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Summary

Norway is the worlds largest producer of Atlantic salmon (Sa/mo Salar), a high-end food
product. The industry needs good environmentally friendly solutions to overcome some of its
challenges, especially the salmon lice. Farmed lumpfish (Cyclopterus Lumpus) is one of these
new suggested solutions. The usage of wild caught cleaner wrasse has been going on since the
1980s. The knowledge about lumpfish nutrition is limited, and even though several feed
companies makes special lumpfish feed, there is very little knowledge about the nutritional
requirements. The purpose of this study was therefore to investigate the performance of the
lumpfish when fish oil was replaced with rapeseed oil, at 25%, 50% and 100% inclusion
levels. 215 lumpfish was stocked in each tank of 12 tanks. The tanks were acclimatized for
two weeks before project start. The tanks were randomly distributed for the experiment with

each of the 4 diet groups having triplicate tanks.

Biometric data (weight, standard length, width, height, liver weight and viscera weight) was
measured at week 0, 3 and week 6. There was also taken out samples for proximate

composition, fatty acid analysis and histological analysis at the different sampling points.

The start weight of the fish was about 7.5grams post acclimatization and there was no
mortality. The end weight after 6 weeks was on average 39gram for the groups up to 50% oil
substitution, while the lumpfish that got 100% rapeseed oil had an average weight of
34.5grams (P<0.05). Based on the analysis done in this thesis the fish oil substitution up to
50% substitution gives good growth performance and does not change the proximate
composition. The histological analysis of intestine villi length and thickness in addition to the
amount of mucus cells in the pylorus caeca, proximal and mid intestine showed no significant
change with inclusion level. Rapeseed oil in all inclusion levels reduces the amount of n-3
PUFA in the lumpfish tissue, and overall changes the fatty acid composition. The n-3/n-6
ratio was an 8-fold lower for the fish that got 100% rapeseed oil in week 6 compared to the

control group.

Key words: Cyclopterus lumpus, Lumpfish, sea lice, growth, oil replacement, proximate

composition, fatty acid composition.
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Oppsummering

Norge er den sterste produsenten av atlanterhavslaks (Salmo Salar), som er ei god kjelde til
omega 3. Og det vert i store delar av verden rekna som eksklusiv mat. For at
akvakulturindustrien skal kunne vere barekraftig treng ein gode lgysingar mot
luseproblematikken. Oppdrettsrognkjeks (Cyclopterus Lumpus) er ei av desse gode
loysingane. Bruken av villfanga leppefisk har vore utbredt sidan 1980talet. Kunnskapen om
rognkjeksernaring er begrensa, sjolv om fleire forselskap lagar for produsert for rognkjeks, er
det gjort begrensa forskning pa omradet. Malet med oppgava er & undersegke prestasjonen til
rognkjeksen, nar fiskeolja blir erstatta med henholdsvis 25%, 50% og 100% inklusjonsniva i
mens kontrollgruppa fekk 100% fiskeolja. I forseket vart det nytta 215 rognkjeks i 12 ulike
tankar. Totalt fire diettar der kvar diett hadde triplikat gruppe.

Biometriske data (vekt, standard lengde, breidde, hogde, lever vekt og visera vekt) vart malt i
veke 0, 3 og veke 6. Det vart ogsa tatt ut prevar for proksimal samansetnings analyse.
Feittsyre analyse og histologiske analysar vart ogsd gjennomfoert ved dei ulike

provetakingspunkta.

Startvekta pa fisken var rundt 7.5gram etter akklimatisering, og det var ingen dedelegheit.
Ved slutten av forseket ved veke 6 var vekta stige til gjennomsnittlig 39gram for gruppene
opp til 50% olje substitusjon, mens rognkjeksen som fekk 100% rapsolja hadde ei snittvekt pé
34.5gram (P<0.05). Basert pé analysane gjort i forseket gjer 50% erstatning av fiskeolja god
vekst og det vil ikkje endra den proksimale samansetninga. Histologiske undersegkinga av
tarmfoldlengda og tjukkelse av lamina propria viste ingen signifikante endringar, det var
heller ingen signifikante endringar i mengda slimceller. Feittsyresamansetningen vart pverka
med alle inklusjonsniva av rapsolja. n-3/n-6 forhaldet vart sterkt pdverka og var 8 gangar

lagare for rognkjeksen som hadde fétt 100% rapsolja.

Nokkelord: Cyclopterus lumpus, rognkjeks, lakselus, rapsolja, oljesubstitusjon, proksimal

samansetning, feittsyresamansetning
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1. Introduksjon.

1.1. Global akvakulturncering

Verdens behov for mat, og ikkje minst gode proteinkjelder er stadig aukande med ein stigande
populasjon (FAO, 2018). FN har eit mél a utrydda fattigdom, nedkjempa ulikskap og stoppa
klimaendringar innan 2030. Ein av punkta i denne planen er a utrydda svolt, oppna
mattryggleik, forbetra ern@ring og fremja ein barekraftig matproduksjon ("FNs
baerekraftsmal," 27.09.2015). I 2016 var den globale produksjonen av sjemat fra akvakultur
rundt 80 millionar tonn (FAO, 2018). Brorparten av denne produksjonen stammar fra
produksjonen av ulike karpeartar som lev i ferskvatn, kor stersteparten av dietten deira er
basert pd vegetabilske ravarer. Satt i samanheng er Atlanterhavslaks (Salmo Salar) er den 9.
storste arten i volum, men den 2. sterste i verdi, berre forbigétt av kvithalereke (Paneus
Vannamei) (FAQO, 2018). Med ein aukande produksjon av fisk kjem ogsa eit aukande behov
for gode forkjelder, ettersom fiskemjel og fiskeolje er avgrensa resursar. Figur 1 nedanfor
oppsumerer den tydelege asiatiske dominansen innan pé verdas akvakulturproduksjon, og

nesten 9/10 av verdas akvaproduksjon aleine kjem fra Asia.

Fordeling av akvakulturproduksjonen i verden

Afrika Amerika Asia Europa m Oseania
0%
4% 3%49

89 %

Figur 1: Fordeling av verdas akvakulturproduksjon i 2016 (FAO, 2018).



1.2. Fiskeolje og behov for erstatning

Fra dei om lag 1 000 000 tonna med fiskeolja som vart produsert globalt i 2009 (SeaFish,
2011), vart 81% brukt til 4 produsere for til akvakulturartar (Shepherd, 2011). Arlig produsert
mengde av fiskeolja og fiskemjol har vore hoveleg stabil dei siste tiara (FAO, 2017).
Fiskeolja viser store pris svingingar og den arlege produserte mengda er svert avhengig av
fiskeriet i Peru. Om ein kan erstatte ein del av fiskeolja med rapsolje vil det bidra til at
oppdrett av meir karnivore artar blir meir baerekraftig. Samtidig sa bidrar den hege prisen for
fiskeolje ogsé sterkt til at fiskeolja vert meir og meir erstatta. Det er mykje debatt om
baerekraftig for, og dersom ein nyttar store mengder fiskeolje i foret, vert det ikkje rekna som
barekraftig (Gonzales-Felix et al. 2010). Innsatsen for & redusere mengda fiskeolje utan &
setja fiskens vekst og helse pa spel har kontinuerleg blitt forska pa dei seinare ar. Dette
arbeidet har bidrege til at andelen fiskeolje 1 for til akvakulturartar har blitt sterkt redusert
(FAO, 2014). Substitusjonen av marine ravarer i fiskefor har blitt gjort i aukande grad dei
siste 20 dra. Dette er pd grunn av dei avgrensa mengdene marine ravarer som vert produsert
kvart dr og volatil pris pa dei marine ravarene. Dette har fort til at den norske oppdrettslaksen
inneheld ein vesentleg ldgare andel omega 3 feittsyrer i dag, samanlikna med 204r sidan, da

fisken vart fora med reine marine ravarer (figur 2).

I oppdrett er det vanleg a nytta ein benevning for fisk inn / fisk ut, eller FIFO. Dette er ei
benevning for & visa mange kilo villfisk som vert nytta for & produsere ein kilo oppdrettsfisk.
FIFO for laks og aure var 0,82 1 2015. Mens den var 2,57 1 2000 (IFFO, 2016). Her har dei
rekna med fangsta fisk, da dei vert stadig flinkare & nytte biprodukt fré fiskeri til fiskeolje og
fiskemjolproduksjon. Desse verdiane er betre enn ein klarar & oppna samanlikna med
landlevande dyr. Denne raten vert ogsa paverka av kva villfisk ein nyttar til & produsere olja,
dé nokon artar er meir feittrike enn andre. Dersom ein ogsé reknar inn for nytta til
rognkjeksproduksjonen vil FIFO raten stige. Forskninga og utviklinga for & utvikle nye
kjelder til n-3 PUFA 1 akvakulturfor er stor. I eit forsgk av Sprague et al. (2015) vart det
utforska moglegheitene for & nytte DHA rikt algemjeol i for til atlanterhavslaks. Ein anna
fordel med erstatninga er ogsé redusert innhald av miljegifter, da fiskeolje er ei kjelde til det

(Sprague et al. 2015). Mikroalger er tross akt primarprodusentane av dei gunstige langkjeda



marine feittsyrene som EPA og DHA, som i dag har eit stort fokus. Opphavet til fiskeolja har
ogsé stor betydning for innhald av miljegifter, da den serlege fiskeolja har eit lagare niva av
miljegifter (Sprague et al. 2010). I figur 2 kan ein sjé kor stor endring det har vore i bruken av
marine ravarer i foret nytta til oppdrett av laksefisk i Norge fra 1990 til 2015. I 1990 vart det
ikkje nytta vegetabilsk protein i foret, mens det nesten er 50% av innhaldet som vert nytta no.
Biomar AS som er ein av 4 store oppdrettsfor produsentar i Noreg, har produsert 350 000tonn
for med algemjoel (AlgaPrime, Corbion), (Berge A., 2019). Dette vert nytta for a redusere
behovet for fiskolje, utan at det gir ut over omega-3 PUFA innhaldet.

Endring i forsamansetning fra 1990 - 2013 i prosent
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Figur 2: Endring i forsamansetning til laks frd 1990 til 2013 (Ytrestoyl et al. 2015)



1.3. Velferd og luseufordringa

Fiskevelferd er det som er mest utfordrande & ivareta for akvakulturindustrien, da bade
medikamentelle og medikamentfritte lusebehandlingar som for eksempel behandling med
temperert vatn, spyling eller bersting av lakselus er belastande for fisken. Vaksinar og andre
preventive tiltak er mykje meir ynskjeleg og mulegheita for a utvikle vaksine mot lakselus
vert undersekt. Den norske oppdrettsnaringa brukar i dag vaksinar mot 6 (7 i omréder med
pankreas disease), vanlege sjukdommar, som bidreg til 4 redusere svinn. Som ein konsekvens
av sterkt belastande avlusingar, har dedelegheits talla stige dei siste ara (SSB, 2018). |
akvakulturforskriftens §63 stér det at all settefisk av laks og regnbogeaure som eit minimum
ma vaksinerast mot furunkulose, vibriose og kaldtvannsvibriose (Lovdata, 2008). Ein har ogsa
innfert ein rekke andre tiltak, som sone inndeling og brakkleggingsperiodar for & redusere
smittepress fra bade lus og sjukdom. Fram til rundt 2011 hadde kjemiske terapeutiske middel
(azametifos, cypermetrin og deltametrin) god effekt 1 badebehandling (Fiskehelserapporten,
2018). Desse avlusingane belasta fisken mindre enn dei ikkje medikamentelle behandlingane
(temperert vatn, spyling, bersting) som vert utfort i dag. Men grunna overdriven bruk sa har
desse middelene mista effekten. Tabell 1 viser endringa i bruk av medikamentelle
behandlingar Arsaka til dei mange avlusingane i &r 2014-2016 er i stor grad darleg
virkningsgrad.

Tabell 1: Oversikt over medikamentelle og ikkje medikamentelle behandlingar fra 2012 —
2018 (Fiskehelserapporten 2018)

Kategori 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Medikamentelle 2249 2185 3477 3269 1941 779 484
behandlingar

Ikkje medikamentelle 136 110 176 185 1174 1673 2017
behandlingar

Sum 2385 2295 3653 3454 3115 2452 2501




Desse middela vart i ein kort periode erstatta av hydrogenperoksid, men dette er sveert hardt
for fisken og miljeet (Burridge et al. 2010), det vart ogsé utvikla resistens mot dette pa fa ar
(Jansen et al. 2016). Samanlikna med desse metodane er rognkjeks eit bra alternativ for &
ivareta velferda til laksen. For & ha best mogleg velferd for laksen sé er det nedvendig med
rensefisk, og rognkjeks er den einaste rensefisken som vert oppdretta i stor skala per dags

dato, sjelv om det er noko oppdrett av bergylt (Labrus Bergylta) (2019).

