: 100 mg kg™, 8-maneders
foring). Ulik varighet pa forsgkene forklarer sannsynligvis starrelsen pa effekten, noe som stgttes av at
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vi sa betydelig starre effekter pa sluttuttak sammenlignet med midtuttaket i dette forsgket. Derfor er det
nagdvendig & gjennomfare langvarige foringsforsgk for & se de langsiktige effektene av féret pa
mineralutnyttelse.

Videre ga redusert fettniva i foret gkt Zn-status i leveren (viktig metabolsk organ), samtidig som disse
fiskene hadde gkt fettniva i lever. Reduksjonen av Zn-status i leveren for hgyfett-dietter skyldtes derfor
ikke fettfortynningseffekten. Tilsvarende fikk postnatale rotter foret med lavfett-dietter gkt Zn-nivaet i
leveren som voksne (Krél et al., 2011). Redusert fettniva i foret gkte ogsd Zn- og Se-innholdet i skinnet
(barriereorgan). | praktisk oppdrett blir fisken utsatt for mange belastninger (som bakterielle og
parasittinfeksjoner), noe som gjgr fisken sarbar for skinnskader. Zn-holdige enzymer spiller en viktig
rolle i & regulere betennelse og fremme sarheling, slik som proliferasjon av keratinocytter (Tenaud et al.,
1999). @kt Zn-niva i foret fremmet helingsprosessen i skinnet til laks (Berge et al., 2019, Jensen et al.,
2015). Se er ogsa korrelert med aktiviteten til mange antioksidantenzymer (som glutathion peroksidase,
GPXx), og fisk med Se-mangel fikk svekket skinnets strukturelle integritet og immunfunksjon (Zheng et
al., 2018b, Zheng et al., 2018a). Derfor vil redusert fettniva i foret veere gunstig for skinnhelsen ved &
@ke Zn- og Se-statusen i skinnet. | tillegg gkte redusert fettnivd Se-nivaet i muskel. Muskel er den starste
uspesifikke Se-lageret i fisk (Kucukbay et al., 2009, Prabhu et al., 2020), og Se fra muskel vil effektivt
mobiliseres nar fisken utsettes for utfordringer (Kucukbay et al., 2009, Rider et al., 2009).

Tarmen er ikke bare et viktig organ for & regulere Zn-opptak (Ma and Wang, 2024), men ogsa et "Zn-
lager" for & opprettholde kroppens Zn-homeostase (Cousins, 1979, Maage and Julshamn, 1993). |
denne studien oppregulerte LZD signifikant uttrykk av gener i tarm relatert til Zn-influx (ZIP4)
sammenlignet med HZD. @kt ZIP4-ekspresjon gker akkumuleringen av ZIP4-protein i enterocyttens
apikale membran (Dufner-Beattie et al., 2003), noe som kan gke Zn-influx i tarm for & kompensere for
lav Zn-status i fisken. Tilsvarende ble intestinal ZIP4-ekspresjon signifikant oppregulert i rotter med Zn-
mangel, mens ZIP4-protein i tarm ble rikelig degradert nar det var tilstrekkelig Zn (Dufner-Beattie et al.,
2003, Weaver et al., 2007).

Plasma lipider og lipoproteiner

Plasma lipider og lipoproteiner, inkludert CHO, HDL, LDL og TAG, er presentert i Figur 85. TAG-nivaet
i plasma i HFD-gruppene var signifikant hgyere enn i LFD-gruppene ved midtuttaket (p < 0,05). Imidlertid
var det ingen signifikante forskjeller i plasma lipider mellom behandlingene ved sluttuttaket (p > 0,05).
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Figur 85 Effekt av de ulike forene pa plasma lipider i Atlantisk laks ved midtuttak (periode 1) og sluttuttak (periode
11). Figuren viser plasma kolesterol (CHO), high density lipoprotein (HDL), low-density lipoprotein (LPL), total protein
(TP) og triacylglycerol (TAG). Data er vist som gjennomsnitt og standardaviik (SD).

Fettsyresammensetning av ragde blodceller
Analysert fettsyresammensetning (i % av totale fettsyrer) er vist for ragde blodceller (
Tabell 57), samt polare- (PL) og naytrale lipider (NL) i lever (tabell 57 og 58). HF og LF-férene ble formulert til &

ha lik fettsyresammensetning i % av fettsyrer, mens HFQHZ-foret hadde en litt annerledes fettsyreprofil, da andelen
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fiskeolje ble gkt pa bekostning av rapsolje for & gke EPA og DHA. Fettsyresammensetningen i rgde blodceller er i
liten grad pavirket av foret, ved mellomuttaket er bade EPA, DHA og 16:0 like mellom alle gruppene, mens ved
sluttuttaket er det en svak effekt av HFQHZ -féret pa 16:0 og tilsvarende tendens for DHA (kun signifikant for sum
EPA+DHA).

Tabell 57 Effekt av de ulike férene pé fettsyresammensetning (utvalgte fettsyrer) i rade blodceller i S. salar. Data
er vist som gjennomsnitt og standardaviik (SD), og p-verdier vises fra toveis ANOVA (med Zn og fett som faktorer),
samt sammenligning mellom HFHZ og HFQHZ (vist som “Q").

HFHZ HFLZ LFHZ LFLZ HFQHZ

Zn x Fett Zn

Periode | (% av totale fettsyrer)

% SFA 39,4+1,8 32,5+6,4 36,8+6,0 36,2+6,3 37,346,8 0,34 0,26 0,86 0,63
16:0 25,7+0,3 21,6%3,5 24,1+3,1 23,6+3,4 24,4+3,8 0,36 024 0,82 0,58
18:0 14,4+0,6 10,9+2,9 12,8+2,9 12,6+2,8 12,9+3,1 0,33 0,28 091 0,00
2 MUFA 7,2+0,8 7,6+0,8 7,2+0,7 7,2+0,5 6,0+0,9 0,59 0,59 0,73 0,00
18:1 6,9+0,3 7,6+0,8 7,2+0,7 7,2£0,5 6,0+0,9 0,54 054 0,76 0,00
> PUFA 53,4+1,0 59,9457 55,945,3 56,4+5,9 56,7+6,0 0,32 0,25 0,87 040
2n-3 46,0+0,4 52,545,1 48,7+4,7 49,1+5,2 50,5+5,4 0,26 0,20 0,90 0,22
18:3n-3 (ALA) 0,7+0,1 0,8+0,1 0,7+0,0 0,7+0,0 0,5+0,1 0,27 0,30 091 0,05
20:5n-3 (EPA) 8,6+0,4 9,6+0,9 9,2+1,2 9,0+1,2 9,4+1,2 0,28 052 09 031
22:6n-3 (DHA) 33,9+0,2 38,9+£3,7 35,543,2 36,4+3,9 37,5%3,7 0,29 0,14 0,80 0,17
2 EPA + DHA 42,5%0,2 48,5+4,6 44,7+4.4 45,449 46,9+4,8 0,28 0,19 0,85 0,19
2 n-6 7,4+1,0 7,5+0,7 7,2+0,7 7,3+0,7 6,1+0,6 0,99 089 0,75 0,13
18:2n-6 (LA) 3,4+0,1 3,6+0,3 3,6+0,3 3,6+0,4 2,4+0,2 0,75 0,72 0,71 0,00
20:4n-6 (ARA) 3,0+0,1 3,2+0,4 3,1+0,3 3,1+0,3 3,1+0,3 0,57 0,43 0,82 0,53
n-3/n-6 6,5+0,5 6,1+0,1 6,3+0,4 6,7+0,0 6,8+0,1 0,14 0,12 0,74 0,00

Periode Il (% av totale fettsyrer)

2 SFA 30,4+1,4 30,6+2,1 31,0+0,7 30,5+0,7 33,2+1,0 0,67 0,84 0,77 0,04
16:0 21,8+1,0 21,7+¢1,1 22,1+0,9 21,6+0,3 23,8+0,3 0,78 056 0,89 0,04
18:0 8,6+0,6 8,9+1,0 8,9+0,1 8,9+0,4 9,4+0,6 0,61 0,70 0,67 0,17
~ MUFA 12,0+0,5 11,5+0,5 11,5+0,5 11,8+0,4 9,7+0,2 0,22 0,60 0,64 0,00
18:1 10,5+0,4 10,1+0,4 10,0+0,5 10,3+0,4 8,3+0,2 0,21 0,63 0,51 0,00
2 PUFA 57,5+1,0 57,9+1,7 57,5+0,4 57,8+0,4 57,1+1,0 0,95 0,59 0,85 0,60
Zn-3 49,4+1,1 50,1+1,6 49,7+0,4 49,8+0,3 50,9+1,1 0,64 0,46 094 0,18
18:3n-3 (ALA) 2,0+0,2 1,7+0,2 1,8+0,1 1,8+0,1 1,4+0,2 0,21 0,18 0,58 0,02
20:5n-3 (EPA) 12,3+0,4 12,3+0,5 12,3+0,4 12,5+0,4 12,5+0,3 0,85 0,77 0,87 0,52
22:6n-3 (DHA) 31+0,8 31,8+1,0 30,9+0,5 31,0+0,6 32,7+0,7 0,42 0,28 0,32 0,05
2 EPA + DHA 43,3+0,7 44,1+1,4 43,2+0,3 43,5+0,4 45,2+0,9 0,55 0,27 0,43 0,05
2 n-6 8,1+0,1 7,8+0,1 7,8+0,3 7,9+0,2 6,2+0,1 0,08 0,41 0,57 0,00
18:2n-6 (LA) 4,1+0,2 3,8+0,1 3,8+0,2 3,9+0,1 2,3+0,0 0,06 0,34 042 0,00
20:4n-6 (ARA) 2,8+0,3 2,8+0,0 2,7+0,1 2,8+0,0 3,0£0,1 0,93 0,44 036 0,23
n-3/n-6 6,1+0,2 6,5+0,1 6,4+0,3 6,3+0,2 8,3+0,3 0,10 0,28 0,67 0,00

