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Sammendrag (norsk):

| lakseoppdrett opplever man noen ganger en reduksjon i pigmentering av fileten i forbindelse med gkt vekst i
varsesongen nar temperatur og daglengde gker. | EU-prosjektet ARRAINA fant vi gkt oksidativ status i fisk samplet i
juni, bl.a. med redusert innhold av vitamin C i hel fisk, sammenlignet med fisk i ferskvann. Hypotesen i dette
prosjektet er at gkt vekst i sjg om varen er forbundet med oksidativt stress og at dette farer til nedbrytning av
astaxanthin og gir den sakalte vardroppen i pigmentering. Dette er vist tidligere med bruk av et for som inneholdt
mye marine ingredienser, men vi gnsker & bekrefte disse resultatene under for- og foringsbetingelser som er
relevante for dagens oppdrett. Hvis fisken har gkt oksidativt stress om varen, kan dette ogsa fare til utvikling av
katarakt og pigmentflekker i muskel. Disse hypotesene ble delvis bekreftet av resultatene i dette studiet.

Sammendrag (engelsk):

In farmed Atlantic salmon, there is sometimes a drop in pigmentation of the fillet during spring, which correlates with
increasing growth, day-length and water temperature. In the EU project ARRAINA, we found that salmon sampled in
June had increased oxidative status, and lowered concentrations and retention of vitamin C, compared to fish in
freshwater. The hypothesis of this project is that increased growth in seawater during spring is connected to
oxidative stress and that this leads to decomposition of astaxanthin in the muscle. This effect has been reported in a
previous study, performed when the feed used was based on marine ingredients, but in this study, we want to
confirm the effect using a diet relevant for todays farming situation. If the fish has increased oxidative stress in
spring, this can lead to development of cataracts and melanin spots in the muscle. These hypotheses were partly
confirmed by the results in this study.
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Oksidativt stress, vardropp i pigmentering og produksjonslidelser hos laks
1 - Innledning

1 - Innledning

| EU-prosjektet ARRAINA, der malet var & estimere behovet for mikronzeringsstoffer hos laks gitt plantebaserte
for, fant vi at laks holdt i merder i sjg, forbrukte store mengder vitamin C i Igpet av varsesongen (Hamre et al.,
2016). Dette var en overraskende observasjon, men det viste seg at lignende funn var publisert tidligere av
forskere pa Hl og NIFES (Nordgaarden et al., 2003). | denne tidlige studien fant man at fisk om varen fikk
redusert konsentrasjon av astaxantin, vitamin E og A, og gkende konsentrasjon av fettoksidasjonsprodukter
(TBARS) i muskelen i varsesongen. At laksefilet fremstér som blekere om véren enn ellers om aret, er et
fenomen som er godt kjent i naeringen.

Hypotesen i dette studiet (Figur 1) var derfor at gkende daglengde og temperatur om varen farer til gkt
oksidativt stress og forbruk av antioksidanter som vitamin C og E. Astaxantin er ogsa en antioksidant som kan
forbrukes ved oksidativt stress, noe som kan fgre til at fileten blir blekere. Dessuten er produksjons-lidelser som
katarakt vist & henge sammen med oksidativt stress eller mangel pa antioksidanter, en sammenheng som er
vist bade i fisk og mammalier (Mitton et al., 1993; Waagbo et al., 2003). Vi har ogsa sett p& utviklingen av
marke flekker utfra kunnskap om at oksidativt stress kan fgre til opplasning av cellemembraner og gi sar som
kanskje kan vaere utgangspunkt for utvikling av flekker med melanomakrofager.

Hypotese:

Forandret redoks balanse
Akkumulering av
oksidasjonsprodukter
Forbruk av antioksidanter
Mobilisering av endogene
antioksidanter

Miljgforandringer om varen Pigmenteringdropp?

@kt daglengde Oksidativt stress - Astaxantin er en
Pkt temperatur ‘ antioksidant og kan
»  @ktvekst brukes opp
Produksjonslidelser?
I - Katarakt
- Melaninflekker
- Andre?

God férsammensetning
Kan hemme oksidativt stress

Figur 1. Hypotese om hvordan sesongvariasjon kan fare til oksidativt stress, dropp i pigmentering og produksjonslidelser.
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2 - Materialer og metoder

2 - Materialer og metoder

Figur 2. GIFAS’ anlegg, Leirvika Nord.