Dei forste utbrudda av lakselus starta omtrent like fort som oppdrettet starta med sjeanlegg pa
seint 60talet. Dei opne merdane gav lakselusa stor tilgang til vertar, og d& var det ikkje sd
strenge reguleringar pd mengd lus per fisk, det vart gjerne ikkje avlusa for lusa var pa eit
skadeleg niva for fisken. For stor fisk sé skal det vaere hege niva av lakselus for det vert
skadeleg for laksen og i dag er det innfort strenge regelverk pa lusemengd. I seinare &r har
lakselusa vore den desidert storste utfordringa for norsk oppdrettsnaring
(Fiskehelserapporten, 2018). I 2017 vart direkte avlusingskostnadar i norsk lakseoppdrett
stipulert til heile 9kr/kg produsert laks (F. Kalager, T. Hellen, 2018). Dette er direkte
kostnadar og som ikkje har gatt ned siste ra. Enkelte omrader med hegt lusepress far
betydelig storre kostnadar, det er ikkje heilt uvanleg at ein kjem opp i 10-16 avlusingar per
generasjon (Barentswatch.no).Lakselusa et av slimlaget, skinn, blod og underliggande
muskelag til laksen. Dette kan igjen fore til auka mogelegheit for sekundaerinfeksjonar,
nedsett immunsystem og osmotisk stress (Wells et al. 2007; Johansen et al. 2011). Dei mest
alvorlege skadane vert péafert av pre-adult og adulte stadie av lakselusa. Fysiologiske effektar
av lakselusa blir forst oppdaga ved vesentleg hogare niva enn oppdrettsfisken fér, da den forst
er skadeleg med 0.1lus / gram fisk, (HI., 2014). Da lovverket seier at det maksimalt kan vere
0.5 kjennsmodne holus per fisk. Som ein konsekvens av sterkt belastande avlusingar, har

dedelegheits talla stige dei siste ara (SSB, 2018).



1.4. Rognkjeks

1.4.1. Rognkjeks biologi

Rognkjeksen fins naturleg langs heile Norskekysten (Holst, 1993) og i store delar av
Nordatlanteren, fra 80° nord til Portugal heilt i sor. P4 norsk sé vert rognkjeks hannen kalla
rognkall og hoa vert kalla rognkjeks. Hoa vert betydeleg sterre enn hannane, den kan bli opp
mot 10kilo. Rognkjeksen er ein semi-pelagisk art. Den har ein rund kropp, med tjukk hud og
sju rekker beinknutar pa sidene og buken(Eriksen, Durif, & Prozorkevich, 2014). Den har
ogsa ein stor sugekopp mellom brystfinnane pé buken som rognkjeksen nyttar til & feste seg
til tare, stein og skjul i sjgen (Davenport, 1985). Vinterstid star dei ofte djupt, mens dei

vandrar opp pa grunnare vatn for & gyta pa véren.

Gytetida til rognkjeksen er frd mars-juli, noko som variera utifrd temperatur og breiddegrad.
Rognkjekshoa vert kjgnnsmodne ved 3-54rs alder og kan legga rundt ein halvliter rogn, som
tilsvara ca 60 000rognkorn og rogna er ofte lagt i tidevassona. Desse rognkorna vert lagd som
ein klebrig klump som rognkallen beskyttar til dei klekker (Garcia-Mayoral et al. 2016). Dei
nyklekte larvene er 4,5-5mm og larvene manglar symjeblere, men dei utviklar sugeskiva etter
4 dogn. Yngelen bruker ein til to r i tarebeltet, for dei gér over til den pelagiske sona (Moring
& Moring, 1991). Rognkjeksen er aktiv heile aret, og har god appetitt heilt ned mot 3°C
(Ingolfsson & Kristjanson, 2002). Dette gjer den sars godt eigna til bruk i som avlusar i
Norsk oppdrettsnaring.

Rensefisk har vorte nytta som ein biologisk avlusingsmetode lenge, men det er berre sidan
2012 at oppdretts rognkjeks har vore tilgjengeleg (Fiskehelserapporten 2018). Hovudfordelen
med oppdretta rognkjeks er at ein kan ha tilgang til rensefisk store delar av aret, ikkje berre 1
leppefisk sesongen som er fra midten av juli (varierer ut frd gytetida til leppefisken) til
oktober. Dette er i tillegg til at rognkjeksen vert regna som meir temperatur tolerant pa lave
temperaturar samanlikna med anna rensefisk (Fiskehelserapporten, 2018). Enkelte nyttar til
og med rognkjeks som avlusingsmetode, ved a tilsette opp mot 40% innblanding av rognkjeks
ndr lusepresset er blitt hagt. Dette skjer som regel i samband med at rognkjeks produsentane
har overkapasitet og dermed selg den med rabatt. Figur 3 viser ein tydeleg auka i bruk av
rensefisk 1 perioden 2005-2017. 1 & 2017 vart det innfort fangstkvote fiskeriet av leppefisk,
der fiskarane tidlegare berre forhalda seg til fangstsesong. I 2018 var denne pé ca 18millionar

villfanga rensefisk (SSB). Dette medferer at rognkjeksen vert enda meir etterspurd, da



mengda villfanga fisk vart redusert med denne nye reguleringa (SSB). I tillegg til sterkt auka
resistens mot kjemiske avlusingsmiddel og heoge lakseprisar dei siste ara, bidreg det til ein

sterk auke 1 ettersporsel.
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Figur 3:Utvikling i bruk av rensefisk i perioden 1998-2017 i tal 1000, (fiskeridirektoratet
2017)



1.4.2. Oppdrett av rognkjeks og utfordringar

Stersteparten av den oppdretta rognkjeksen kjem per dags dato fré villfanga stamfisk.
Aquagen AS har nyleg starta avlsprogram pa rognkjeks og dei hépar a fa bukt med den hoge
dedelegheita pa rognkjeksen i sjofasen. I tillegg ynskjer dei & auke andelen av rognkjeks som
et lus (Aquagen AS). I oppdrett vert rognkjeks yngel produsert ved a blande rogn og mjelke
fré stamfisken. Befrukta egg treng mellom 270-300 degngrader for dei klekker, ved ein lag
temperatur for 4 unnga deformitetar (helst 6-8°C) . Rognkjeks har som regel ein god
klekkeprosent ( >95%) og ein av dei faktorane som gjer rognkjeks spesielt godt egna til
oppdrett er at dei kan ga rett over pa formulert for (Sintef, 2016). Til tross for dette vel fleire &
gje artemia som startfor, rundt 30 degngrader etter klekking for & betre foropptak og
overleving. Avhengig om klekkeria brukar artemia eller ikkje, s& har dei minste granulatfora

ein partikkelstorrelse pa 150um.

Sortering er sveert viktig av rognkjeks, dé dei er kannibalistisk. Dette er spesielt frd klekking
til dei er 4-5gram. Det er ulik praksis rundt om kring i landet, men dei fleste akterane sorterer
fré fisken er ca 0.2gram og s kvar 2.-3. veka til dei er salgbar ved rundt 20-30gram.
Rognkjeks er oksygensensitiv og kan fa hypoxia allereie ved 80% oksygenmetning
(Jorgensen et al, 2017). Dei er ogsé utsatt for fleire bakterielle sjukdommar og vert vaksinert,
dette skjer manuelt ved at kvar fisk vert injeksjonsvaksinert i eit lite holrom dei har i buken.
Rognkjeks téler ikkje intramuskuler vaksine, feilstikk kan vere fatalt og dette medferer at
vaksineringa vert utfordrande. Minimumssterrelse for stikkvaksine er 8gram, men det er ikkje
uvanleg med ein dyppvaksine for yngel som beskyttar fram til den kan stikkvaksinerast. Det
er vanleg a vaksinere rognkjeksen mot vibriose (Vibrio anguillarum), vintersir (Moritella
viscosa) og atypisk furunkulose (4deromonas salmonicid ) ca 5 veker for utsett i sjo. Amobe
gjelle sjukdom som er forsaka av Paramoeba perurans og kan smitte fra rognkjeks til laks,
det nedvendiggjer overvaking av sjukdom status for utsett i merd. Dadelegheit og problem
som direkte eller indirekte folger handtering av laksen, finneréte, sir og bakterielle
sjukdommar er den sterste velferdsmessige utfordringa til rognkjeks i dag

(Fiskehelserapporten 2018).

For at rognkjeks skal trivast i fangenskap mé den ogsé ha muligheit til & finne skjul i merden.

Det vert vanlegvis nytta kunstig tare av plast eller andre lgysingar som gjer rognkjeksen store
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rolege areal der den stér i skjul for straum og laksen. Denne kunst taren ma haldast rein, nett
som alt anna som er i merden (dedfiskhandteringsutstyr, lys, tauverk, foringsutsyr osb.) Nota
m4 ogsé haldast rein, slik at rognkjeksen i storst mogleg grad beitar pa lakselus, og ikkje pa
diverse naturlege forkjelder (Eliasen et al. 2018). Rognkjeksen nyttar store delar av dagen pa
a beite 1 merden om dei vil ha mat. Dersom dei ikkje skal beite vil dei kvile, anten festa til ei
flat overflata eller «svevande» like under (Powell et al, 2017). Figur 4 viser
gjennomsnittstallene i lus per fisk for heile Norge i perioden 2013-2017. Figuren syner store
manadlege forskjellar i mengda lus desse ara, den viser den tydelege trenden i lusepaslag.
Péslaget aukar 1 juni ettersom sjetemperaturen stig, denne trenden fortsett til
september/oktober. For det gar nedover igjen fra desember mot mai/juni. Dette syner ogsa
viktigheta av oppdretta rognkjeks, spesielt med tanke pa at den kan settast i sjo samtidig som

vérutsettet av laks vert satt ut i mars/april. Sa ein slepp vente pa fangstsesongen for villfanga

rensefisk.
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Figur 4: Gjennomsnittleg manadsvis lusepaslag i perioden 2013-2017 (Lusedata.no)

Arleg produksjon av rognkjeks vil i 2018 havna pé rundt 40 millionar fisk (Kontali analyse
AS), snittprisen pa rognkjeksen er mellom 23kr og 25kr stk, mens snittprisen pa villfanga
rensefisk er pa rundt 13kr (avhengig av art, bergylt ligg pé nerare 30kr stk, Kontali analyse

AS). Ei potensiell utfordring for bruken av rognkjeks er prisen. Men om ein samanlikna med
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prisane knytt til alternative lusebehandlingar vert den ofte akseptert, sjolv om det er store
kostnadar knytt til hald av rognkjeks, i tillegg til innkjop (Kalager, F. Hellen T., 2018). Sjelv
om rognkjeksen er vesentleg dyrare, vert den nytta i sterre grad enn villfisk, mykje pd grunn
av at det er tilgang store delar av ret. Prisen pa rensefisk var forhaldsvis stedig til &r 2008,
omtrent same tid som lakseprisane steig betydeleg og resistensen mot enkelte medikamentelle
avlusingsmiddel. I kostnadskurva bidrar villfanga leppefisk til & dra ned snittet, mens den

oppdretta rognkjeksen drar opp snittet. I figur 5 kan ein sj& den bra utviklinga i prisen pa

rensefisk.
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Figur 5: Kostnadsutvikling for rensefisk i perioden 1998-2016 (fiskeridirektoratet, 2018)

Det er ikkje publisert noko forskingsresultat knytt til ernering og naringskrav til rognkjeks.
Forskinga pa rognkjeks har i all hovudsak dreia seg om bruk av rognkjeks som rensefisk, og
korleis ein skal forbetra rognkjeks som avlusingsverktey. Ettersom ein vil at rognkjeksen skal
ete s& mykje lakselus som mogleg, prover ein & styre dei inn pa dette. Truleg vil ikkje
rognkjeksen kunne leve pa berre lakselus, s& den treng andre neringskjelder i tillegg. Det er
funnet lakselus i abdomen til vill rognkjeks (Ingo6lfsson and Kristjansson, 2002), sa det er ein
del av den naturlige dietten deira. Enkelte gangar kan ein finna opp mot 100 lakselus i ein

enkelt rognkjeks, sa det er tydeleg at nokre rognkjeks synest lus er godt, desse ynskjer ein &
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avle pd (Aquagen AS). I periodar med mykje tilgjengeleg naturleg fode vil rognkjeksen soke
dette, ete mindre lus og mindre formulert for (Eliasen et al. 2018). Mattilsynet krev no at ein
skal fore rognkjeks med for formulert for rognkjeks. Og dette vert gjort med eigne
foringsautomatar. Det er vanlegvis foring eit par timar for dagen, men ettersom rognkjeksen
har tilgang pd mykje naturleg fode i merden (Eliasen et al. 2018) vil den ha tilgang til naring
degnet rundt. Den viste ogsa sterk sesongavhengighet til ulik fode (Eliasen et al. 2018). Den
villfanga leppefisken skal ogsa ha eige for om det vert nytta i tillegg.