Values mean + SD; ALA: linolenic acid; LA: linoleic acid; EPA: eicosapentaenoic acid; DHA: docosahexaenoic acid; ARA:
arachidonic acid.
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Fett og fettsyresammensetning av lever

Figur 86 viser at lever til diettgruppen HFQHZ hadde signifikant lavere fettprosent i lever enn
lavfettgruppen LFHZ, det var ingen signifikante effekter mellom de andre diettgruppene, men de to LF-
gruppene hadde numerisk de hgyeste fettprosentene i lever.
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Figur 86 Fettprosent i lever

Total fettfraksjon fra lever ble separert i fosfolipid (PL) fraksjon og ngytrallipidfraksjon (NL) og
fettsyresammensetningen ble bestemt i begge fraksjoner. | PL i lever har LF-férgruppene lavere niva av
DHA enn HF-férgruppene ved midtuttaket, mens med sluttuttaket er det HFQHZ-gruppen som skiller
seg ut med betydelig hgyere DHA enn resterende grupper. P& dette tidspunktet har HFQHZ -gruppen
ulike nivaer av sa a si alle fettsyrer sammenlignet med HFHZ, der forskjellene kan relateres til forskjeller
i fettsyreprofil i férene.

Nar det gjelder NL i lever ser man tilsvarende effekter av HFQHZ, mens her er det ogsa signifikante
forskjeller for en rekke fettsyrer mellom HF og LF-gruppene, noe som antakelig er relatert til den hgyere
fettprosenten vi ser i lever hos LF-gruppene.
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Tabell 58 Effekt av de ulike férene pa fettsyresammensetning (utvalgte fettsyrer) i polare lipider (PL) i lever i S.
salar. Data er vist som gjennomsnitt og standardaviik (SD), og p-verdier vises fra toveis ANOVA (med Zn og fett
som faktorer), samt sammenligning mellom HFHZ og HFQHZ (vist som “Q”).

HFHZ HFLZ LFHZ LFLZ  HF QHZ

Zn x Fett Zn Fett

Periode | (% av totale fettsyrer)

> SFA 20,7¢0,4 21,2#¢1,0 20,7¢0,3 20,6%0,2 21,7+0,5 0,39 0,58 0,45 0,06
16:0 13,1+0,4 13,5¢#1,0 12,8+0,2 12,9+0,3 13,3#0,2 0,61 0,48 0,18 0,54
18:0 6,3+0,3 6,4+0,1 6,7+0,1 6,5+0,1 6,8+0,6 0,13 0,38 0,02 0,26
2 MUFA 21,1+0,6 21,1+0,5 22,1+0,6 22,3+1,0 20,7+2,0 0,71 0,78 0,03 0,74
18:1n-9 15,6+0,4 15,7+0,6 16,3+0,6 16,7+1,0 14,1+1,6 0,71 0,60 0,05 0,17
2 PUFA 56,2+0,2 55,9+1,0 55,4+0,5 55,1+09 552+1,6 0,94 0,45 0,08 0,34
2n-3 41,5+0,2 41,6+0,6 40,7+0,7 40,8+0,6 43,2+1,9 0,92 0,75 0,03 0,20
18:3n-3 (ALA) 1,3+0,1 1,5+0,3 1,3+0,1 1,5+0,3 1,0£0,1 0,90 0,18 0,90 0,01

20:5n-3 (EPA) 10,2+0,2 10,5#0,6 10,6+0,3 9,9+1,0 11,4+0,4 0,20 0,55 0,68 0,01
22:6n-3 (DHA) 25,5+0,3 25,2+0,5 24,2405 24,9+0,7 26,0+2,0 0,12 0,60 0,03 0,69
2 EPA + DHA 35,8+0,3 35,7+0,7 34,8408 34,8+0,7 37,4+2,0 0,86 0,99 0,04 0,23

> n-6 14,740,3 14,2+0,7 14,6+0,2 14,3+0,5 11,94+0,7 0,71 0,14 0,99 0,00
18:2n-6 (LA) 7,6£0,1  7,4+0,2 7,7+0,3 7,610,1 5,0+0,3 0,50 0,35 0,24 0,00
20:4n-6 (ARA) 3,8+0,2  3,7+0,2 3,6+0,2 3,4+0,3 4,5+0,7 0,66 0,21 0,09 0,16
n-3/n-6 2,840,1 2,9+0,2 2,8+0,1 2,9+0,1 3,6+0,3 0,78 0,19 0,41 0,01
Periode Il (% av totale fettsyrer)

> SFA 20,1+0,6 20,3+0,6  19,9+0,3 19,6%¥1,8 22,0+0,2 0,62 0,95 0,46 0,01
16:0 12,2+0,6 12,6¢0,8 11,5+0,2 11,4+1,0 13,4+0,2 0,60 0,77 0,06 0,02
18:0 6,7+0,4 6,6+0,3 7,2+0,5 7,0£0,9 7,1+0,2 0,74 0,62 0,18 0,20
> MUFA 21,4+22 215+25 22,7+0,2 23,4+5,7 17,9+0,3 0,88 0,81 0,43 0,06
18:1n-9 16,119 16,5¢1,9 16,9+0,12 17,7¥45 12,4+0,2 0,93 0,72 0,54 0,03
> PUFA 56,6+2,0 56,2+1,9 55,740,1 55,1+4,1 57,7+0,2 0,95 0,71 050 0,44
> n-3 41,5+2,1 41,5+2,0 40,5+0,2 39,6145 45,9+0,3 0,80 0,80 0,36 0,02
18:3n-3 (ALA) 15+0,1 1,5#0,1 1,4+0,1 1,4+0,3 0,9+0,0 0,92 0,96 0,74 0,00

20:5n-3 (EPA) 10,7+0,8 10,8+0,7 10,5+04 10,615 12,4+0,1 0,98 0,87 0,72 0,02
22:6n-3 (DHA) 24,1+1,4 242+1,4 23,104 22,4+28 27,105 0,70 0,74 0,19 0,02
2 EPA + DHA 34,9+2,1 35,0+2,0 33,6+0,2 33,0+4,3 39,5+0,3 0,79 0,87 0,31 0,02

2 n-6 15,1+0,3 14,6+0,1 15,2+0,2 154+0,4 11,7+0,1 0,06 0,38 0,01 0,00
18:2n-6 (LA) 7,8+0,4 7,60,2 7,6%0,2 7,8+0,9 4,5+0,1 0,57 0,92 0,90 0,00
20:4n-6 (ARA) 4,0+0,3 3,9+0,1 3,840,1 3,9+0,5 5,0+0,1 0,69 0,99 0,65 0,00
n-3/n-6 2,8+0,2 2,8+0,2 2,7+0,0 2,6+0,4 3,9+0,1 0,52 0,98 0,17 0,00

Values mean + SD; ALA: linolenic acid; LA: linoleic acid; EPA: eicosapentaenoic acid; DHA: docosahexaenoic acid; ARA:
arachidonic acid.

154



o Nofima

Tabell 59 Effekt av de ulike férene pa fettsyresammensetning (utvalgte fettsyrer) i naytrale lipider (NL) i lever i S.
salar. Data er vist som gjennomsnitt og standardaviik (SD), og p-verdier vises fra toveis ANOVA (med Zn og fett
som faktorer), samt sammenligning mellom HFHZ og HFQHZ (vist som “Q”).

HFHZ HFLZ LFHZ

Zn x Fett Zn Fett

Periode | (% av totale fettsyrer)

> SFA 9,2+0,4 10,0x1,2 9,7+0,1 9,4+0,4 11,2+0,9 0,16 0,53 0,97 0,02
16:0 4,8+0,2 5,4+0,8 4,7+0,3 4,6+0,3 6,2+0,8 0,23 0,38 0,19 0,04
18:0 2,8+0,16  2,9+0,3 3,4+0,2 3,1+0,2 2,91+0,2 0,10 0,49 0,01 0,25
> MUFA 60,7+0,6 58,824 61,609 62,0+0,6 55,1+25 0,18 0,39 0,03 0,02
18:1n-9 47,205 45,7+20 47,9+0,8 48,004 40,0+24 0,26 0,32 0,05 0,01
2 PUFA 28,4+0,5 29,4+1,2 26,8+0,8 26,7+0,6 31+1,7 0,28 0,34 0,00 0,06
2n-3 10,9+0,6 12,5¢15 9,6%1.1 9,4+0,7 16,7+2,0 0,17 0,28 0,01 0,01
18:3n-3 (ALA) 3,6+0,2 3,8+0,2 3,5+0,2 3,8+0,3 3,1+0,2 0,55 0,10 0,77 0,02
20:5n-3 (EPA) 2,3+0,2 2,8+0,5 2,0£0,4 1,8+0,4 4,3+0,6 0,19 0,51 0,01 0,01
22:6n-3 (DHA) 2,9+0,4 3,7+0,9 2,2+0,6 2,1+0,4 5,415 0,21 0,36 0,01 0,05
2 EPA + DHA 5,3+0,5 6,5+1,4 4,2+1,0 3,9+0,8 9,7+2,1 0,22 0,44 0,01 0,02
2 n-6 17,4+0,1 16,8+0,3 17,004 17,2404 14,2+0,4 0,07 0,24 0,92 0,00
18:2n-6 (LA) 13,3+0,1 12,9+0,1 13,0#0,2 13,0+0,21 10,5+0,5 0,10 0,10 0,43 0,00
20:4n-6 (ARA) 1,1+0,1 1,1+0,1 1,0£0,0 1,0£0,1 1,3+0,2 0,58 0,58 0,00 0,19
n-3/n-6 0,6+0,1 0,8+0,1 0,5+0,1 0,5+0,1 1,2+0,2 0,17 0,17 0,01 0,00

Periode Il (% av totale fettsyrer)

> SFA 9,6+0,9 10,0+0,6 9,4+0,3 9,5+0,8 14,6+0,2 0,70 0,59 0,39 0,00
16:0 5,2+0,6 5,4+0,4 4,7+0,3 4,9+0,6 8,9+0,2 0,97 0,53 0,11 0,00
18:0 2,8+0,2 3,0+0,2 3,2+0,1 3,1+0,1 3,240,1 0,14 0,53 0,03 0,03
> MUFA 58,5+0,6 59,0+0,5 61,0+1,0 60,1+1,6 48,9+0,9 0,26 0,69 0,02 0,00
18:1n-9 46,005 46,5+0,2 47,7+0,8 47,312  35,5+0,6 0,31 0,90 0,02 0,00
2 PUFA 29,7#0,6 29,2+0,2 27,4+0,9 28,4+09 33,2+0,4 0,11 0,68 0,01 0,00
>n-3 11,1+0,4 11,3#0,3 9,9+0,8 10,6+0,8  19,5+0,7 0,43 0,26 0,03 0,00
18:3n-3 (ALA) 3,7+0,1 3,7+0,1 3,4+0,1 3,4+0,2 3,0+0,1 0,75 0,95 0,00 0,00
20:5n-3 (EPA) 2,5+0,2 2,7+0,1 2,2+0,2 2,4+0,3 5,7+0,5 0,64 0,14 0,05 0,00
22:6n-3 (DHA) 2,4+0,1 2,5+0,2 1,8+0,3 2,3+0,5 5,9+0,2 0,44 0,14 0,05 0,00
> EPA + DHA 4,9+0,3 5,2+0,4 4,0+£0,6 4,7+0,7 11,6+0,7 0,52 0,13 0,05 0,00
2 n-6 18,5+0,3 17,8+0,3 17,4+04 17,6+0,4 13,5%0,3 0,08 0,28 0,03 0,00
18:2n-6 (LA) 14,5+0,2 13,9+0,2 13,1+0,6 13,5+0,4 10,3%0,2 0,05 0,58 0,00 0,00
20:4n-6 (ARA) 1,1+0,1 1,1+0,1 1,1+0,1 1,1+0,0 1,3+0,0 0,91 0,74 0,98 0,00
n-3/n-6 0,6+0,0 0,6+0,0 0,6+0,1 0,6+0,1 1,4+0,1 0,94 0,17 0,16 0,00

Values mean = SD; ALA: linolenic acid; LA: linoleic acid; EPA: eicosapentaenoic acid; DHA: docosahexaenoic acid; ARA:
arachidonic acid.

Total fettsyresammensetning i lever, malt i mg/g og som prosentandel av totale fettsyrer, ble analysert
ved sluttuttaket. Tabell 60-Tabell 61 viser signifikant hgyere nivdA av DHA, bade i mg/g og som
prosentandel av totale fettsyrer, i gruppen féret med det hgyeste diettnivaet av fiskeolje (ca. 11 % av
totale fettsyrer), sammenlignet med de andre diettgruppene som ble féret med ca. 6,6 % av totale
fettsyrer i dietten.
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For gvrig var det ingen signifikante forskjeller i mg/g i lever for mettede og enumettede fettsyrer. At de
to LF-gruppene hadde like mye EPA+DHA i mg/g i lever som HF-gruppene, skyldes sannsynligvis det
hayere totale fettnivaet i lever hos LF-gruppene.

Prosentvis fordeling av fettsyrer i lever viste flere signifikante forskjeller som til stor grad reflekterte
fettsyresammensetningen av féret, det var signifikant hgyere prosentandel EPA+DHA, 14:0, 20:4n-6
(ARA) og lavere total n-6 fettsyrer i HFQHZ gruppen, sammenlignet med de andre diettgruppene.

Tabell 60 Fettsyrer (mg/g) i LEVER. Data (n=3) er vist som gjennomsnitt + standardfeil. Signifikante forskjeller er
indikert med ulike bokstaver, testet med enveis ANOVA etterfulgt av Tukeys HSD.

HFHZ HFLZ LFHZ LFLZ HFQHZ
14:0 0,4+ 0,07 0,4+ 0,14 0,5+ 0,19 0,5+ 0,15 0,4+ 0,05
16:0 3,8+ 0,10 3,9+ 0,46 4,3+ 0,92 3,9+ 0,36 3,8+ 0,16
18:0 2,0+ 0,28 2,1+ 0,27 2,5+ 0,97 2,3+ 0,34 1,7+£0,23
% SFA! 6,5+ 0,47 6,8+ 0,92 7,6+2,11 6,9+ 0,87 6,0+ 0,44
16:1n-7 0,5+ 0,13 0,6+ 0,20 0,8+ 0,43 0,6+ 0,25 0,4+ 0,07
18:1 n-9 14,1+ 3,53 16,2+ 6,12 18,2+ 11,23 17,1+ 6,38 6,4+ 0,99
18:1 n-7 1,2+ 0,27 1,3£0,43 1,5+ 0,75 1,4+ 0,47 0,8+ 0,11
20:1 n-9 1,7+£0,54 1,9+ 0,89 2,3+ 1,47 2,0+£0,89 0,8+ 0,12
24:1n-9 0,4+ 0,02 0,4+ 0,04 0,4+ 0,03 0,4+ 0,01 0,4+ 0,02
~ MUFA? 19,0+ 4,71 21,7+ 7,99 24,4+ 14,20 22,8+ 8,33 9,8+ 1,43
18:2 n-6 50+1,11 53+1,81 5,3+ 3,02 5,4+ 1,65 2,0+ 0,30
20:2 n-6 1,1+ 0,31 1,1+ 0,44 1,4+ 0,85 1,2+ 0,46 0,5+ 0,08
20:4 n-6 0,7+ 0,08 0,7+ 0,00 0,7+ 0,07 0,7+ 0,03 0,8+ 0,16
> N-6° 7,0+ 1,53 7,6+ 2,32 7,7+ 4,15 7,8+ 2,17 3,4+ 0,52
18:3 n-3 1,2+ 0,26 1,3+ 0,43 1,3+ 0,72 1,3+ 0,42 0,5+ 0,09
20:5n-3 2,7+ 0,30 2,8+ 0,20 3,0+ 0,19 2,8+0,21 3,0+ 0,14
22:5n-3 1,1+ 0,19 1,1+ 0,14 1,3+ 0,17 1,1+ 0,18 1,2+ 0,09
22:6 n-3 5,3+ 0,342 5,3+ 0,082 5,4+ 0,062 5,1+ 0,10° 5,7+ 0,172
> N-34 10,7+ 1,16 11,0+ 1,04 11,6+ 1,38 10,7+ 1,03 10,7+ 0,43
EPA+DHA 8,0+ 0,62 8,1+ 0,28 8,4+ 0,20 7,9+ 0,28 8,8+ 0,29

lnkluderer 15:0, 17:0, 20:0, 22:0

?Inkluderer 14:1n-5, 15:1, 17:1, 18:1n-11, 20:1n-11, 22:1n-7, 22:1n-11, 22:1n-9
3Inkluderer 18:3n-6, 20:3n-6

4Inkluderer 20:4n-3, 20:3n-3
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Tabell 61 Fettsyrer (prosent av totale fettsyrer) i LEVER. Data (n=3) er vist som gjennomsnitt + standardfeil.
Signifikante forskjeller er indikert med ulike bokstaver, testet med enveis ANOVA etterfulgt av Tukeys HSD.