Rognkjeksen et ofte det som er lettast tilgjengelig, og varierer dermed naringsinntak stort ut
frd miljo og arstid (Imsland et al. 2015). I forsek har det vist seg at enkelte forstoff som
blaskjellyngel som er tilgjengelig berre delar av dret, vert nytta flittig i dei periodane, sjolv
om ein prover a spyle for 4 halde reine neter for 4 redusere denne forkjelda. I periodar med
svaert mykje zooplankton i sjeen vert avlusingseffekten til rognkjeksen sterkt redusert
(Eliasen et al. 2018). Sé sant sterrelesen pa rognkjeksen og laksen ikkje er jamn, slik at
rognkjeksen vert for liten til 4 ete stort laksefor (>5mm pellet) vil laksefor stort sett heile tida
vere tilgjengelig som forstoff. Men neringssmansetninga i laksefor er mest truleg ikkje
fullgod for rognkjeks, da det tross alt er ein ganske sd ulik art. Laksaforet er svart feitt, og
rognkjeksen kan fa oppsamlingar av feitt i lever (Imsland et al. 2019). Men det vart gjort eit
forsek pa konsekvensane for laksen av at rognkjeksen et laksafor, der fann dei ingen

signifikant pavirkning i forfaktor (Imsland et al 2014c).
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1.5. Endringar i fisk med auka inklusjon av vegetabilske oljer

Rapsolja vart nytta i forseket vart da den er ei av dei vegetabilske oljene med mange
langkjeda feittsyrer, sjolv om dei manglar n-3 PUFA (Mourente & Bell, 2006). Rapsolja har
ei ulik feittsyresamansetning enn fiskeolja (savinor). Dette medforer at rognkjeksen ogsé
trulig vil {4 litt ulik feittsyresamansetning, med forskyving mot C18 feittsyrer og mindre
langkjeda (>20) fleirumetta feittsyrer. I figur 6 kan ein sja den omfattande endringa i n-3
PUFA fr& 2006 — 2015 innhald i filet av norsk oppdrettslaks, som ein konsekvens av den

endra forsamansetninga.

Endring av N-3 PUFA innhold i filet
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Figur 6: Endring i mengde n-3 PUFA i laksefilet fra 2006 til 2015. (Sprague et al. 2016)

Forformuleringa til rognkjeks er noko som er forska svert lite pa. Sé eg tok kontakt med to
store forprodusentar i Noreg for & hoyre kva protein og feittkjelder dei nytta, og det var ulike
svar. Ewos sitt lumpus for inneheld i hovudsak fiskemjol som proteinkjelde, men ogsa litt
soyaproteinkonsentrat. Som feittkjelde nyttar dei mest fiskeolja, men ogsa litt rapsolja og
linolja. Skretting nyttar fiskemjol, akkarmjol og krillmjel som proteinkjelde, og rein fiskeolja
som feittkjelde. Dei nyttar store delar fiskemjel og fiskeolje da dette skjeldan gjer negative
resultat for fisken. Komplett og delvis erstatning av fiskeolja med vegetabilske oljer vil berre
vera mogleg om det er tilstrekkeleg med essensielle feittsyrer i dietten (Nasopoulou C.,
Zabetakis 1. 2012). For ferskvassfisk sa kan behovet til essensielle feittsyrer bli oppfylt av
18:2 n- 6 og 18:3 n — 3 feittsyrene som er & finne i enkelte vegetabilske oljer d& desse artane

kan syntisere 1 storre grad, mens marine fisk i storre grad treng langkjeda n-3 PUFA i dietten

14



for optimal vekst og helse (Watanabe, 1982). For mange artar gar det heilt fint a erstatte heile
eller delar av feittkjelda i foret, konsekvensane kjem forst i form av endra
feittsyresamansetning i filet (Teoh et al. 2016; Mourente et al. 2005; Torstensen et al. 2004).
For tilapia og karpa har hege niva av n-3 i dietten vist seg a redusere vekst (Kanazawa et al.
1980; Ng et al. 2001), dei fann heller ingen fordelar av & ha n-3 i foret til tilapia (Takeuchi et
al. 1983). Tilapia og karpa er herbivore artar, og har d& andre behov enn ein karnivor /
omnivore art som rognkjeks. Forsek med piggvar (Psetta maxima) som vart fora 50%
fiskeolja og 50% soyaolje eller linolja opplevde reduksjon i vekst samanlikna med piggvar
fora 100% fiskeolja (Regost et al. 2003). Piggvar har eit essensielt feittsyrebehov pa 0.6 —
1.3% n-3 PUFA (Turchini et al. 2009). Berggylt (Labrus bergylta) som ogsa er ein art nytta
som rensefisk et naturleg blandt anna krabbe (Carcinus maenas) og blaskjell (Mytilus edulis)
som inneheld heoge niva av langkjeda n-3 PUFA som EPA og DHA i feittet (Naczk et al.
2004; Fernandez et al. 2015). Berggylta vaks bedre ndr den fekk hogt nivd av EPA og DHA i
dietten (Kabeya et al. 2018). I forsek med camelina olja som substitusjon for fiskeolja i
laksesmolt fann dei at det gjekk bra & erstatte 100% av fiskeolja utan & redusere veksten (Ye
et al. 2016). Dei ulike resultata for dei ulike artane viser kor viktig det er at det vert forska pé

naringskrava til rognkjeks, ettersom kunnskapen om krava er lag.
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1.6. Problemstilling

Formalet med studiet var & sja korleis rognkjeks respondera pa ein diett der fiskeolje vart
erstatta i aukande grad med planteolje (rapsolje). Dette vart gjort vet at fiskeolja 1 forseket
vart gradvis erstatta av rapsolja (25%, 50% og 100%) 1 forseksfora, mens kontrollgruppa
gjekk pé 100% fiskeolja. Det er viktig & veta kor mykje fiskeolje ein kan erstatte i dietten utan
a paverke rognkjeksens vekst og helse negativt. Dette vart vurdert utifré 1) vekst, 2)
naringsinnhald, 3) feittsyresamansetning og 4) tarmhistologi. Ein anna gunstig folge av
erstatninga av fiskeolja med ei vegetabilsk kjelde er at det vil auke barekrafta i norsk

akvakulturnaring.
Folgande sporsmal stod sentralt og skal forsekast besvarast.
e Vil veksten til rognkjeksen bli pdverka av auka innhald rapsolje i foret?

e Vil tarmhelsa til rognkjeksen bli paverka ?

e [ kor stor grad vil kjemisk- samt feittsyresamansetninga bli paverka?
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2. Materiale og metode

Forseket inkludert alle prosedyrar og handtering vart utfert i henhald til retningslinjene satt av
forseksdyrutvalget i Norge. Studentar og tilsette knytt til prosjektet har trening og godkjent

sertifikat for start av forsgket.

2.1. Fisk og Kar

Foringsforseket vart utfort ved Merkvedbukta forskningstasjon, og labratorie analysane vart
gjort ved fakultetet for akvakultur og biovitenskap ved Nord Universitetet i Bode. Fisken vart
kjopt av ein lokal rognkjeksoppdrettar, Markvedbukta AS. Fisken vart fordelt i 12 tankar med
tilfeldig fordeling, og det blei gjedd ulike fargekodar for dei ulike diettane som inngjekk i
forseket. Det vart satt ut 215 fisk per kar, totalt 2580 fisk. Forseket gjekk frad 01.09.17 til
27.10.17. Fisken hadde ei startvekt pa ca 4gram, for akklimatiserings perioden pd 2 veker. I
denne perioden vart fisken fora med same for som oppdrettaren hadde brukt pa den (Silk,
Skretting). Proveuttak vart gjort ved veke 0, like for introduksjon av forseksdiettane, ved 3
vekers og ved veke 6. Ved veke 6 (27.10.17) vart forseket avslutta og all fisk avliva med ein
overdose Ms-222 (Tricaine methane sulphonate; Argent Chemical Laboratories, USA;

30g/L). Figur 7 viser karfordelinga gjennom forseket.
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Figur 7: Tilfeldig karplassering, fargekodar indikerer dei ulike diettane; (Bla — kontrolldiett,
Gren — 25% RO diett, Gul — 50% RO diett, Raud — 100% RO diett)

Kara som vart nytta hadde eit volum pa 500liter. Automatforing og oksygentilsetning vart
nytta. Oppdrettsforhalda i kara var lik under heile forseket, vasstemperatur, oksygen, salinitet,
flow, pH og lys var likt. Einaste skilnaden i forseket var foret. For forseket tok til vart fisken
akklimatisert 1 2 veker, med foret den hadde fatt av oppdrettar for enklare overgang. Lyset
vart kontrollert av 4 lampar med 24 timas lys, og skal likna pd det som vert brukt
kommersielt, med dimma lys som lyser mot taket. Flowen var sett til 4001/t. Snittemperaturen
var 8°C. Foringa skjedde 8 gongar for dagen (06.00 — 08.30, 08.30 — 11.00, 11.00 — 13.00,
13.00 - 15.00, 15.00 — 17.00, 17.00 — 19.00, 19.00 — 21.00 and 21.00 — 22.00). Fisken blei
fora til metthet. Einingane fekk dagleg tilsyn, der kara vart flusha og reinsa for overskuddsfor

og feces. Oksygen og temperatur vart malt med ein handholdt OxyGuard.

2.2. Proveuttak
All fisk vart veid etter akklimatiseringsperioden, ved oppstart av forseket, og dette vart utfort
i perioden 11. - 12.09.17. Ferste proveuttak vart utfort 14.09.17 dé 43 fiskar frd kvart kar vart

veid, malt for standard lengde, hegd og breidde. I tillegg vart det avliva 10 fisk, der det vart

tatt provar av visera og lever, desse vart veid for sa & rekne ut HSI og VSI. Av dei 45 fiskane
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vart ogsa nokon fiksert i ei formalinleysing for histologiske analysar og nokon tatt som
heilfisk og frosen ved -40°C for analyse av kjemisk samansetning. Provetakingsrunde to,
omtalt som veke 3, vart utfort 05.10.17. Her vart det tatt provar av 42-43 fisk i kvart kar, det
vart mélt vekt, standard lengde, breidde og hegd. I tillegg vart dei 10 forste fiskane avliva, for
sa 4 ta mélingar av visera og lever, desse vart veid for & finna ut HSI og VSI som for veke 0.
Tarmar vart ogsa fiksert i ei 4% formalinleysing for histologiske analysar. Det vart ogsa tatt
ut heilfisk som vart frosen for proksimal samansetnings analyse. Provetakingsrunde nummer
3, omtalt som veke 6, vart utfert 26.10.17. Her vart det tatt provar av 40 fisk fra kvart kar. Det
vart mélt vekt, standard lengde, breidde og hegd. Det vart tatt ut 15 fisk som vart avliva og
maélt vekt pé visera og lever pa. Det vart ogsa tatt ut heilfisk som vart frosen for proksimal
samansetnings analyse. Dei resterande fiskane vart avliva med ein overdose Ms-222 (Tricaine
methane sulphonate; Argent Chemical Laboratories, USA; 30g/L) og veid dagen etterpa
(27.10.17).

2.3. Forformulering

Diettane i studiet vart det formulert til & veera ISO energetiske og blei produsert av Sparos
Lda, (Olhéo, Portugal). Foret i forseket vart oppbevart i romtemperatur i merke better, men
vart frosen ved lengre tids lagring (mai — sept 2017). Det var ein kontrolldiett med 100%
fiskeolja som feittkjelde, ein diett der 25% av fiskeolja er erstatta med rapsolja (omtala som
25% RO heretter), ein der 50% av fiskeolja er erstatta (omtala som 50% RO heretter) og ein
der 100% av fiskeolja er erstatta med rapsolja (omtala som 100% RO heretter). Kontroll
gruppa 1 forsgket nytta same diett (50% gruppa), som inngjekk i Nimalan N., (2018) forsek,
der denne dietten presterte best (25% erteprotein og 25% soyaprotein og 50% fiskemjol
samanlikna med 100% fiskemjel). Innhaldsbetegninga for dei fire diettane er vist i tabell 2.
For 4 halde likt niva pa dei essensielle aminosyrene vart det tilsett tryptophan, methionin og
taurin 1 erstatningsforet. Histidin vart tilsett i alle diettane i lik mengde. Det vart ogsa tilfort
krillolja i alt foret utanom forseksdietten med 100% rapsolja. Krillolja vert ofte nytta som
attraktant (Kolkovski, 2000). Tabell 3 viser kor stor forskjell det er pa innhaldet av EPA og
DHA i dei ulike forseksdiettane.
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Tabell 2: Forsegksdiett og for ingrediensar

Ingrediensar, % Kontroll OR25 ORS50 OR100

% % % %
Fiskemjol 70 LT (NORVIK) 29.000 29.000 29.000 29.000
CPSP 90 2.500 2.500 2.500 2.500
Krill mjel (Aker Biomarine) 5.000 5.000 5.000 5.000
Soya protein konsentrat (Soycomil) 14.450 14.450 14.450 14.450
erte protein konsentrat 14.450 14.450 14.450 14.450
Kveite gluten 7.000 7.000 7.000 7.000
Kveite mjol 6.950 6.950 6.950 6.950
Pea starch 5.350 5.350 5.350 5.350
Fiskeolja - SAVINOR 7.000 5.277 3.517 0.000
Krill olja 3.050 2.260 1.508 0.000
Raps olja 0.000 2.513 5.025 10.050
Vit & Min Premix PV01 1.000 1.000 1.000 1.000
Lutavit E50 0.050 0.050 0.050 0.050
Soy lecithin - pulver 0.000 0.000 0.000 0.000
Antioxidant pulver (Paramega) 0.200 0.200 0.200 0.200
Sodium propionate 0.100 0.100 0.100 0.100
MCP 0.980 0.980 0.980 0.980
Carophyll Pink 10% - astaxanthin 0.050 0.050 0.050 0.050
Nucleotider (Nucleoforce) 0.500 0.500 0.500 0.500
Kvitleks ekstrakt 0.500 0.500 0.500 0.500
L-Histidine 0.250 0.250 0.250 0.250
L-Tryptophan 0.170 0.170 0.170 0.170
DL-Methionine 0.350 0.350 0.350 0.350
L-Taurine 1.100 1.100 1.100 1.100
Totalt 100.000 100.000 100.000 100.000
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Tabell 3: Samansetning, aminosyreprofil, vitamina, mineralar og feittsyrer i dei ulike

diettane.

Andel av fér Kontroll OR25 OR50 OR100
R&protein 53.85 53.88 53.88 53.88
Rafeitt 13.42 13.41 13.41 13.41
Fiber 0.34 1.02 1.02 1.02
Stivelse 9.25 8.84 8.84 8.84
Oske 11.28 8.24 8.24 8.24
Energi 20.01 20.34 20.34 20.34
Arg 3.46 3.98 3.98 3.98
His 1.40 1.40 1.40 1.40
lle 2.01 2.25 2.25 2.25
Leu 3.85 4.00 4.00 4.00
Lys 3.93 3.94 3.94 3.94
Thr 2.47 2.22 2.22 2.22
Trp 0.55 0.55 0.55 0.55
Val 2.51 2.59 2.59 2.59
Met + Cys 2.27 1.98 1.98 1.98
Phe + Tyr 4.50 4.52 4.52 4.52
Tau 1.18 1.21 1.21 1.21
Total P 1.72 1.43 1.43 1.43
Vit C 1000.00 1000.00 1000.00 1000.00
Vit E 350.00 350.00 350.00 350.00
EPA 1.58 1.30 0.98 0.36
DHA 1.97 1.41 1.08 0.41
EPA+DHA 3.55 2.71 2.06 0.76
Totale fosforlipid 2.63 2.21 1.87 1.19

21



2.4. Biometriske kalkuleringar
Folgande formlar vart nytta for kalkulasjonar av spesifikk vekst rate (SGR), kondisjonsfaktor
(K), Hepatosomatisk indeks (HSI) og vicera somatisk index (VSI).

1) SGR = (e*—1) x 100, der b = (In (V2) —In (V1)) / (12—t1) og V2 = vét vekt slutt (g), V1 =
vét vekt start (g), t2 = siste dag and t1 = start dag.

2) K = (vét vekt / lengde?®) x 100

3) HSI = (lever vat vekt / vat vekt) x 100

4) VSI = (gastrointestinal trakt vt vekt / kropp vat vekt) x 100
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2.5. Histologi

Provane som vart tatt i dette forseket var frad midtarm, fremre tarm og blindsekkar. Det vart
tatt provar frd 9 fisk frd kvar gruppe. Det vart berre undersokt provar fré kontrolldiet gruppa
og 100% substitusjons diett gruppa, i veke 0 og veke 6. Men grunna darlig innfarging
(manuell farging grunna eydelagd fargemaskin) vart antall prevar for slimcelle provane
redusert til 5 provar per gruppe, fra eit utval pa 9. Vevet for histologiprevane vart
umiddelbart etter provetaking fiksert i 10% buffra formalin i minimum 24timar. Etter buffring
vart provane fiksert i parafin voks (Sakkura) i ein «Tissue-Tec Wax-Dispenser WD-4, Kunz
instruments AS, Copenhagen, Denmarky, for dei vart frosne til kutting. Kuttinga vart utfort
med ein «Thermo Scientific cool-cut Microm HM 355s». Tarmprevane vart kutta i Spm
tjukkelse med 50um avstand mellom snitta. Preparatglasa vart individuelt merka, torka i eit
degn, og lagra til montering og farging. Snitta vart montert med Pertex monteringsmiddel
(Chemi-Teknik AS) og 24mm x 36mm objektglas. Det vart tatt 4 eksemplar av kvar prove pa
tre forskjellige dybder. Tre snitt fra kvar preve vart farga med Haematoxylin (Merck KGaA,
Tyskland) og Eosin (Merck KGaA, Tyskland). Og ein preve vart Alacian blue og Periodic
acid-Schiff farga (AB-PAS heretter) der det vart nytta Alcian blue (Merck KGaA, Tyskland),
Schiff’s reagent, (Merck KGaA, Tyskland) og Haematoxylin (Merck KGaA, Tyskland).
Innfarginga av prevane vart gjennomfert med ein «Robot Stainer HMS 760x», men maskina
hadde problem med tilferselen av vatn, sa det vart dirlig vasking mellom fargetrinna.
Preparatglasa var etter hydrering plassert 30 minutt i Alcian blue farge, for den vart oksydert i
10 minutt i periodic syra og deretter schiffs reagent i 20 minutt. Mellom farginga vart prevane

dyppa i vatn. Alcian blue innfarginga hadde ein pH pa 2.5 i forseket.

2.5.1. Mikroskopering og mdling

Preparatglasa vart tatt bilete av med eit mikroskop (Axiosko2, Carl Zeiss, Tyskland) og
kamera (Axiocam HRC, Carl Zeiss, Tyskland) kobla til ei datamaskin med softwaren
AxioVision 4,8 (Carl Zeiss, Tyskland). Dette vart sa behandla pa datamaskin ved hjelp av
programmvara ImagelJ. Preparatglasa farga med AB-PAS vart fotografert med 10x zoom, for
betre detaljar av slimcellene. Haematoxylin og Eosin prevane vart fotografert med 4x zoom

for sterre proveutvalg. Det vart tatt minimum 5 malingar av lengda pa tarmfoldane per
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preparatglas, og 10 malingar av lamina propria per preparatglas, og det var 4 preparatglas per

fisk. Men grunna litt darlige snitt, vart det ikkje alle preparatglasa som var brukande.

2.5.2. Tjukkelse av lamina propria og lengde tarmfold

Lamina propria og tarmlengd vart mélt pa alle provane, og vart farga med Haematoxylin og
Eosin og AB-PAS (desse vart nytta for a fa sterre utvalg). Malingane her vart gjort pa bilete
med 4x forsterring. Tarmveggen vart definert som det muskelholdige ytre lag av tarmen opp
mot det underliggande slimlaget (Figur 8). Malingane vart gjort med programvara ImagelJ og
det vart gjennomfert 10 malingar per prove, i 4 duplikat tilsvarande 40 malingar per fisk.
Malingane av lengda av tarmfoldane vart malt som vist i figur 9, fra starten av tarmfolden til
endes. Det vart gjennomfert 5 mélingar per parallell. Tarmlengda vart malt av tarmar som var

i rett orientering (ikkje snitta pa langs).

Figur 8: Mélingsomrade for maling av Lamina propria
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Figur 9: Méling av lengda tarmfold

2.5.3. Tal og areal av slimceller

Maling av slimcellene krev storre detaljnivé, sa det vart nytta 10x forsterring med tilhgyrande
omkalibrering av ImagelJ. Slimcellene vart telt manuelt med programvara ImageJ, der det vart
avmalt eit areal pa 50 000pum * 10%. Innanfor dette arealet vart tal og sterrelse pa slimcellene
malt og mélingane vart utfert i triplikat pa ulike omrader av proven. Denne prosessen vart
utfort tre gangar per preparatglas pa ulike omrader. Tal slimceller vart korrigert i forhold til
faktisk sterrelse med hjelp av excel, og areal dekka av slimceller vart ogsd utrekna. Snittet for
desse tre malingane vart brukt som grunnlag for dei individuelle mélingane. Mélingsomradet
vart tilfeldig valgt, men vart gjort 1 tilknyting ytre del av ein tarmfold (Fig. 10). Figur 10 viser
eit dome, og er ikkje neyaktig oppmaélt. Ettersom farginga ikkje vart heilt optimal, vart det

ikkje oppdaga noko anna enn bla (syre slimsubstanca) slimceller.
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Figur 10: Illustrasjon av malingsomrdde for slimcelle underseking. Dei raude omrdda har eit

areal pd 50 000pm + 10%, tal malte slimceller er korrigert for faktisk sterrelse.
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2.6. Proksimal samansetning

Pa grunn av fiskens sterrelse vart fisken satt saman i samleprevar, der 6 fiskar utgjorde ein
prove, og det vart tatt 2 samleprovar fra kvart kar. Provane vart homogenisert i 6 ganger i 15
sekundar i ein vanleg kjekkenblender. Det vart tatt fisk ved kvart prevetidspunkt, fisken var
tint i 1 time for homogenisering, og alle prevar vart gjort i duplikat. 10 gram av kvar prove
med det homogeniserte materialet vart fryseterka ved -70°C i 96 timar. Etter veging og
frysing 1 -80°C fryser vart desse provane rehomogenisert i 3x15 sekund med ein magic bullet
mincer (Homeland Housewares, LLC U.S.A) for protein og feittanalyse. Det vart da ogsd tatt
ut 2.0 gram til fukt og oskemaéling.

2.7. Fuktighet og oske

Vekta av ei tom forbrenningskal vart veid og merka, og 2 gram av homogenisert fisk vart malt
opp neyaktig. Fer det vart terka i varmeskap pa 105°C over natta. Fra varmeskapet vart det
flytta til ein dessikator for nedkjeling og deretter vart det veid for & finne ut mengda vatn i
proven. Same prove vart deretter sett i 540°C ovn over natta, ved denne temperaturen brenn

alle makronaeringstoffa opp, og det er hovudsakleg mineral/oske igjen.

Folgande formla for utregning vart nytta:

Fukt (%) = (oppvarma forbrenningskal — tom forbrenningskal) x 100
Start vat vekt av fisk

Oskeinnhold (%) = (Brent forbrenningskal — tom forbrenningskal) x 100

Prove vekt
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2.8. Raprotein

Proteininnhaldet vart funnet ved & bruke Kjeldahl metoden. Den nyttar nitrogeninnhaldet i
provematerialet til & finne proteinmengda. Duplikat 0.5 grams prevar vart tatt av veke 0, veke
3 og veke 6 materialet fra kvart kar. Det vart nytta homogenisert fryseterka materiale 1
provane, som vart rehomogenisert i 3x10 sekund. Pravane vart veid inn i nitrogenfrie
veieskaler og lagt over i1 reagensglas, for det vart tilsett 2 kjeltec tablettar som katalysator og
20ml konsentrert svovelsyre (98%). Dette vart varma opp til 420 grader celsius i 45 minutt pd
ein Kjeldal Digestor Varmeplate (Foss, Tyskland). Dette vart sa nedkjelt til romtemperatur
med avtrekk gjennom filter (vannbad med NaOH). Nér det nadde romtemperatur vart 75ml
destillert vatn tilsett i kvar prove. Reagensroyar vart sé sett i den magasinmata Kjeltec 8420
(Foss, Tyskland) maskina, som automatisk titerer og kalkulerer proteinverdien ut frd

nitrogenmengde, 6.25 vart nytta som omregningsfaktor. Falgande formel vart nytta:

Protein (%) = [(P-B) x M x 14.01 x 6.25 x 100]/[1000g]
Der B er ml saltsyre brukt for blank preve, og P er ml saltsyre brukt i preven. M er molar vekt
av saltsyre. G er gram med prove.