HFHZ HFLZ LFHZ LFLZ HFQHZ
14:0 0,9+ 0,03° 0,9+ 0,05° 1,0+ 0,162° 0,9+ 0,07° 1,2+ 0,042
16:0 8,9+ 1,25 8,4+ 1,14 9,0+ 2,87 8,1+ 1,20 12,2+ 0,75
18:0 4,5+ 0,17 4,5+ 0,53 4,7+ 0,21 4,8+ 0,48 5,3+ 0,47
% SFA! 14,8+ 1,45 14,3+ 1,62 15,3+ 3,18 14,3+ 1,64 19,4+ 0,98
16:1n-7 1,2+ 0,11 1,2+ 0,10 1,5+ 0,22 1,3+ 0,16 1,4+0,11
18:1 n-9 31,6+2,14 33,1+ 3,77 31,8+£9,73 34,1+ 3,76 20,7151
18:1 n-7 2,7+ 0,12 2,8+£0,18 2,9+ 0,25 2,8+0,22 2,6+£0,14
20:1 n-9 3,7+ 0,51 3,9+ 0,78 4,1+ 1,25 4,0+ 0,69 2,6+0,19
24:1n-9 0,9+ 0,13 0,9+ 0,19 0,9+ 0,40 0,8+ 0,18 1,3+ 0,08
¥~ MUFA? 42,8+ 2,81 44,4+ 4,66 43,5+ 10,49 45,4+ 4,70 31,5+£1,99
18:2 n-6 11,2+ 0,49 10,9+ 0,84 9,4+ 2,52 10,9+ 0,54 6,5+ 0,42
20:2 n-6 2,4+ 0,25 2,3£0,32 2,4+ 0,76 2,5+ 0,28 1,5£0,14
20:4 n-6 1,5+ 0,09° 1,5+ 0,34° 1,4+ 0,58° 1,5+ 0,32° 2,6+0,412
> N-6° 15,9+ 0,612 15,6+ 0,712 13,9+ 2,902 15,7+ 0,392 11,0+ 0,66
18:3 n-3 2,6£0,122 2,6+ 0,192 2,3+ 0,55% 2,5+ 0,192 1,7+ 0,15P
20:5n-3 6,2+ 0,52 6,0+ 1,15 6,6+ 2,95 5,7+ 0,95 9,8+ 0,50
22:5n-3 2,5+ 0,12° 2,3+ 0,26° 2,8+ 1,06% 2,3+ 0,22° 3,9+ 0,112
22:6 n-3 12,1+ 1,61 11,5+ 2,54 12,0+ 6,26 10,7+ 2,35 18,6+ 1,50
X N-34 24,4+ 191 23,4+ 3,53 24,7+ 9,50 22,3+ 3,15 34,8+ 1,79
EPA+DHA 18,3+ 2,12° 17,5+ 3,68° 18,6+ 9,21° 16,5+ 3,29° 28,4+ 1,994

lnkluderer 15:0, 17:0, 20:0, 22:0

?Inkluderer 14:1n-5, 15:1, 17:1, 18:1n-11, 20:1n-11, 22:1n-7, 22:1n-11, 22:1n-9
3Inkluderer 18:3n-6, 20:3n-6

4Inkluderer 20:4n-3, 20:3n-3

Fettsyresammensetning av skinn og tarm

Tabell 62-Tabell 65 viser total fettsyresammensetning av skinn og tarm i mg/g og i prosent av totale
fettsyrer. Tabellene viser at det var hovedsakelig ingen signifikante forskjeller i fettsyresammensetning
mellom hgyfett og lavfettgruppene HFHZ, HFLZ, LFHZ, LFLZ, det var kun HFQHZ som skilte seg ut
med hgyere nivaer av EPA, DPA, DHA, ARA og 14:0 og lavere niva av totale n-6.
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Jmaﬁ'ima‘;

Tabell 62 Fettsyrer (mg/g) i skinn. Data (n=3) er vist som gjennomsnitt + standardfeil. Signifikante forskjeller er
indikert med ulike bokstaver, testet med enveis ANOVA etterfulgt av Tukeys HSD.

14:0
16:0
18:0

3 SAT?
16:1n-7
18:1 n-9
18:1 n-7
20:1 n-9
22:1n-11
¥~ MUFA?
18:2 n-6
20:2 n-6
> N-6°
18:3n-3
20:5n-3
22:5n-3
22:6 n-3
> N-34
EPA+DHA

HFHZ
1,4+0,11%
7,8+0,53
2,3+0,13
12,2+0,81
1,7+0,13%
31,9+2,23
2,3+0,15
2,6+0,18
1,3 +£ 0,092
41,9 £2,96
11,7+ 0,83
1,0 £ 0,06
13,6 + 0,95
3,7+0,27
2,7+0,18°
1,1+0,07%
3,7 £0,26°

11,9 +0,82%

6,4 + 0,44°

HFLZ
1,3 +£0,25°
7,0+1,23
2,0+£0,35
10,9+1,93
1,5+0,32°
28,5+ 6,02
2,1+0,43
2,3+£0,51
1,2 +£0,25°
37,6 +£7,88
10,3+ 2,18
0,9+0,21
12,0 £ 2,50
3,3%£0,71
2,5+0,37°
1,0 £ 0,20°
3,4+0,51°

10,9 + 1,90%

6,0 +0,87°

LFHZ
1,1 +0,09°
6,6 £ 0,45
2,0+£0,10
10,3+ 0,65
1,4 +0,10°
25,1+1,47
1,9+0,12
2,0£0,15
1,0 £0,10°
33,2+£2,02
9,1+0,54
0,9 +£0,05
10,8 £ 0,62
29+0,21
2,4 +0,16°
0,9 + 0,06°
3,1+0,21°
9,9 +0,66°
5,6 +0,37°

LFLZ
1,3+0,10°
7,1+0,55
21+0,14
11,0+ 0,85
1,5+0,12°
27,3+241
2,0+£0,15
2,2+0,19
1,1 +0,09°
36,1+£3,11
10,0 + 0,88
0,9 +0,09
11,7 +1,02
3,2+0,28
2,5+0,17°
1,0 £ 0,06°
3,3+0,23°

10,5+ 0,782
5,8 +0,39°

HFQHZ
1,8 +£0,342
8,6 £1,43
2,2+0,35
13,2+ 2,20
2,3+0,452
27,5+5,20
2,3+045
2,6 £0,49
1,8+0,332
38,9+7,36
95+1381
0,8 +0,15
11,1+ 2,06
3,2+0,61
3,8 £0,60?
1,5+0,272
4,9 + 0,66
14,0 +£ 2,282
8,6 +1,262

lnkluderer 15:0, 17:0, 20:0, 22:0

2Inkluderer 14:1n-5, 15:1, 17:1, 18:1n-11, 20:1n-11, 22:1n-7, 22:1n-9

SInkluderer 18:3n-6, 20:3n-6, 20:4n-6
4Inkluderer 20:4n-3, 20:3n-3
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Tabell 63 Fettsyrer (% av totale fettsyrer) i skinn, Data (n=3) er vist som gjennomsnitt med sem, Signifikante
forskjeller er indikert med ulike bokstaver, testet med enveis ANOVA etterfulgt av Tukeys HSD.

14:0
16:0
18:0

3 SAT?
16:1n-7
18:1 n-9
18:1 n-7
20:1 n-9
22:1n-11
¥~ MUFA?
18:2 n-6
20:2 n-6
> N-6°
18:3n-3
20:5n-3
22:5n-3
22:6 n-3
> N-34
EPA+DHA

HFHZ
1,7 £0,02°
9,6 +£0,06°
2,8 +£0,04°
15,0 £ 0,10°
2,1+0,01°
39,2 £ 0,082
2,8 +0,02°
3,2 £ 0,02%
1,6 +0,02°
51,7 £0,162
14,5+ 0,032
1,3 +£0,02%
16,8 + 0,022
4,6 + 0,022
3,4 £0,06°
1,3+0,01°
4,5+0,07°
14,6 +0,12°
7,9+0,13°

HFLZ
1,7 £0,01°
9,7 £0,24°¢
2,8 +£0,08°
15,0 + 0,34¢
2,1+0,03°
39,0 £ 0,442
2,8 +0,03°
3,1+0,07%
1,6 £0,01°
51,6 £ 0,482
14,1+0,17°
1,2 +£0,04°
16,4 + 0,14°
4,6 + 0,062
3,5+ 0,21b°
1,3+£0,03°
4,8+0,27°
15,0 + 0,41°
8,2 +0,48°

LFHZ
1,7 £0,03°
10,1 +0,07°
3,1+0,062

15,7 +0,03%°
2,1+0,03°
38,3 +0,10°
2,9+0,01°
3,1+0,05°
1,5+0,08°
50,6 + 0,20°
13,9 +0,03°
1,3+0,022
16,5+ 0,08°
4,4 +0,06°
3,7+0,12°
1,4 +£0,02°
4,8 +0,10°
15,1 +0,20°
8,5+ 0,22°

LFLZ
1,8 +£0,01°
10,0 + 0,07%°
3,0 £ 0,062
15,6 + 0,14
2,1+0,01°
38,7 £0,19%
2,8 +£0,03°
3,1+0,01°
1,5 + 0,03
51,1 +0,13%
14,1 + 0,09°
1,3+0,022
16,5 + 0,09°
4,5 +0,03%
3,6 £ 0,07b°
1,4 + 0,03
4,7 +0,08°
14,9 + 0,15°
8,3+0,14°

Jmaﬁ'ima‘;

HFQHZ
2,3+0,022
10,9+0,182
2,8 +0,07°
16,7 + 0,252
2,9 +£0,052
34,6 £0,32°
3,0 £ 0,042
3,3+0,042
2,2+0,032
49,1 £0,43°
11,9+ 0,14°
1,0 £0,02°
14,0 £ 0,07°
4,0 £ 0,05°
4,8 £ 0,142
1,9 £ 0,042
6,2 £0,322
17,7 £ 0,402
10,9 £ 0,452

lnkluderer 15:0, 17:0, 20:0, 22:0

2Inkluderer 14:1n-5, 15:1, 17:1, 18:1n-11, 20:1n-11, 22:1n-7, 22:1n-9

SInkluderer 18:3n-6, 20:3n-6, 20:4n-6
4Inkluderer 20:4n-3, 20:3n-3
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Jmaﬁ'ima‘;

Tabell 64 Fettsyrer (mg/g) i TARM, Data (n=3) er vist som gjennomsnitt med sem, Signifikante forskjeller er indikert

med ulike bokstaver, testet med enveis ANOVA etterfulgt av Tukeys HSD.