Protein (%) (vat basis) = (Protein % (terrstoff)* terrstoff innhald %) / 100
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2.9. Rafeitt

Feitt vart malt med etyl acetat ekstraksjon. Fré kvart prevepunkt vart 1.0 gram av fryseterka
re-homogenisert heilfisk prove veid inn i veieskip. 20 gram natrium sulfat vart tilsett og miksa
inn. Sa vart 50ml etyl acetat tilsett i glaset, lok vart skrudd pa og glaset rista godt. Deretter
vart det sett 1 SOminutt pé eit miksebord for a sikre at alt feittet vart blanda inn i
loysemiddelet. Sa vart det tatt ut 20ml av loysinga som vart overfort til eit forhandsveid
glasbehaldar. Deretter vart denne glasbehaldaren satt til fordampning i avtrekk over eit
vassbad (kokande vatn) i 20min, for den vart satt i ovnh med 105°C i 15min for restfordamping
og flytta over i desicator for nedkjeling. Vekta vart deretter veid av glasbehaldaren og réfeittet

vart rekna ut med folgande formel:

Feitt 1 % =[10300 x feitt innhald (g)] / [40 — 2.17 X feitt innhald (g) x prevevekt (g)]
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2.10. Feittsyreanalyse

For analysen til feittsyre sd mitte det ekstrakterast feitt. Dette vart gjort med
chloroformekstraksjon. Ferst vart 50mg av homogenisert frysetorka materiale fra 6
fiskssamleprove av heilfisk veid opp i veieskip og overfort til reagensroyr. Det vart tatt 2
samleprovar per gruppe Nar ein batch med 12 reagensroyr var klare sé vart
ekstraksjonsprosessen starta, framgangsmaten er som beskrive av Bligh and Dyer (1959) for
ekstraksjon av lipid og hydrolysen vart utfert etter beskriving av Metcalfe et al.(1966).
Provane vart gjort i duplikat, sa det vart tatt totalt 24 prevar av heilfisk, 2 frd kvar gruppe,
diverre gjekk det tapt ein prove frd veke 0 provane, og eine proven fra veke 6 100%
substitusjonsgruppa, sa desse provane vart ikkje tatt i duplikat, illustrert i tabell med mangel
pa standard feil. I kvart reagensroyr vart det tilfort 0,8ml destillert vatn, 2.0 ml metanol og
1.0ml chloroform med pipette. Dette vart homogenisert med ultralyd, i eit minutt mens
reagensroyret vart avkjoelt i is. For det vart tilfert 1.0 ml chloroform, og homogenisert i
20sekund mens reagensroyret vart hold over is. S& vart det tilsett 1.0 ml destillert vatn, for
alle 12 provane vart sentrifugert i 10minutt pa 4000rpm ved 4°C. Etter sentrifugering vart
0.5ml av det nedre laget som innehaldt feitt og chloroform overfort til kimax glass, sa vart
loysemiddelet fordampa med nitrogengass i ved 40°C i ein Thermo Scientific reacti-therm I
#TS-18822 heating module, Neste steg er hydrolysering, etter fullfert fordamping av
loysemiddelet var det berre feitt igjen i1 kimax glasset, sd starta prosessen for hydrolyse av
lipiden. Det vart tilfort 1.0ml av 0.5M NaOH-metanol i til den terre proven. Det vart satt kork
pa glassa, sd vart dei varma ved 100°C i 15minutt, sd nedkjelt pd is. Deretter vart det tilfort
2.0ml, 12% BF3-metanol, og satt pd kork for s& 4 varme i Sminutt ved 100°C . Deretter vart
det satt pa is for kjeling igjen, og 1.0ml hexane vart tilfert den nedkjelte proven. Det vart sa
varma i eit minutt ved 100°C for ny kjeling. Etter dette vart det tilsett 3.0ml metta loysing
med NacCl i destillert vatn for proven vart rista for hand, og deretter tilsett 1.0ml hexane i 2
omganger med risting av proveglasset mellom omgangane. Nér saltvatnet hadde sige til
bunns, sa vart 0.5ml av hexan laget (det ovste laget) overfort til ein forhandsveid
glassbeholdar. Denne vart s plassert pd ein varmekolbe for fordampning av leysemiddel for
den vart veid pa ei Mettler Toledo UMX2 vekt med 0.1micrograms neyaktighet for & finne
konsentrasjon av feittsyre. Nar provane var ferdig preparert vart alle provane frosne ved -
80°C. Gas kromatografien vart utfert med ein Scion 436-GC (Agilent Technologies, USA) og

referansen som vart nytta som standard var ein (Fame mix2, Absolute standards, Inc., USA).
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Feittsyrene vart malt med topp integrasjon og utrykt som ein prosent av faktisk dekka areal i
forhald til totalt feittsyreareal. Med & bruka programvara Compass CDS Bruker Co-operasjon
chromotaography data system, utvikla av (Scion Industruments, UK). Dataen vart sa

presentert ved hjelp av Microsoft Excel.

2.11. Statistisk analyse

Statistisk analyse vart i hovudsak gjort med Sigmaplot 14. Alle rddata vart testa for
normalitets fordeling med Shapiro Wilk's test. Vidare vart det kjort ein Brown Forsythe

varianselikhetstest.

En einvegs Anova analyse vart brukt for & sja om det var signifikante forskjellar mellom
gruppene. Om det vart oppdaga signifikans (P < 0.05), vart det kjort fleire parvise
samanlikningar for & finne signifikansen mellom dei ulike gruppene med ein Tukey Test.
Dersom normaliteten og homogenitet av variansen ikkje var akseptabelt vart det tatt Kruskal-

Wallis test i staden for Tukey Test.
Histologi dataen der det var to datagrupper (Kontroll og 100% substitusjon) som vart
samanlikna vart det brukt ein tosidig t-test etter normalitetstesting. Dette vart utfort med

Microsoft Excel (2017).

Signifikansniva (o) pa 0.05 vart nytta for alle testar. Grafar, tabellar og gjennomsnitt og

standardavvik vart utarbeida med Microsoft Excel (2017).
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3. Resultat

3.1. Vekt heilfisk

Startvekta til rognkjeksen i forseket var lik, men varierte frd 7.73g+2.13 g —7.86 g+ 2.22¢
(snitt £ SD) mellom diettar ved veke 0 (Fig. 11). Dette auka til 38.79g + 9.06g, 39.77g +
8.40g, 38.89g + 8.65g, 34.27g + 8.60g ved sluttmaling for henholdsvis kontrollgruppa, 25%
RO, 50% RO og 100% RO gruppa. Dette tilsvara ein auke 1 vekt pd nesten 5 gonger gjennom
6 veker. Gruppa med 100% RO hadde signifikant lagare vekt bdde ved veke 3 og 6.

Biometrisk data for alle prevar ligg som vedlegg 1.

Vekt
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kontroll 25% 50% 100 % kontroll 25% 50% 100 % kontroll 25% 50% 100%
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Figur 11 : Heilfisk vekt (gjennomsnitt + SD) av rognkjeks fora med ulike niva av planteolja
(rapsolja). Gul = kontroll, gren = 25% RO, blad = 50% RO og oransje= 100% RO. Ulike
bokstavar i grafen indikerer signifikante forskjellar (P<0.05). N=40/gruppe
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3.2. Standard lengde

Standardlengda til rognkjeksen i forseket varierte fra 4.60cm += 0.44cm —4.69cm + 0.50cm
(snitt = SD) for alle diettar ved veke 0. Dette auka til 8.57 + 0.69cm. 8.64cm + 0.64cm,
8.58cm £ 0.67cm, 8.07cm + 0.78cm ved sluttméaling for henholdsvis kontrollgruppa, 25% RO,
50% RO og 100% RO gruppa (figur 12). Denne auken er ikkje tilsynelatande veldi heg, men
pa grunn av rognkjeksens k-faktor tilsvarar dette ei stor auke. Gruppa med 100% RO hadde

signifikant kortare lengd enn resten av gruppene bade ved veke 3 og veke 6.
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Veke 0 Veke 3 Veke 6
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Figur 12 : Standardlengde i cm (gjennomsnitt = SD) av rognkjeks fora med ulike nivé av
planteolja (rapsolja). Gul = kontroll, gren =25% RO, bld = 50% RO og oransje = 100% RO.,
Ulike bokstavar i grafen indikerer signifikante forskjellar (P<0.05). N=40/gruppe
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3.3. Breidda

Startbreidda til rognkjeksen i forseket varierte frd 2.21cm £ 0.21cm —2.23cm + 0.20cm (snitt
+ SD) for alle diettar ved veke 0. Dette auka til 3.41cm + 0.30cm, 3.34cm £ 0.27cm, 3.47cm
+ 0.34cm, 3.30cm =+ 0.31cm ved sluttmaling for henhaldsvis kontrollgruppa, 25% RO, 50%
RO og 100% RO gruppa (figur 13). Denne auken er ikkje tilsynelatande veldig stor, men pa

grunn av rognkjeksens form tilsvarar det ei ganske stor auke.
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Figur 13 : Breidde i cm (gjennomsnitt = SD) av rognkjeks fora med ulike nivé av planteolja
(rapsolja). Gul = kontroll, gren = 25% RO, blad = 50% RO og oransje = 100% RO., P<0.05.
N=40/gruppe
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3.4. Hogd heilfisk

Hogda til rognkjeksen i forseket var lik ved start og varierte fra 2.41cm + 0.28cm —2.45cm +
0.30cm (snitt + SD) for alle diettar ved veke 0. Dette auka til 4.34cm + 0.41cm, 4.38cm =
0.41cm, 4.38cm + 0.41cm, 4.21cm + 0.44cm ved sluttmaling for henhaldsvis kontrollgruppa,
25% RO, 50% RO og 100% RO gruppa (figur 14). Gruppa med 100% RO var signifikant
kortare enn resten av gruppene bade ved veke 3. Ved veke 6 var det signifikante forskjellar

mellom alle gruppene utanom mellom 25% RO og kontrollgruppa.
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Figur 14 : Hogde i cm (gjennomsnitt + SD) av rognkjeks fora med ulike niva av planteolja
(rapsolja). Gul = kontroll, gren = 25% RO, bld = 50% RO og oransje = 100% RO. N=40,
ulike bokstavar pd grafen, indikerer dei signifikante forskjellar, P<0.05.
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3.5. Kondisjonsfaktor

Kondisjonsfaktoren til rognkjeksen i forseket varierte frd 7.59 £ 0.89 —7.77 = 0.63 (snitt +
SD) for alle diettar ved veke 0. Denne endra seg til 6.10 = 0.62, 6.10 = 0.55, 6.11 £ 0.72, 6.54
+ 1.55 ved sluttméling for henholdsvis kontrollgruppa, 25% RO, 50% RO og 100% RO
gruppa (figur 15). K-faktoren auka ferst etter 3 veker, og 25% RO var pé det hogaste med
8.47 £ 0.84 for den droppa til 6.10 £ 0.55 ved veke 6.

Kondisjonsfaktor
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Figur 15 : K-faktor (gjennomsnitt = SD) av rognkjeks fora med ulike nivé av planteolja
(rapsolja). Gul = kontroll, gren = 25% RO, bld = 50% RO og oransje = 100% RO. N=40,
ulike bokstavar pd grafen, indikerer dei signifikante forskjellar, P<0.05.
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3.6. % Dagleg tilvekst

Vekstraten i prosent dagleg tilvekst (heretter — SGR) til rognkjeksen i forsgket varierte fra
3.80% £ 0.63% —4.33% =+ 0.15% (snitt + SD) for alle diettar ved veke 3. Denne endra seg til
3.31% £ 0.14%, 3.39% = 0.20%, 3.38% + 0.20%, 3.29% =+ 0.17% ved sluttmaling for
henholdsvis kontrollgruppa, 25% RO, 50% RO og 100% RO gruppa (figur 16). Vekstraten til
rognkjeksen gjekk ned utover i prosjektet, som er forventa etterkvart som fisken vert storre.
Dei forste 3 vekene sa kan ein sjé ein redusert SGR for 100% dietten, men standardavviket er
og stort ettersom det var stor spreiing i vekta pad dei 3 triplikatane. I veke 0-6 er det jamnare

vekstrate.

% dagleg tilvekst
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Spesifikk vekstrate (%/dag)

Figur 16 : SGR i % tilvekst per dag (gjennomsnitt = SD) av rognkjeks fora med ulike nivé av
planteolja (rapsolja). Gul = kontroll, gren =25% RO, bld = 50% RO og oransje = 100% RO.
N=3/gruppe , P<0.05
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3.7. VSI indeks

Den visera somatiske indeksen til rognkjeksen i forsgket varierte fra 15.11% + 1.19% —
15.59% =+ 1.38% (snitt = SD) for alle diettar ved veke 0. Denne endra seg til 14.19% =+ 1.15%,
14.06% + 1.59%, 14.18% =+ 1.75%, 14.53% + 1.36% ved sluttméling for henholdsvis
kontrollgruppa, 25% RO, 50% RO og 100% RO gruppa (figur 17). VSI holdt seg relativt

uendra gjennom heile forseket.
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Figur 17 : Visera somatisk indeks (gjennomsnitt £ SD) av rognkjeks fora med ulike niva av
planteolja (rapsolja). Gul = kontroll, gren =25% RO, bld = 50% RO og oransje = 100% RO.
N=10, P<0.05.
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3.8. Hepatosomatisk indeks

Den hepatosomatiske indeksen til rognkjeksen i forseket varierte fra 2.35% £+ 0.45% — 2.52%
+ 0.38% (snitt + SD) for alle diettar ved veke 0. Denne endra seg til 2.24% + 0.39%, 2.31% =+
0.32%, 2.27% £ 0.35%, 2.54% + 0.34% ved sluttméling for henholdsvis kontrollgruppa, 25%
RO, 50% RO og 100% RO gruppa (figur 18). HSI for alle grupper vart redusert ved veke 3 i
forhold til veke 0, det auka sa litt igjen for veke 6. Det var signifikant hegare HSI for 100%
RO gruppa i veke 6 enn dei tre andre gruppene i veke 6.

Hepatosomatisk indeks
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Veke 0 Veke 3 Veke 6
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Figur 18 : hepatosomatisk indeks (gjennomsnitt £ SD) av rognkjeks fora med ulike niva av
planteolja (rapsolja). Gul = kontroll, gren =25% RO, bld = 50% RO og oransje = 100% RO.
N=10, ulike bokstavar pé grafen, indikerer dei signifikante forskjellar, P<0.05.
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3.9. Tjukkelse lamina propria og lengde tarmfold

Tjukkelse pa lamina propria ved midttarmen, framre tarm og blindsekkane til rognkjeksen i
forseket varierte ved dei forskjellige omrada, men ikkje signifikant (Tabell 4). Midttarmen var
164.76pum £ 52.29um og 171.56um + 46.57um for henholdsvis kontroll og 100% gruppa
(snitt £ SD). Fremre tarm varierte fra 147.20pum +27.66um og 135.85um + 34.25um for
henholdsvis kontroll og 100% gruppa (snitt + SD). Blindsekkane varierte frd 67.80um *
16.50pm og 65.80um + 14.63um for henholdsvis kontroll og 100% gruppa (snitt + SD).
Lengda pa tarmfoldene for midttarmen, fremre tarm og blindsekkane var lik innan dei ulike
tarmsegmenta etter foring (Tabell 4). For midttarmen var verdiane henholdsvis 484.39um +
95.16pm og 470.82um + 97.35um for kontroll og 100% gruppa (snitt + SD). Proksimal tarm
varierte frd 502.22um + 73.47um og 488.31um + 142.54pum for henholdsvis kontroll og
100% gruppa (snitt + SD). Blindsekkane varierte frd 327.1um + 84.93um og 298.58um +
64.53um for henholdsvis kontroll og 100% gruppa (snitt = SD).

Tabell 4: Viser tjukkelsen av lamina propria som vart definert som det muskelholdige ytre lag
av tarmen opp mot det underliggande slimlaget. Lengda pé tarmfoldar vart definert fra

overgangen av lamina propria til enden av tarmfolden malt i mikrometer = SD.

Kontroll 100 % Raps P - verdi

Lamina propria

Pylorus Caeca 67.1um + 16.5um 65.8um + 14.6um 0.71

Fremre tarm 1472 pm £27.6 ym  135.8um £ 34.3um 0.17

Midttarm 164.8um = 523um  171.5pum +46.5um 0.57
Tarmfold lengde

Pylorus Caeca 327.1pm £ 84.9um  298.6um + 64.4um 0.15

Fremre tarm 502.2um £+ 73.5um  488.3um + 142.5um 0.74

Midtarm 493.4um +94.3um  470.8um £ 97.3um 0.59
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3.10. Maling av slimceller

Malingane av slimceller i dei ulike veva varierte tarmsegmenta imellom, der det var helst
feerre slimceller lengst framme 1 pylorus caeca, kor talet slimceller auka gradvis lengre
bakover i tarmen. Det var ikkje nokon verdiar med signifikant P-verdi (p < 0.05), men som

ein kan sja i tabell 5 er det tendensar til lagare verdiar for 100% rapsolje dietten.

Tabell 5: Méling av slimceller i pylorus caeca, fremre tarm og midttarm, kontrollgruppa og
100% rapsoljegruppa. Méling i prosent dekka av slimceller, tal slimceller per 50 000 um?

omréde, og snittsterrelse pa slimeeller i pm?.

Miling Kontroll 100% Raps P-verdi
Pylorus caeca- N=25

Slimceller i % 1.60% + 0.73% 1.43% + 0.53% 0.14

Tal slimceller 11.54 +£3.34 10.19 +2.03 0.13

Sterrelse 81.81um? £ 27.08um?> 79.70um? + 28.73um? 0.20
Fremre tarm — N =5

Slimceller i % 2.81% =+ 1.06% 2.20% + 0.78% 0.15

Tal slimceller 18.60 + 6.85 16.17 £5.67 0.36

Sterrelse 85.39um? £ 30.9um?  77.38um? £ 31.0um? 0.14
Midttarm — N =5

Slimceller i % 2.61% = 1.04% 2.28% + 0.75% 0.09

Tal slimceller 18.87 +£7.22 19.72 + 6.48 0.14

Sterrelse 75.03um? +£22.01um?  64.83um? + 23.45um? 0.23
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3.11. Proksimal samansetning

Tabell 6 viser heilfisk gjennomsnitts verdiar + SD, det er verdiar for terrstoff, veskeinnhald,

rdprotein, rafeitt og oske.

Torrstoff (gjennomsnitt + SD) innhald var i omradet 12.83 £ 0.13 til 13.13 £0.17 ved veke 0.
Det var ikkje store endringar til veke 3, men ved veke 6 vart det auka terrstoff for
kontrollgruppa, 25% RO og 50% RO, dietten med 100% RO hadde lagare torrstoff verdi enn
dei andre (P =<0.001, Tabell 6). Tukey Test gav ein signifikans pa P<0.001 for 100% vs.
kontroll, P = 0.006 for 100% vs. 50%, og P = 0.023 for 100% vs. 25%.

Vassinnhaldet i gjekk ned i forseket, som i terrstoffet s& var endringa sterst fra veke 3 til veke
6. Her var ogsa 100% erstatningsdietten den med sterst avvik, og (tabell 6, P=-<0.001) Tukey
Test gav ein signifikans pad P < 0.001 for 100% vs. kontroll, P = 0.006 for 100% RO vs. 50%
RO, og P =0.023 for 100% RO vs. 25% RO.

Dei forste tre vekene av forseket gjekk rprotein verdiane ned for samtlege grupper. For det
steig til forbi startverdiane ved veke 6, dette gjaldt alle diettane utanom den med fullstendig
substitusjon av fiskeolja. (P =< 0.001, Tabell 6). Som for dei foregdande parametera var det
berre signifikant forskjell (P < 0.05) i veke 6, mellom 100% RO og dei tre andre diettane.
Tukey Test gav ein signifikans pa P<0.001 for 100% RO vs. kontroll, P = 0.010 for 25% RO
vs. 100% RO, og P = 0.013 for 100% RO vs. 50% RO.

Réfeitt hadde ingen signifikante ulikheitar, men det var ldge P-verdiar pa alle tre
maélingsperiodane sjolv om dei ikkje var under 0.05. Det var aukande feittmengde for alle
gruppene utover i perioden, det gjekk fra eit snitt for alle grupper pa 1.92% £ 0.03% i veke 0,
2.10% £ 0.04% 1 veke 3 og til 2.61% + 0.06% 1 veke 6. Krafta til ANOVA testen var under

onska niva, dette medferer at P-verdien ma tolkast forsiktig.

Oskeinnholdet i fisken gjekk opp fra veke O til veke 3, for sé a gé litt ned igjen til veke 6. I
veke 0 var det 1.51% £ 0.06% det gjekk opp til 1.63% + 0.02% i veke 3, for sd & g ned til
1.52% £ 0.02%, som eit snitt for alle gruppene. Tukey test fann signifikant forskjell pa 25%
RO gruppa mot 50% RO gruppa P = 0.045.
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Tabell 6: Proksimal samansetning av heilfisk rognkjeks (gjennomsnitt + SD) fora diettar med
ulik feittkjelde. N = 6. Om det er bokstavar indikerer dei signifikant forskjell, P < 0.05. Ulike

bokstavar indikerer ulike statistiske testar.

Parameter Tidspunkt Erstatta feitt innhald 1 %
p

Veke Kontroll 25% RO 50% RO 100% RO P-verdi
Teorrstoff (%) 0 12.89 +0.08 12.83 £0.13 12.92 £0.17 13.14 £0.17 0.457

3 12.84 +£0.07 12.96 +0.10 12.86 + 0.06 12.72 +0.09 0.226

6 13.84+0.11a 13.65+0.17a 13.73 £ 0.22a 13.27 £ 0.28b P =<0.001
Vassinnhald 0 87.11 £0.08 87.17+0.13 87.08 £0.17 86.86 £0.17 0.457
(%) 3 87.16 £ 0.07 87.03 +£0.09 87.14 £ 0.06 87.28 £0.09 0.226

6 86.15+0.05a 86.35+0.07a 86.27 +0.09a 86.73+£0.11b P =<0.001
Réiprotein 0 8.33+0.06 8.30+0.08 8.33+0.11 8.54+0.13 0.36
(%) av vat 3 8.14 +£0.06 8.18 £0.05 8.12+0.05 7.96 + 0.04 0.064

6 8.70 £ 0.05a 8.50+0.07a 8.48 +0.07a 8.17+0.07b P =<0.001
prove
Raéfeitt (%) 0 1.92+0.04 1.90+0.04 1.88+0.03 2.00+£0.03 0.085
av vitprove 3 208+0.02 2184006 211002  2.01+0.04 0.067

6 2.56 +£0.10 2.57+£0.12 2.75+£0.06 2.55+0.26 0.121
Oskeinnhald 0 1.61 +0.04 1.50+0.09 1.49 +0.05 1.45+0.05 0.35
(%) av vat 3 1.64+0.10 1.61 +0.06 1.65+0.02 1.64+0.03 0.558

6 1.53+0.02a 1.55+0.03a 1.45+0.03b 1.54 £0.02a P =<0.001

prove
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3.12. Feittsyresamansetning

Feittsyresamansetninga i dei ulike diettane 1 forforseket er illustrert i tabell 7. Ettersom det er
tatt to prevar per gruppe (samleprovar) er det ikkje kjort nokon statiske testar for & finne
signifikans, da desse ville vore usikre. Men det er tydelege endringar der mengda n-3 feittsyre
gér ned med aukande inklusjon av rapsolja, det skjer samtidig som mengda n-6 og einumetta
feittsyrer gdr opp. Ved veke 6 ser ein ei endring i n-6 feittsyrer som gar fré 21.5% med 100%
rapsolje til 10.6% med kontrolldietten bestdande av 100% fiskeolja. N-3 innhaldet gjekk fra
8% - 26% pé same tida. EPA innhaldet i feittet gjekk fra 10.7% for kontrollfisken i veke 6 til
3.4% for fisken pa 100% RO diett. Endringa i DHA var tilsvarande, rognkjeksen pé
kontrolldiett hadde 13% DHA i veke 6, mens 100% RO dietten berre hadde 4.6%. Endringa
var mindre ved veke 3. Sterste endringa som skjer er 1 forhaldet n3/n6 feittsyrer, det gar frd
2.46 —0.37, endringa vert sd stor ettersom det vert mindre n-3 samtidig som n-6 innhaldet

stig.
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Tabell 7: Feittsyresamansetning i heilfisk, gjennomsnitt + SD

C14:0
C16:0
C18:0
C19:0
C22:0
Sum metta
Cl6:1
C18:1n-9
C18:1n-11
C20:1n-9
Sum einumetta
C18:2n-6
C22:4n-6
Sum n-6
C20:3n-3
C20:5n-3
C22:5n-3
C22:6n-3
Sum n-3