14:0
16:0
18:0

3 SAT?
16:1n-7
18:1 n-9
18:1 n-7
20:1 n-9
22:1n-11
¥~ MUFA?
18:2 n-6
20:2 n-6
20:4n-6
> N-6°
18:3n-3
20:5n-3
22:5n-3
22:6 n-3
X N-34
EPA+DHA

HFHZ
0,6 +0,11
4,9+0,55
1,9+0,16
7,9 +0,88
0,6 +0,13
13,3+2,45
1,1+£0,19
1,1+£0,19
0,5+0,09
17,7+ 3,23
5,2+0,83
0,5+0,09
0,4 +0,02°
6,5+ 0,96
1,4+0,28
2,1+0,21b
0,7+0,10
3,5+0,33°
7,9+0,95
5,6 + 0,52°

HFLZ
0,6 £0,34
50+1,59
1,9+£0,39
8,0+2,46
0,7+0,42
14,1+ 7,88
1,1+0,52
1,1+0,58
0,5+0,33

18,7 + 10,26
54+2,92
0,5+0,20
0,4 +0,02°
6,7 £3,22
1,5+0,92
2,2+ 0,462
0,7+0,18
3,8 £ 0,44°
8,4+214
6,0 + 0,89°

LFHZ
0,6 £0,23
52+1,01
2,0+0,26
8,3+1,59
0,7+0,28
14,0+ 5,33
1,1+£0,38
1,2+0,43
0,5+0,20
18,7 £ 6,96
57+1,85
0,6 £0,16
0,4 +0,02°
7,1+2,08
1,4+0,59
2,1+0,17°
0,8+0,11
3,6 £0,27°
8,2+1,22
5,7 + 0,40°

LFLZ
0,5+0,16
4,3+0,89
1,8+0,27
6,9 +1,40
0,5+0,18
10,4 + 3,60
0,9+0,24
0,9+0,28
0,3+0,15
13,9+4,71
4,4 +1,38
0,5+0,11
0,4 +0,01°
57+1,58
1,0+£0,43
1,9 +£0,26°
0,7+0,11
3,5+0,41°
7,4+1,28
5,4 +0,67°

HFQHZ
1,6 +£0,86
8,4 +3,26
26+0,71
13,2+5,11
1,8+1,13

20,8 +11,93
2,0+£1,00
21+1,14
1,4+0,87

30,2 £17,05
7,4+4,23
0,7 +0,30
0,6 £ 0,05
9,0+£4,61
23+135
3,7+1,18?
1,4+0,54
5,7+1,33?
13,7+ 4,74
9,4+2512

lnkluderer 15:0, 17:0, 20:0, 22:0
2Inkluderer 14:1n-5, 15:1, 17:1, 18:1n-11, 20:1n-11, 22:1n-7, 22:1n-9, 24:1n-9
3Inkluderer 18:3n-6, 20:3n-6
4Inkluderer 20:4n-3, 20:3n-3
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Tabell 65 Fettsyrer (prosent av totale fettsyrer) i TARM, Data (n=3) er vist som gjennomsnitt med sem, Signifikante
forskjeller er indikert med ulike bokstaver, testet med enveis ANOVA etterfulgt av Tukeys HSD.

HFHZ HFLZ LFHZ LFLZ HFQHZ
14:0 1,5+ 0,06° 1,4 +0,18° 1,5+0,14° 1,3+0,11° 2,2+0,172
16:0 12,2 £ 0,56 12,1+1,28 12,3+ 1,04 12,6 £ 0,79 12,9+1,29
18:0 4,7+0,35 4,8+1,03 4,8 +0,75 53+0,64 4,1+0,84
2 SAT! 19,4 +0,88 19,4 + 2,23 196 +1,74 20,3+1,34 20,2 +2,03
16:1n-7 1,6 +0,10b 1,5+0,29b 1,6 +0,23b 1,4+0,17b 2,6 £0,36a
18:1 n-9 32,4+1,17 31,8+4,33 31,8 £3,60 29,6 + 2,66 29,8 £3,31
18:1 n-7 2,7 +£0,07® 2,6 £ 0,072 2,6 +0,17° 2,5+0,05° 2,9£0,092
20:1 n-9 2,7+0,07 2,6 £0,22 2,6 £0,29 25+0,17 3,0+0,22
22:1n-11 1,2 +0,05° 1,1+0,27° 1,1+0,18° 0,9 + 0,20° 2,0+£0,322
¥~ MUFA? 43,3+ 1,47 42,4 £5,18 42,5+ 4,50 39,7+3,24 43,3+4,20
18:2 n-6 12,8 +0,19 12,3+1,37 13,0 + 0,69 12,5+0,71 10,6 +1,21
20:2 n-6 1,3 £ 0,04b° 1,3+0,09° 1,5+ 0,062 1,5+0,092 1,0 £ 0,04¢
20:4n-6 1,0£0,10 1,1+£0,39 1,0+0,26 1,3+£0,31 1,0+0,54
> N-6° 16,0 + 0,052 15,5+0,772 16,5 + 0,442 16,4 + 0,252 13,1 +0,58°
18:3 n-3 3,4+0,19 3,3+0,66 3,3+0,46 29+0,48 3,2+0,50
20:5n-3 51+0,32 5,4+1,08 5,0+ 1,05 57+0,76 5,8+1,09
22:5n-3 1,7 £0,07 1,8+0,35 1,9+0,28 2,1+0,24 2,2+0,28
22:6 n-3 8,7+ 0,59 9,7+ 2,88 8,7+191 10,3+ 1,60 9,1+2,26
X N-34 19,5+ 0,66 20,8 + 3,59 19,6 + 2,69 21,6 +2,08 21,1+ 3,04
EPA+DHA 13,8 + 0,85 15,1 + 3,96 13,8 +2,94 16,1 + 2,36 14,9+ 3,34

lnkluderer 15:0, 17:0, 20:0, 22:0

2Inkluderer 14:1n-5, 15:1, 17:1, 18:1n-11, 20:1n-11, 22:1n-7, 22:1n-9, 24:1n-9
3Inkluderer 18:3n-6, 20:3n-6

4Inkluderer 20:4n-3, 20:3n-3

Genuttrykk i tarm

Sammenlignet med Hgy sink HZ-behandlinger, oppregulerte lav sink LZ-behandlinger signifikant
genuttrykket av ZIP4 (p < 0,05) i tarmen (Tabell 66). Redusert Zn-niva i foret nedregulerte derimot uttrykk
av MTA (p < 0,01). Tarmens mRNA-uttrykk relatert til Zn-opptak og transport ble ikke pavirket av fettniva
og n-3 LC-PUFA (p > 0,05). | tillegg ble genuttrykk relatert til fettopptak og transport ikke pavirket av Zn,
fettniva og n-3 LC-PUFA (p > 0,05).
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Tabell 66 Genuttrykk i tarm hos Atlantisk laks gitt de 5 ulike forsgksférene