N-3 /N-6

Veke 0 Veke 3 Veke 3 Veke 3 Veke 3 Veke 6 Veke 6 Veke 6 Veke 6
Samla Kontroll 25% RO 50% RO 100% RO Kontroll 25% RO 50% RO 100% RO
3.07£0.06 3.7+£0.02 3.4+0.06 2.7+£0.01 1.7+£0.02 3.9+£0.02 3.2+0.03 2.5+0.05 1.28
15.6 £0.38 16.7+0.19 15.7+£0.2 13.4+£0.07 10.4 £ 0.04 16.0+£0.1 14.1 £ 0.06 12.4+0.2 8.99
4.8+£0.05 5.0+ 0.09 4.7+0.07 4.4+0.05 3.7+£0.07 4.5+£0.04 4.3+0.04 4.0+0.13 3.45
2.12+0.06 1.9+0.0 2.7+£0.0 3.4+£0.0 5.0£0.0 1.9+£0.01 3.0+£0.05 3.96 5.53
1.7+£0.02 0.7£0.1 1.1£0.02 0 1.9+£0.0 1.5+£0.02 1.2 +£0.02 0

25.6+0.9 29.0+1.9 271+1.7 25.1+14 20.8+1.2 28.2+1.8 26.2+1.5 24.1+1.3 193+ 1.1
44+0.1 5.2+0.03 4.54+0.08 3.5+ 0.01 2.2+0.01 5.0+ 0.03 4.1+£0.04 3.1+£0.05 1.64
5.2+0.03 5.6 +£0.05 5.3+£0.09 5.1+£0.01 4.4+0.02 5.3+0.03 4.9+0.04 4.6 £0.05 4.15
20.6 £0.11 21.2+0.1 25.7+£0.17 32.3+0.03 39.4+0.06 19.9+£0.01 26.8 £0.1 34110.2 43.63
1.5+0.03 2.5+£0.03 2.1+0.3 2.1+£0.0 1.8+0.2 2.8+£0.01 2.5+£0.01 2.3+0.03 1.77
31.8+1.2 34.6+2.7 37.6+ 3.6 42.9+4.7 47.8%+6.0 33.0+2.6 38.4+3.7 44.1+5.0 51.2+6.7
14.2+0.3 11.8+0.01 149 +0.1 16.0 £ 0.03 20.6 £0.2 10.6 £ 0.07 13.7+£0.02 16.1 £0.07 21.48
0.2+ 0.04 0 0 0 0 0 0 0 0
14.6 £ 4.0 11.8+3.4 149+ 4.3 16.0+ 4.6 20.6 £5.9 10.6 £ 3.0 13.7+3.9 16.1+ 4.6 21.5+6.2
1.1+£04 1.1+£0.7 0 0 0 1.0£0.01 0 0 0
10.1+£0.2 9.6 +0.01 8.7+0.17 6.6 +0.07 4.6 £0.02 10.7+£0.0 8.6 £0.07 6.4+0.12 3.43
1.4+£03 1.2+£0.01 0 0 0 1.3+£0.01 1.0+ 0.0 0.8+£0.0 0
13.8+0.3 11.4+0.17 10.2+£0.2 8.2+ 0.06 6.1+0.07 13.0+£0.16 10.3 £0.04 7.7+0.23 4.6
26.3+2.0 22.7+1.8 189+ 1.8 14.71+ 1.4 10.8+ 1.0 26.0+2.0 20.0+1.7 14.9+1.3 8.0+0.8
1.83 +£0.02 1.92+0.13 1.27+0.00 0.92 +0.00 0.52+0.03 2.46+0.01 1.4510.00 0.92 +0.02 0.37
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4. Diskusjon

Erstatning av foringrediensar er ikkje ein ny strategi. P4 grunn av den begrensa mengda og
prisen pa fiskemjol og fiskeolje har ein erstatta store delar av dei marine ravarene i fiskefor til
ulike artar (Gatlin et al. 2007; Hardy, 2010). I takt med denne utviklinga er det gjort mange
studiar pé slik erstatning. Diverre er det ikkje gjort utstrakt forskning pa ernzering i rognkjeks,
dé mesteparten av forskninga har vore retta mot rognkjeks som avlusingsmiddel. Difor vert
resultata i forseket forsekt diskutert opp mot anna relevant litteratur. Rapsolje er ein av dei
mest tilgjengelege vegetabilske oljene, med ein drleg produksjon pa 25 millionar tonn, mot
omtrent 1 million tonn fiskeolje drleg (FAO, 2018). Rapsolja har moderat niva av omega n-6
feittsyrer og det inneheld ALA (Bell et al. 2003), som gjer den godt egna til delvis
substitusjon i fiskefor (Bell et al. 2003).

4.1. Vekst

Veksten i forsgket vart var god for alle gruppene, sjolv om den var noko lagare for gruppa
som fekk 100% RO allereie 3 veker inn i forseket (P < 0.05). I forseket hadde rognkjeksen
som fekk bade 25% RO og 50% RO god tilvekst, mens fisken som fekk 100% RO hadde
signifikant l4gare vekt samanlikna med kontrollgruppa (34.27gram vs 38.79gram ved veke 6).
Dette er i trdd med Hixons et al. (2014) sitt forsek der torsk (Gadus morhua) fekk signifikant
lagare vekt ndr den vart fora 100% vegetabilsk olja. I sama forseket av Hixons et al. (2014)
var det to laksefiskar (atlanterhavslaks og regnbogeaure) desse artane har hegare lipid
utnyttingskapasitet enn mager fisk td. torsk og rognkjeks som har ikkje sama evna til & ta opp
lipid (Turchini et al. 2009). Ettersom mengda for forbrukt ikkje er overvéka i forseket, kan det
ha vore darlegare smakelighet pd foret med 100% rapsolja. I eit forsek pa smakelighet av
Geurden et al. (2005) fann dei at regnbogeaure kan smaka forskjell pd for med ulik feittkjelde,
og den foretrakk for med fiskolja framfor for med rapsolja, soyaolja og linolja i den

rekkefolga.
Vekstraten i forsgket gjekk ned utover i forseket, og det var lagare SGR for 100%

substitusjons rapsolje dietten, men den var ikkje signifikant. Det er ikkje uvanleg at SGR gér

ned etterkvart som fisken veks, Nytro et al. (2014) fann og at vekstraten pa rognkjeks gar ned
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med aukande storrelse. Nytro et al. (2014) observerte ein vekstrate pa 3% ved 7°C og
20grams fisk, som er samanliknbart med véart forsek. Forsgket vart har vist at rognkjeksen
voks frd ei startvekt pd 7.79g 1 snitt for gruppene til 37.95g pa berre 6 veker, med dagleg
tilvekst pd 3-4%. Det tilsvara nesten ei femdobling pa 6 veker. I eit forsek av Morken et al.
(2016) der dei testa ulike energiniva i rognkjeks diett, fant dei at fisken voks fra 1.7g til 18.9g
pa 56 dagar. Dette tilsvarar ein 11 gongars auke i vekta, dette viser at rognkjeksen kan vokse

svert godt.

I forsek pé laks og regnbogeaure har dei finne at metta feittsyrer reduserer fordeyeligheten til
feitt, sers ved 14ge temperaturar, sa inklusjonen av vegetabilsk olja ferer til auka
fordayelighet og tilhgyrande bedre vekst (Caballero et al. 2002), dette er i kontrast til resultata
1 forseket vart. Feitt har generelt hog fordeyeligheit hos fisk >90% (Hertrampf & Piedad-
Pascual, 2000). Lengda pa feittkjeda har innvirkning, mengda og plasseringa av forste
dobbeltbinding paverkar og forsdeyelegheiten, der n-3 feittsyrer vert absorbert fort (Francis et
al. 2007). Sjelv med forhaldsvis heg fordeyeligheit fra alle feittsyrer opplevde Francis et al.
(2007), at ei gruppe murraytorsk fekk dérlegare tilvekst nér dei fekk for med miksa oljekjelde.
Dette skjedde truleg fordi bade protein og feittfordeyeligheiten gjekk marginalt ned <10%.
Dette vert underbygd av forseket til (Montero et al. 2005) der 60% substitusjon av fiskeolja
med rapsolja forte til lagare vekst for europeisk havabbor (Dicentrarchus labrax). Opp til
80% oljesubstitusjon i dorade (Sparus aurata) forte til sterkt redusert vekst, badde med tanke
pa vektauke og SGR (Izquierdo et al. 2005). Enkelte artar som ernefisk (Argyrosomus regius)
kan ein erstatta 80% av fiskeolja med vegetabilsk olje (soyaolje) utan & paverke vekst (Emre
et al. 2015), mens cobia (cobia Rachycentron) som er ein annan marin fisk tilte opp til 67%
inklusjon av vegetabilsk olje utan negative konsekvensar. For havkaruss (Sparus aurata) er
det vist at ein berre kan erstatte 48% av fiskeolja i utan negative konsekvensar (Martinez-

Llorens et al. 2007).

Rognkjeksen som fekk 100% rapsolja fekk signifikant hegare (P<0.001) hepatosomatisk
indeks enn fisken som hadde fétt opp til 50% RO i foret. Bowyer et al. 2012 fekk ogsé

tilsvarande resultat pa yellowtail kingfish (Seriola lalandi) fora canola olja. Auka levervekt er
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teikn pa feittakkumulering i levera, som kan vere knytt til auka lipid peroksidase, nedsett
lever funksjon, dérlig naeringsopptak og nekrose (Craig et al. 1999, Tucker et al. 1997).
Feittsyresamansetninga i dietten har sterk samanheng med utvikling av enzym som er viktige
for lipid metabolismen i fisk. Difor vert det viktig med eit balansert forhald av n-3/n-6. Eit av
tegna pa feil feittsyrebalanse er auka lipid deponering i levera (Takeuchi et al. 1979). Endring
1 lipid metabolismen i gruppa med 100% rapsolja kan vera ein mulig forklaring pa forsterra

lever.

Rognkjeks har hag k-faktor, rundt 8 mot laksens 1-1.3. Imsland et al. (2018) har dokumentert
ein kondisjonsfaktor pd rundt 4, som er vesentleg ldgare enn me fekk i vart forsek, men i
forseket til Imsland et al. (2018) var fisken storre (125gram startvekt), noko som truleg ogsé
er forklaringa pa lgare k-faktor. I forseket vart fann me signifikante endringar i k-faktoren, i
motsetning til Mozanzadeh et al. (2016) som hadde eit forsek med oljesubstitusjon pé sobaity
havabbor, der fann dei at 100% canola olje substitusjon ikkje paverka K-faktoren. I forseket
vért fann me eit litt tvetydig resultat pd K-faktoren i veke 3, da den var signifikant hegare for
25% RO (P=0.015). I veke 6 derimot K-faktoren signifikant hegare for 100% RO samanlikna
med kontroll og 25% RO (P<0.001). Ein ber vurdere 1 kor stor grad vanleg K-faktor etter
standard formel er rett & bruke pd rognkjeks, da fisken har ein noko spesiell og avvikande

kropsfason, samanlikna med andre kommersielle artar.

4.2. Proksimal samansetning

Proksimal heilfisk samansetnings analyse er brukt for a finne vassinnhald, protein, feitt og
oskeinnhold i fisken. Det er ogsa ein god mate & finne fysiologiske forhald og helsestatus pa
fisken (Saliu, Joy & Catherine, 2007). Det er ogsé eit godt utgangspunkt for & behova for
fisken (Silva and Chamul, 2000). Det er ogsé viktig for & veta kor mykje ein kan erstatte
forrdvarer utan 4 endre den kjemiske samansetninga til fisken, som igjen vil indikere ei
helsepéverkning (Saliu, Joy, & Catherine, 2007). Lipid er ein svert viktig del av dietten til
rognkjeksen, det er bade kjelda til energi, i tillegg til at det er nedvendig for fysiologiske
fuksjonar som membranfluiditet, prostaglandin precursora, feittlayselige vitamina, caratenoid
pigment og hormon (Robaina & Izquierdo, 1995). Alle diettane 1 dette forseket var iso-

lipidisk, men samansetninga av feittsyrer var ulik grunna substitusjon.
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Proteininnhaldet i forseket vart lagare i gruppa som hadde fitt 100% rapsolja i dietten. I
(Yildiz et al. 2018) sitt forsek med regnbogeaure (Oncorhynchus mykiss) vart det observert eit
hegare innhald av protein i fiskegruppa som hadde fatt canola olje, dette er i sterk kontrast til
observasjonen i forseket vart. I same forseket vart sluttvekta til regnbogeauren signifikant
lagare enn fisken som hadde fitt fiskeolja, dette kan medverka til hegare proteininnhald. Som
ein konsekvens av redusert proteininnhald vil terrstoffinnhaldet bli redusert med tilsvarande
for same gruppa, det var signifikant 14gare torrstoff niva for rognkjeksen som fekk 100%

rapsolja.