HFHZ HFLZ LFHZ  LFLZ HFQHz Zn*Fett
APOA4 1,411,728 1,22+0,67 1,05:0,95 1,09+0,46 1,25:0,41 0,71 0,35 0,42 0,44
APOB  0,1#0,16 0,08+0,15 0,15:0,22 0,13#0,19 0,02+0,03 0,95 0,75 0,13 0,42
CD36  0,4+0,68 0,31%0,37 0,65:0,98 0,47+0,54 0,630,903 0,80 0,68 0,16 0,28
CPTL  153+045 151052 1,38+05 1,6+0,55 2,06+107 0,27 0,62 0,91 0,38
DGATL  0,42+0,76 0,29+0,35 0,64+0,95 0,41+0,52 0,49:0,93 0,54 0,80 0,34 0,92
FABP2  1,3:0,75 1,37+0,73 1,21%0,72 0,96+0,39 1,34:0,8 0,31 0,82 0,21 0,84
FATP4  0,67+1,19 0,36:0,44 1,49+239 1,07+175 0,95:1,2 0,49 0,83 0,19 0,34
FATP6  0,46:0,73 0,28+0,29 0,72+0,98 0,44%0,53 0,57+0,96 0,49 0,64 0,30 0,92
MGAT2  0,78:0,63 0,77+0,39 0,94+0,87 0,8740,57 131,48 0,75 0,30 0,66 0,61
MTA  1,52+1,33 0,49+0,35 1,97+2,63 0,7+0,36 2,26:154 0,44 0,00 0,29 0,24
MTB  1,34+1,74 052:044 1,26+165 0,66+05 1,35:1,34 0,68 0,16 0,65 035
MTFL  045:0,83 0,2:0,23 0,69+0,98 0,41%0,56 0,48:0,94 0,31 0,55 0,35 0,92
MTP 1,33:0,8 1,32+0,54 1,45:0,7 1,19+043 1,37+0,55 0,48 0,76 0,08 0,57
NPCIL1 1,07+0,41 1,06+0,31 1,21%0,33 1,31+0,57 1,09+0,44 0,93 0,08 0,12 0,76
ZIP14  1,36%0,02 1,12+0,49 145:1,05 1,26+0,61 1,1240,57 0,77 0,82 0,65 0,70
ZIP4 0564041 1,13+0,67 0,61+0,42 0,89+0,85 050,35 0,22 0,04 0,47 0,79
ZIP5 0,4610,72 0,36+0,36 0,7+0,96 0,53+0,63 1,04+1,57 0,63 0,77 0,26 0,15
ZnT1 0,5:0,67 0,36:0,31 0,72+0,94 0,52+0,59 1,02¢151 0,53 0,88 0,33 0,74
ZnT2  0,030,06 0,04+0,07 0,01+0,02 0,05:0,15 0,03+0,07 0,33 0,68 021 0,03
ZnT4  0,43%0,75 0,32:0,34 0,66+0,97 0,48+0,6 0,9+147 0,45 0,83 0,33 0,49
ZnT5  0,46%0,77 0,25:0,26 0,68:0,98 0,43+054 0,97+189 0,64 0,58 0,33 0,74
ZnT6 0,75:0,7 0,87+0,82 0,88+0,97 1,06+0,76 2,04+2,1 0,57 0,08 0,71 0,12
ZnT7  0,9240,36 0,84:0,18 1,18+0,82 0,97+0,43 1,2+0,82 0,90 0,52 0,38 0,83

Gene expression results were normalized; Values mean + SD (n = 12); a: Scheirer-Ray-Hare test; §: Mann-Whitney U test;
APOAA4: apolipoprotein A-1V; APOB: apolipoprotein B; CD36: cluster of differentiation 36; CPT1: carnitine O-
palmitoyltransferase 1; DGAT1: diglyceride acyltransferase 1; FABP2: fatty acid-binding protein 2; FATP4: fatty acid transporter
protein 4; FATP6: fatty acid transporter protein 6; MGAT2: monoacylglycerol O-acyltransferase 2; MT A: metallothionein A; MT
B: metallothionein B; MTF1: metal regulatory transcription factor 1; MTP: microsomal triglyceride transfer protein; NPC1L1:
Niemann-Pick C1-Like 1; ZIPs: Zrt/Irt-like proteins; ZnTs: ; Zinc transporters.

Filetkvalitet

LZ-gruppene hadde signifikant lavere kondisjonsfaktor og hayere slakteutbytte enn HZ-gruppene, men
det var ingen diett-effekt pa filetutbytte (66).

Forekomsten av mgrke flekker var generelt lav (9,7 %), og det var ingen signifikante forskjeller mellom
férgruppene (66).

Fasthet i muskel, malt instrumentelt, ble ikke signifikant pavirket av diett, selv om LZ-gruppene tenderte
a ha numerisk lavere fasthet enn HZ, og Q3 fastere muskel enn HFHZ. Ved bruk av individ som replikat
hadde LZ signifikant (p<0,05, data ikke vist) lavere fasthet i muskel enn HZ, og Q3 tenderte (p=0,069,
data ikke vist) & ha fastere muskel enn HFHZ (66).

Filetfarge malt instrumentelt var ikke pavirket av fett eller zink-niva, men Q3-gruppen hadde signifikant
hagyere radfarge og chroma/metning enn HFHZ-gruppen. Ved enveis ANOVA av alle fem dietter samlet,
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hadde homogenat fra HFQHZ-gruppen signifikant hgyere rgdfarge (hgyere a*-verdi) sammenlignet med
alle andre grupper, og ogsa mer rgdfarge (lavere hue) enn HFHZ, HFLZ og LFLZ (p<0,05, data ikke

vist).

Astaxanthin-nivaet i muskelen var ikke signifikant pavirket av diett, selv om det numerisk tenderte &
veere lavere i LF-gruppene, og hgyere i HFQHZ gruppen. Ved toveis ANOVA av alle fem dietter samlet
var forskjellen mellom LF og HF signifikant (p<0,05, data ikke vist).

Samlet tyder resultatene pa at lavt Zn-niva kan pavirke fasthet i muskel negativt og at gkt Q3 gir bedre

filetfarge.

Tabell 67 Resultater fra analyse av filetkvalitet. Data (n=3) er vist som gjennomsnitt + standardfeil og er analysert
ved toveis ANOVA med interaksjon for HFHZ, HFLZ, LFHZ og LFLZ, og ved enveis ANOVA for sammenligning av

HFHZ og HFQHZ.

Rundvekt (kg)
Slgydvekt (kg)
Lengde (cm)
Kondisjonsfaktor
Slakteutbytte (%)

Filletytbytte (% av
rundvekt)

Filletytbytte (% av
slgydvekt)

Marke flekker,
andel fisk med
flekk

Marke flekker,
score (0 til 8)

Marke flekker, #
muskelsegmenter

Fasthet i muskel
Bruddstyrke (N)

Kompresjon til
60% av
filettykkelse
(Nxsec)

4,55+0,24
3,89+0,21
68,8+1
1,37+0,02
85,4+0,2
63,3+0,4

74,1+0,4

0,15+0,08

0,5+0,31

0,7+0,4

8,8+0,4
3,3+0,2

HFLZ

4,28+0,23

3,67+0,2
67,8+1

1,35+0,02

85,8+0,2
63,2+0,5

73,7£0,5

0,07+0,04

0,17+0,13

0,3+0,2

8,5+0,5
3,2+0,2

LFHZ LFLZ

4,77+0,25 4,43+0,25
4,08+0,22 3,82+0,22
69,2+1,1 68,4+0,9
1,41+0,02 1,36+0,02
85,5+0,3 86+0,2
63,4+0,5 63,8+0,3
74,2#0,5 74,204
0,08+0,05 0,08+0,06
0,18+0,12 0,15+0,11

0,4+0,2 0,4+0,3

9,1+0,3 8,8+0,4

3,3+0,1 3,2+0,2

HFQHZ Znx
4,81+0,26 0,71
4,11+0,22 0,77

69,8t1 0,76
1,39+0,02 0,33
85,4+0,2 0,79

63+0,4 0,5
73,7¢0,4 0,5
0,1+0,07 0,34
0,27+0,21 0,33

0,4+0,3 0,33

9,8+40,5 0,89

3,6+£0,2 0,98

Filetfarge; instrumentell fargemaling av homogenat og kjemisk analyse av astaxanthin

Lyshet (L*-verdi)
Radhet (a*-verdi)
Gulhet (b*-verdi)
Hue/kulgr

Chroma/metning

Astaxanthin
(mg/kg)

63,5+0,5
12+0,3
16,9+0,3
54,8+0,4
20,7+0,4
3,07+0

63,5+0,4
12,1+0,3
16,9+0,2
54,5+0,3
20,8+0,4
3,13+0

61,7+0,3
12,1+0,3
16,5+0,2
53,8+0,3
20,5+0,3
2,970

63,3+0,4
11,7+0,3
16,5+0,3
54,9+0,4
20,2+0,4
2,940

62,9+0,5 0,36

13+0,3 0,14
17,4+0,2 0,8
53,2+0,3 0,13

21,7+0,4 0,36
3,240 0,46

p-verdi

Zn Fett
0,008 0,063
0,014 0,063
0,019 0,14
0,021 0,13
0,01 0,53
0,63 0,29
053 0,34
0,34 0,56
0,24 0,28
0,41 0,54
0,36 0,39
0,39 0,83
0,35 0,25
0,4 0,52
0,99 0,066
0,31 042
0,68 0,12

1 0,09

(0K}

0,096
0,102
0,14
0,49
0,83
0,68

0,51

0,45

0,41

0,41

0,2
0,21

0,55
0,019
0,054
0,052
0,018

0,37
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5.7.5 Oppsummering hovedfunn AP 3

Ytelse: Det var ingen signifikante forskjeller i férinntak mellom diettgruppene i periode | eller II.
Diettgruppen med hgyest omega-3 fettsyreniva (11 % av totale fettsyrer) viste en tendens til hgyere
férinntak etter avlusning. Ingen signifikante forskjeller i tilvekst (SGR og TGC) ble observert i fgrste
vekstperiode (oktober 2021 - januar 2022). | andre vekstperiode (januar - juni 2022) oppnadde gruppen
med hgyest omega-3 fettsyrenivA og gruppen med lavt fettinnhold og hayt sinkniva de hgyeste
vekstratene. Gruppen med 11 % EPA+DHA hadde hgyere sluttvekt enn gruppene med 6,6 %
EPA+DHA. Gruppen foret med hgyt fettinnhold og lavt sinknivd (HFLZ) presterte darligst, med
signifikant lavere sluttvekt enn HFQHZ- og LFHZ-gruppene.

Fettretensjon: Total fettretensjon var signifikant hgyere i farste vekstperiode (ca. 72 %) sammenlignet
med andre vekstperiode (ca. 65 %), uten signifikante effekter av diettene. Atlantisk laks deponerer mer
fett i muskel og har gkt retensjon av lipider ved avtagende daglengde om hgsten, med reduserte
lipidnivaer og lavere kondisjonsfaktor utover varen. Retensjonen av EPA var signifikant hgyere i
perioden oktober 2021 til januar 2022 enn i perioden januar til juni 2022 i diettgruppene HFHZ, HFLZ,
LFHZ og LFLZ. HFQHZ-gruppen viste ingen sesongvariasjon i retensjon av EPA+DHA, med hgyere
retensjon i periode Il. En mulig arsak til stabil retensjon av EPA+DHA i HFQHZ-gruppen kan veere
hayere niva av mettet fett (ca. 22 %) sammenlignet med de andre gruppene (ca. 17 %).

Zn status: Hos laks fra 1,6 kg til 4,5 kg, ga det a redusere fettniva fra 38 % til 33 % forbedret Zn- og
Se-status, men det & gke innholdet av langkjedede n-3 fettsyrer i foret forbedret Zn-status. Det laveste
fornivaet pa 100 mg Zn kg brukt i denne studien synes & veere for lavt for laksen. Et niva pa 180 mg
Zn kg™t i foret ser ut til & veere tilstrekkelig under forholdene fisken ble utsatt for i dette forsgket. Den
forbedrede Zn-statusen ved bruk av lavfettdiett eller gkt EPA+DHA i dietten kan vise seg & veere
essensiell under mer utfordrende oppdrettsbetingelser, da betydningen av Zn og EPA+DHA for
skinnhelse ble tydeliggjort i AP1.

Helse: Dgdeligheten var lav i alle diettgrupper, uten signifikante forskjeller. Gruppen foret med hgyt
fettinnhold og lavt sinkniva (HFLZ) hadde en tendens til hgyere dgdelighet (4 %) sammenlignet med de
andre gruppene (1,2-1,8 %). Ytre velferdsindikatorer viste ingen signifikante forskjeller mellom grupper,
men det var en tendens til hayere forekomst av snuteskader i gruppene féret lavt sinkniva (HFLZ og
LFLZ). Helsescoring av indre organer viste ingen signifikante forskjeller, men lavfettgruppene viste en
tendens til hgyere scoring for moderat betennelse i baktarmen. De fleste fisk i alle diettgrupper viste
lavgradige endringer for hjertehistopatologisk score (score 0-1,5), med hgyere score (2—3,5) mindre
hyppig. Ventrikkel viste mer betydelige endringer enn atrier, med score opp til 3,5 i noen tilfeller. HFQHZ
hadde den laveste gjennomsnittlige scoren, Den numerisk lavere scoren i HFQHZ-gruppen antyder
mulige kardioprotektive effekter av en diett rik pa omega-3-fettsyrene EPA og DHA og med lav n-6/n-3
ratio.

Forekomst arteriosklerose: Histologisk analyse av fikserte vevsprgver fra koronararterien og
ventralaorta ble utfart for & kartlegge forekomst av arteriosklerose. Arteriosklerose ble funnet hos 95 %
av individene, uten signifikante forskjeller mellom diettgruppene. Det var en tendens til hgyere
alvorlighetsgrad i gruppen foret hgyfettdiett med lavt sinkniva (HFLZ), som ogsa hadde flest individer
med hgy histopatologisk score. Arteriosklerose kan fare til forsnevring av koronararterien, som forsyner
ventrikkelen med oksygenrikt blod. Ventrikkel viste mer alvorlig grad av histopatologisk score enn atrier,
noe som kan veere relatert til arteriosklerose i koronararterien. Gruppen med hgyt fettinnhold og lavt
sinkinnhold (HFLZ) utmerket seg negativt.

Filetkvalitet: Lavsink-gruppene hadde signifikant lavere kondisjonsfaktor og hgyere slakteutbytte enn
haysink-gruppene, men ingen diett-effekt pa filetutbytte. Forekomsten av marke flekker var lav (9,7 %)
uten signifikante forskjeller mellom forgruppene. Fasthet i muskel ble ikke signifikant pavirket av diett,
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men lavsink-gruppene hadde tendens til lavere fasthet, og hay Q3-gruppen hadde fastere muskel enn
hgyfett haysink gruppen. Filetfarge var ikke pavirket av fettniva eller sinkniva, men hayQ3-gruppen
hadde bedre rgdfarge. Astaxanthin-nivaet i muskel var lavere i LF-gruppene og hayere i HFQHZ-
gruppen. Resultatene tyder pa at lavt Zn-niva kan pavirke muskelens fasthet negativt, og at gkt Q3 gir
bedre filetfarge.
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6 Sentrale hovedfunn fra hele prosjektet

Samspill Zn, fettnivd, EPA+DHA i foret til laks i merder i sjg

Redusert fettniva og gkt EPA +DHA i féret er begge faktorer som forbedrer Zn-retensjon og Zn
status i ulike vev i fisken, noe som er viktig p& grunn av gvre grense for tilsetning.

o Mekanismene bak dette er fortsatt uklare, da vi hovedsakelig ser effekt i langtidsforsgk og
ikke i korttidsforsgk fokusert pa opptak i tarm. Dette tyder pa at effekt av fett og fettsyrer pa
regulering av Zn homeostase enten skjer pd andre nivaer (deponering i vev, ekskresjon),
eller at effekt i tarm er sveert liten men akkumulerer over tid.

Gruppen foret 11 % EPA+DHA hadde hgyere sluttvekt, bedre filetkvalitet og tendens til bedre
hjertehelse enn gruppene féret 6,6 % EPA+DHA.

Mettet fett og kolesterol

Lavt mettet fett (10 % SFA av totale fettsyrer) er utilstrekkelig for optimal vekst hos atlantisk laks
ved 12 °C, sammenlignet med 24 % SFA, mens tilsats av kolesterol i noen grad kan kompensere
for lavt mettet fett.

15 % SFA virker tilstrekkelig for god vekst, men vi mangler data for & gi en minimumsanbefaling for
filetkvalitet.

Lavt SFA forarsaker hgyt veesketap i fileten etter frysing og tining, mens lavt SFA og lavt kolesterol
i kombinasjon reduserer filetens fasthet og farge. Dette indikerer at kolesterol bgr tilsettes til
basisdietter som har <500 mg/kg.

In vitro forsgk og korttidsforsgk

DHA fremmet sinkopptak i tarmceller, spesielt ved lavere temperaturer.

Kombinasjon av hayt sink- og omega-3-niva akselererte skjellutvikling, gkte bentetthet og forbedret
sarheling hos lakseparr.

Sink og DHA sammen gkte keratocyttenes migreringspotensiale.

RASIFT

Fisk i RAS hadde lavere tilvekst, gkt stress (hgyere Kkortisol og eikosanoider) og endret
fosfolipidmetabolisme.

EPA-tilskudd reduserte stressmarkarer i begge systemer.

RAS-fisk foret EPA viste moderat svekket barrierefunksjon i tarm og skinn.
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7 Leveranser

Frist Administrative leveranser

15.2.2021 Referat fra oppstartsmgte med prosjekt og referansegruppen
30.6.2021 Statusrapport til FHF

30.11.2021 Dialogmgte digitalt

31.12.2021 Statusrapport til FHF

09.02.2021 Referat fra mgte med referansegruppen

19.01.2022 Artikkel publisert pa Nofima/HI sine nettsider

30.6.2022 Statusrapport til FHF

19.5.2022 Referat fra mgte med referansegruppen

31.12.2022 Referat fra mgte med referansegruppen

31.12.2022 Statusrapport FHF

16.2.2023 Referat fra mgte med referansegruppen

30.6.2023 Statusrapport FHF

18-19 april 2023 Dialogmate (As)

30.12.2023 Statusrapport FHF

18.09.2024 Referat fra mgte med referansegruppen

31.12.2024 Statusrapport til FHF

31.3.2025 Manuskripter til 3 vitenskapelige publikasjoner

3.4.2025 Avsluttende mgte med referansegruppen og gjennomgang av sluttrapport
30.4.2025 Faglig sluttrapport i trdéd med FHFs retningslinjer

30.4.2025 Administrativ sluttrapport i trdd med FHFs retningslinjer

7.1 Resultatmal/leveranser

Prosjektgruppen, representert ved forskningsinstitutt, universitet og industri, har i Igpet av
prosjektperioden lagt til rette for overfaring av ny kunnskap til aktuelle industriaktgrer i
havbruksnaeringen ved jevnlige muntlige presentasjoner pa dialogmgter og faglige konferanser.
Prosjektet har bidratt med ny kunnskap om betydningen av fettnivd, omega-3 fettsyrer, mettede
fettsyrer, kolesterol og sink i dietten og samspill mellom disse for & sikre laksen god ytelse og fra
prosjektet vil hjelpe naeringen til & forbedre forresepter som igjen vil bidra til & styrke laksens tilvekst,
helse og muskelkvalitet.