Enkelte feittsyrer vert lettare tatt opp og nytta til energi enn andre. Regnbogeaure bruker helst
n-6 PUFA til energi om det er tilgjengeleg, for & redusera katabolismen av n-3 PUFA (Francis
et al. 2014). Mens i forsgket til Hixson et al. (2014) viste dei at torsk (Gadus morhua)
oksiderte mesteparten av n-3 PUFAen i form av ALA (18:3n-3). Om dette kan overferast til
rognkjeks, sa vil ein 50% substitusjon med vegetabilsk olja kunne vaere sveart gunstig. Da det
vil ha ein sparande effekt pa forbruket av langkjeda n-3 PUFA feittsyrer. Men dersom ein ser

pa tabell 7 sa ser ein at innhaldet n-3 feittsyrer vert strekt redusert i 50% RO dietten ogsa.

I eit forsek med bruk av camelina olje i staden for fiskeolje 1 for til atlantisk laks,
regnbogeaure og atlanterhavstorsk av Hixson et al. (2014), fann dei at regnbogeauren og
atlanterhavslaksen hadde muligheit til & syntisera EPA + DHA fr4 ALA i camelina olja i
storre grad enn torsken. Laksen og regnbogeauren hadde evne til & elongera henhaldsvis 25%
og 23% av deira langkjeda n-3 PUFA behov, mens torsk berre klarte & syntisera 6% av
behovet sitt frd 18:3 n-3 (ALA) som ein finn i camelina olja, truleg fordi torsk er ein karnivor
marin fisk med sterre muligheit for & fa n-3 PUFA direkte i dietten. Tilsvarande kan truleg
rognkjeksen heller ikkje syntisera store mengder EPA og DHA fré mindre feittsyrer . Basert
pa evolusjon og tilpassing til miljeet har ulike artar ulike muligheiter og enzym for desaturase
og elongase av feittsyrer (Francis et al. 2014). Fisk som europeisk havabbor (Dicentrarchus
labrax) har svert lav rate med feittsyrekonvertering da den har lite av enzyma knytt til
elongase og desaturase (D-6 desaturase og D-5 desaturase). Dette gjer at den treng eit hogt

nivé av n-3 HUFA 1 dietten for & nd behovet av essensielle feittsyrer (Mourente et al. 2005).

Kontrolldietten i forseket vart hadde eit innhald av 3.55% EPA + DHA, mens 100% RO
hadde 0.76% EPA + DHA 1 foret. 100% RO innhaldet tilsvarar berre 21% av innhaldet i
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kontrolldietten. Reduksjonen av EPA og DHA i dietten var dermed sterre enn reduksjonen i
fisken, da fisken som hadde fatt 100% RO 1 foret innehaldt 31% av EPA + DHAen
kontrollfisken inneholdt. Denne endringa er sterre enn endringa Mozanzadeh et al. (2016)
fekk i forseket sitt med foring av sobaity seabream (Sparidentex hasta) der det berre var ei
halvering i mengda EPA + DHA feittsyrer etter 8 veker 100% fiskeolje substitusjon. I Yilmaz
et al. (2016) sitt forsek med havabbor var det derimot enda sterre endring, der gjekk n — 3
langkjeda-PUFA fra 28.2% av total feitt med 100% fiskeolja, til 5.4% av totalt feitt med
rapsolja som feittkjelde, dette understrekar kor darlege muligheiter havabboren har til
desaturase og elongase. Feittsyresamansetningen i fisken viste seg & vera eit tydeleg resultat
av samansetningen i foret. All n - 3 PUFA i 100% rapsolje dietten kom fré fiskemjolet i foret.
Rapsolja inneheld mykje 18:1 n- 11 og 18:2 n — 6. Den nordlige fiskeolja som vart nytta har
eit hogt innhald av 22:1 og 20:1 feittsyrer, og helst ldge n — 3 PUFA samanlikna med sardin

og ansjosolja (Torstensen et al. 2004).

Feittsyresamansetninga i rognkjeksen vart tydelig endra i forseket, og fleirumetta feittsyrer
som EPA og DHA vart tydelig endra av dietten. Dette er som forventa, dd DHA + EPA nivéet
1 100% RO er lavt. Rognkjeksen sitt krav til essensielle feittsyrer er ikkje kjent, men forseket
kan indikere at dei er hogare enn det som folger med i fiskemjolet, da det var einaste kjelda til
langkjeda n — 3 PUFA feittsyrer for 100% RO gruppa. Ettersom det berre var 50% fiskemjol i
diettane, og fiskemjolet inneheld maksimum 13% feitt (Norsildmel AS) var ikkje dette ei stor
kjelde. For blant anna malla har det vist seg & vere tilstrekkeleg med fiskemjol som kjelde til
essensielle feittsyrer (Yingst and Stickney, 1979). Piggvar fekk ogsa tilstrekkeleg med
essensielle feittsyrer i eit forsek av Regost et al. (2003), der viste det seg at innhaldet av
mengda langkjeda PUFA fra fiskemjolet i foret tilsvarte 1.3% av terrstoffet, mens behovet til
piggvar er pa 0.8%. Dersom rognkjeksen skulle ha same EFA behovet som piggvar, s vil det
vere litt lite 1 100% RO dietten som ein kan sjé i tabell 3, da det berre er 0.76% EFA + DHA i

den dietten.

Den naturlege dietten til rognkjeks er ofte forholdsvis naringsfattig (Imsland et al. 2019). 1
motsetning til dei fleste artar i akvakulturneringa der vekst er hovudmalet, er dette ikkje
tilfelle for rognkjeks. I forsek har det blitt pavist at sma rognkjeks (startstorrelse 20gram) har
vesentleg hagare preferanse for naturlige forstoff enn sterre fisk (Imsland et al. 2016). Dette
medforer at bade forstoff og avl pd rognkjeksen ikkje treng bidra til rask vekst, men derimot

god helse. For & oppretthalda den gode helsa til rognkjeksen mé& me finna ut kor mykje n-3
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PUFA me kan erstatta utan & paverke helsa til rognkjeksen negativt, da fiskeolja er ein
begrensa resurs. Dei kan ogsa bli kjennsmodne allereie frd 200grams sterrelse, noko som ogsa
medforer ein endring i n@ringsinntak og dermed redusert inntak av lakselus (Imsland et al.

2014).

4.3. Histologi

I forseket vart vart det ikkje observert noko signifikante endringar i tarmhistologi. Ved foring
av laksesmolt med ulike vegetabilske oljer, fann Moldal et al. (2014) at det var signifikant
endring i tarmfoldlengde pd midttarm. Dei fann at lengda vart redusert med ca 30% pa dei
ulike vegetabilske oljekjeldene, og endringa var sterst i gruppa som fekk olivenolja og litt
mindre for gruppene som fekk raps og soyaolja. Dei malte ogsa tjukkelse pa tarmvegg, der
var det ingen signifikant endring. I vart forsek pa rognkjeks vart det ikkje observert ein
signifikant endring i noko av tarmsegmentet, som illustrert i tabell 4. Moldal et al. (2014) fann
at endringa i tarmfoldlengde folgde n-3/n-6 forholdet i vevet. Som tidlegare nemnt er
endringa mindre i n-3/n-6 forhald for laksen i oljesubstitusjons forsek enn for rognkjeks. I
tabell 7 viser det at forhaldet n-3/n-6 1 vart forsek vart redusert fra 2.46 til 0.37, som burde
tilsei at det burde bli ei endring i lengda pé tarmfoldane om dette var utloysande faktor. I eit
forsek av You et al. (2019) med gyllen pompao (7rachinotus ovatus) fant dei signifikant
endring i lengd pé tarmfoldar med & samanlikne soyaolja med fiskeolja, det var ogsé tynnare
lamina propria, men dette var ikkje signifikant. Dette er i strid med vére oppdagingar der det
var uendra som illustrert i tabell 4. Ei auke 1 sterrelsen pé tarmfoldane kan indikera auka
overflata for opptak av naringsstoff, og dermed ei forbedring av fordeyeligheten. Det er ikkje
gjort tilsvarande forskning pé rognkjeks tidlegare, men om det hadde vore sterk negativ
paverkning i forseket vart er det grunn til 4 tru at responsen kunne vore lik som for laks, sjolv
om laks er ein feit fiskeart mens rognkjeksen er mager. I forsek av Lin Ye, et al. (2016) der
dei erstatta fiskeolja i dietten til Atlanterhavslaks, fann dei 6g at det ikkje var signifikante
endringar i sterrelsen pa lamina propria og slimcellene 1 bakre tarm, med ulike vegetabilsk
olja innblanda (camelina olje) s& det er truleg ulike resultat med ulik olja. I tilsvarande forsek
med fiskeoljesubstitusjon for rapsolje av Mourente et al. (2005) fann dei signifikant auke 1
slimcelle aktivitet i midttarm, mens i fremre tarm var det ikkje signifikant forskjell.
Malingane vare av slimcellene viste ingen signifikant forskjell. Men det var ein tendens at
gruppene som hadde fatt 100% raps hadde lagare verdiar. Resultata i forseket tyder pa at

rognkjeks er ein robust art, som taler erstatning av fiskeolja i1 dietten godt. Samanlikna med
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laks, ser det ut som rognkjeks har ein meir robust tarm, som taler bedre vegetabilske ravarer.
Dette er truleg fordi rognkjeks er ein meir omnivor art enn dei karnivore artane eg har

samanlikna med.

5. Konklusjon

Basert pa analysane utfort i dette forseket viser det at fiskeolja i foret til juvenil rognkjeks kan
erstattas med opp til 50% rapsolja utan a paverke vekst. Truleg kan substitusjonsnivaet aukast
godt ut over detta, dd 100% RO viste berre moderate teikn til reduksjon i tilvekst. Den
proksimale samansetninga viste heller ingen store endringar opp til 50% RO, og auka
innblanding av rapsolja viste ingen signifikant endring i tarmhistologien som kan tyda at
rognkjeks har ein robust tarm for vegetabilske forkjelder utan at det gér pa bekosting av
nedsett tarmhelsa. Feittsyresamansetninga derimot vart endra ved auka innblanding av

rapsolja i foret, i samsvar med litteraturen fra mange andre kommersielle artar.
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Vedlegg 1:

Tabell 8: Biometriske verdiar for fiskegruppene. Signifikans P < 0.05, Ulike bokstavar pa

verdiane indikerer signifikans mellom grupper. Gjennomsnitt £ SD

Parameter

Vekt heilfisk

(gram)

Kroppslengde

(cm)

Hogde

(cm)

SGR

(% per dag)

Kondisjonsfaktor

Hepatosomatisk

indeks (%)

Visera somatisk

indeks (%)

Varighet Raps olje

Veke

W

w

w o

inklusjon

Kontroll 25% 50% 100% P-verdi
6.68 £0.08 6.93 +£0.08 6.89 +0.08 6.79 £ 0.08 0.177
19.34+0.41a 19.51 £ 0.42a 19.12 +0.38a 17.18 £ 0.41b P =<0.001
38.86 £ 0.48a 39.05+0.45a 39.76 £0.49a 34.25 +0.45b P =<0.001
4.41+0.02 4.44 +0.02 4.45+0.02 4.43+0.02 0.711

6.17 £0.05a 6.10 £ 0.05a 6.13 £0.04a 5.90 + 0.05b P =<0.001
8.49 + 0.04a 8.54 +£0.04a 8.53 £0.04a 8.07 £ 0.04b P =<0.001
2.24+0.01 2.23+0.02 2.25+0.01 2.22+0.02 0.185
3.50£0.03a 3.53+£0.03a 3.53+£0.03a 3.39+0.03b 0.003
4.25+0.02a 4.27+0.02a 4.36+0.02b 4.16 +£0.02¢ P =<0.001
431+0.19 4.33+0.08 4.29+0.08 3.80+0.36 0.30

3.81 £0.05 3.86 £0.02 3.83 £0.08 3.25+0.14 0.09
7.67+0.09 7.99+0.16 7.69+0.07 7.72 £0.10 0.119
8.15+0.09b 8.47 £ 0.08a 8.20+0.07b 8.23+0.07b 0.015

6.31 £0.05a 6.22 +0.04a 6.35+ 0.05ba 6.47 +0.07b P =<0.001
2.25+0.05 2.42+0.04 2.62+0.06 2.35+0.04 0.056
2.11+£0.05 2.10+0.04 2.24+0.09 2.01 +£0.29 0.249
2.24+0.07a 2.31 +0.05a 2.27 +0.06a 2.54 +£0.05b P =<0.001
15.08 £ 0.16 15.56 £ 0.09 15.90+0.10 15.20+0.12 0.163
14.65 +0.25 15.36 £ 0.27 14.84 + 0.34 15.17+£0.25 0.136
14.19+0.17 14.05 +0.26 14.18 £ 0.28 14.53 +1.36 0.545
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