7.1.1 Presentasjoner
To dialogmgater har veert arrangert et i 2021 og et i 2023.

Presentasjoner Dialogmate 18-19 april 2023, Nofima As.

e Elisabeth Ytteborg, Interaksjonseffekter mellom omega-3 fettsyrer og Zn pa skinnhelse og
sartilheling.

e Esmail Lutfi, Effects of omega-3 fatty acids and Zn on fat metabolism in the liver.

e Gerd Berge, Effekter av gkt EPA-niva i for til laks i RAS versus FT pa vekst og helse.

e Bente Ruyter, Laks i merder i sjg og samspill mellom fett, fettsyrer og Zn: Vekst, velferd, kvalitet,
fettsyreretensjon.

e Anthony Prabhu Philip, Samspill mellom fett, fettsyrer og Zn: opptakskinetikk fra korttidsforsgk.

e Philip/IMR, Samspill mellom fett, fettsyrer og Zn: Sink status i ryggvirvler og helfisk fra laks i merder
i Sj@.
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e Thea Morken/Skretting, Mettet fett og kolesterol i dietten og effekter pa vekst og muskelkvalitet.
o Oystein Sele/IMR, Mettet fett og kolesterol i dietten og effekter pa fettsyresammensetning og helse.

7.1.2  Muntlige presentasjoner konferanser

e Bente Ruyter et al., Ulike nivaer av Zn og omega-3 fettsyrer i dietten til laks i ferskvann pavirker
mineralisering av helkropp, fettdeponering, bein- og skinnhelse. Havbrukskonferansen 2022,
Tromsg.

e Interaction between dietary fat and zinc on zinc utilization in Atlantic salmon, Salmo salar, Haohang
Fang, Nini H. Sissener, @ystein Seele, Trygve Sigholt, Bente Ruyter, Antony Prabhu Philip.
Aquaculture Europe, Vienna. 18.-21. September 2023.

o Mettet fett og kolesterol i foret er viktig for vekst, filetkvalitet og farge hos Atlantisk laks, Nini H.
Sissener et al., Havbruk2024, Tromsg, 22.-24. Oktober 2024.

e Ma vi tenke nytt rundt basisdietten til laksen? Nini H. Sissener og Bente Ruyter. AquaNext,
Stavanger 10.-13. Juni 2024.

e Saturated fat and cholesterol in Atlantic salmon feeds are important for fish performance, fillet colour
and quality. Nini H. Sissener et al. Det 15. Norske Fiskeernaeringsseminar, Bergen 11.-12. Mars,
2024.

e B. Ruyter*, N. Sissener, T. Sigholt, T.K. @stbye, M. Bou, T. Larsson and G.M. Berge., EFFECT OF
DIFFERENT DIETARY LEVELS OF FAT, FATTY ACIDS AND ZN ON GROWTH, HEALTH AND
FILLET QUALITY OF SALMON IN SEA CAGES (FHF PROSJEKT NR 901566) Oral presentation
European Aquaculture Society by Thomas Larsson. EAS Congress 2024, Copenhagen.

e Bente Ruyter et al. Omega-3 fatty acids in Atlantic salmon are important for fish performance, fillet
colour and quality. Det 15. Norske Fiskeernaeringsseminar, Bergen 11.-12. Mars, 2024.

e Maria Kristina Solvang et al., Effekter av fettnivd og omega-3 fettsyrer i dietten pa hjertehelse i
Atlantisk laks i merder i sjg. Det 15. Norske Fiskeerneeringsseminar, Bergen 11.-12. Mars, 2024.

e B. Ruyter, N. Sissener, T. Larsson, T.K. @stbye, M. Bou, T. Sigholt and G.M. Berge (2024)

e Effekt av ulike foringsnivaer av fett, fettsyrer og Zn pa vekst, helse og filetkvalitet hos laks i merder
Laks i merder i sjg (FHF prosjekt nr. 901566) Havbruk2024, Tromsg, 22.-24. Oktober 2024.

e Gerd Marit Bergel, Kiran Subash, Elisabeth Ytteborg, Nini Sissener, Pedro Araujo, Tone-Kari
@stbye, Bente, RAS og gjennomstramming — effekt av system og ulike niva av EPA i for til laks
(FHF prosjekt nr. 901566) 6. norske fiskeernaeringsseminaret, Hl, Grand Hotel Terminus i Bergen
11.-12. Mars 2024.

e Bente Ruyter. RAS og gjennomstramming — effekt av system og ulike nivd av EPA i for til laks.
Smolt production converence Sunndalsgra 16 — 17 October, in Norway, 2024.

e Gerd Marit Berge, Kiran Subash, Elisabeth Ytteborg, Nini Sissener, Pedro Araujo, Tone-Kari
@stbye, Bente Ruyter, RAS og gjennomstrgmming — effekt av system og ulike niva av EPA i for til
laks.

7.1.3 Vitenskapelige artikler publisert knyttet til PhD grad av Fang (vedlegg 1-3)

Fang, H., Sissener, N. H., Philip, A. J. P., Rosenlund, G., Stubhaug, I., & Seele, @. (2025). Interaction
between dietary saturated fatty acids and cholesterol on mineral and fatty acid availability and
postprandial lipids absorption kinetics in Atlantic salmon (Salmo salar). Aquaculture, 742250.

Fang, H., Sissener, N. H., Seele, @., Sigholt, T., & Philip, A. J. P. (2024). The Interaction Between Dietary
Fat Level, n-3 LC-PUFA, and Zinc on Their Postprandial Absorption Kinetics in Atlantic Salmon
(Salmo salar). Aquaculture Nutrition, 2024(1), 6173690.

7.1.4  Artikkel submitted til Aquaculture, tilgjengelig som pre-print gjennom SSRN

Sissener, N. H., Rosenlund, G., Larsson, T., Seele, @., Ruyter, B., Philip, A. J. P., & Stubhaug, I.
Saturated Fat and Cholesterol in Atlantic Salmon (Salmo Salar L.) Feeds are Important for Fish
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Performance, Fillet Quality and Colour. Fillet Quality and Colour. Preprint available through
SSRN

7.1.5 Planlagte artikler etter prosjektavslutning

B. Ruyter*, N. H. Sissener, T. Sigholt, T.K. @stbye, M. Bou, T. Larsson and G.M. Berge., EFFECT OF
DIFFERENT DIETARY LEVELS OF FAT, FATTY ACIDS AND ZN ON GROWTH, HEALTH
AND FILLET QUALITY OF SALMON IN SEA CAGES.

B. Ruyter et al., Gerd Marit Berge, Kiran Subash, Elisabeth Ytteborg, Nini H. Sissener, Pedro Araujo,
Tone-Kari @stbye, RAS and FT — effect of production system and different dietary levels of EPA
on growth and health.

B. Ruyter et al., Different dietary levels of Zn and omega-3 fatty affects skin health in Atlantic salmon
parr.

N.H. Sissener et al. Effects of low dietary cholesterol and saturated fatty acids on tissue fatty acid
composition, nutrient retention and liver lipid accumulation in Atlantic salmon.

HaoHang Fang, Antony J. Prabhu Philip, @ystein Seele, Bente Ruyter, Trygve Sigholt, Elisabeth
Ytteborg, Nini H. Sissener. The long-term effect of dietary fat level, zinc and n-3 LC-PUFA on
mineral status and intestinal zinc and fat transport of Atlantic salmon (Salmo salar) reared in net
pens.

7.1.6 Medieoppslag

Innhold (artikler fra 2022 to 17. sep. 2024)

e 17. sep. What is required for successful smolt production in the future? Fish Focus

e 16. sep. Nofima announces smolt production conference, The fish site

e 11. sep. Effect of eicosapentaenoic acid on innate immune responses in Springer Link

e 09. sep. Hva kreves for vellykket smoltproduksjon i fremtiden? Landbasedaq

e 25. mars 2024 Omega-3 futures in aguafeeds, Asua Culture Asia Pacific

04. jan. 2024 Nofima’s research shows improved fillet quality, Aquafeed — Headline News

e 28. des. 2023 Long-chain marine fatty acids benefit health. Fish Focus — Exhibitions &Events
e 06. juni 2023 Insights into omega-3s in aquafeeds. The fish site

e 20.jan. 2022 DHA promotes salmon fillet quality reducing dark spots, Aquafeed — News
e 20. jan. 2022 DHA fatty acids can reduce melanin spots and. The fish site — The Fish Site
. 19. jan. 2022 DHA-fettsyren fremmer kvalitet pa laksefilet, NTB Kommunikasjon
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