2.1 - Fiskeforsgk

Et storskala fiskeforsgk ble startet av Biomar og GIFAS hgsten 2016, der fisk i 2 av 10 merder (90m diameter),
150 000 fisk per merd ble gitt et for basert pa prosjektene ARRAINA og ASSESSFEED (Hamre et al., 2016;
Hemre et al., 2016) (Hamre et al., submitted; Prahbu et al., submitted). Forsgket ble gjennomfart pd GIFAS’
kommersielle anlegg, Leirvika Nord (Figur 2). To smolt-grupper ble satt i sjgen, den ene overfart i september
(Merd A), den andre i oktober (Merd B). For ble levert med en RH Multifeeder med en kapasitet pa 600 tonn.
Maltidene var tilpasset daglengden, det ble foret maks 3 maltider per dag med varighet 2-3 timer avhengig av
appetitt, med 4 timers opphold mellom maltidene. Dgd fisk ble samlet og registrert hver dag. SGR (specific
growth rate) var hgy om hgsten, ble redusert i januar og holdt seg lav til april. Den gkte fra april til juli og ble
redusert fra juli til desember (Figur 3). Overlevelsen i merd A var hgyere enn i merd B (Figur 3). Temperaturen
pa 4 m dyp nadde et minimum pa 4°C i januar/februar og et maksimum pa 13°C i august, noe som sammenfalt
med maksimum SGR

6/20



Oksidativt stress, vardropp i pigmentering og produksjonslidelser hos laks
2 - Materialer og metoder

SGR Survival % Temperature at 4 m
2.0 - 100 - A 15
c =B
1.5 = B o 9
= 10
H
1.0 2 90
o
s 5
0.5 X 85
0.0 [“sampling period | [sampling period | ["sampling period ]
......................................................
) L0 L N WKy T P A G N W T Y o R R T A W N R A T
R S S R SETETERRIR R’ R N A
2 2 ?

Figur 3. SGR og overlevelse i merd A og B, samt temperatur pd 4 m gjennom hele forsoket. To ulike smoltgrupper ble satt ut i merd A
og B og smolten i merd B var av litt dérligere kvalitet enn den i merd B. Trekanten blir bruk i alle figurer for & markere maksimal
temperatur og SGR.

(Figur 3). Tidspunktet for max temperatur er angitt med en trekant i alle figurene. Ngkkelnaeringsstoffer i dette
foret var stabile gjennom forsgket, med unntak av Astaxantin som ble gkt fra august og utover fra 4848 til
113+41mg/kg (Tabell 1).

2.2 - Prgvetaking

Fisk ble samplet fra merd A og B hver maned fra 5. april til 16. august og deretter hver annen maned frem til 6.
desember. Ved fgrste prgvetaking ble det tatt 12 fisk fra hver merd for vekt og lengdemaling og visuell
undersgkelse av farge og fett ved Photofish, marke flekker i filet og katarakt, mens samleprgver av 2X6 fisk per
merd ble tatt for analyse. Ved andre prgvetaking, ble 6 fisk per merd samlet for bade visuell undersgkelse og
individuelle analyser. Ved resten av prgvetakingene ble 10 fisk per merd undersgkt visuelt og 5 med individuell
kjemisk analyse.

Fisken ble avlivet med et slag mot hodet, rund vekt og gaffel-lengde ble malt. Katarakt i begge ayelinser ble
registrert med en spaltelampe (Heine HSK150, Heine Veterinary, Tyskland), med en score pa 0-4 for hvert aye,
avhengig av hvor stor del av linsen som var angrepet, sum score per fisk var 8 (Figur 8). Fisken ble filetert og
begge fileter ble undersgkt for marke flekker og gitt skar i henhold til flekkenes stgrrelse og plassering (Mgrkgre
et al., 2015). Hayre side av muskelen, tilsvarende Norwegian Quality Cut (NQC, mellom bakre ryggfinne og
anus), ble dissekert ut og homogenisert i en kjgkkenmikser etter fierning av skinnet, og fordelt pa rer til de ulike
analysene. Leveren ble sa homogenisert og fordelt pa rgr pA samme mate. Prgvene ble frosset ned pa tarris og
sendt til HI hvor de ble lagret pa -80°C til de ble analysert. Venstre siden av NQC ble brukt til visuell
bestemmelse av fett og farge ved hjelp av Photofish (Aquagroup Norge) i henhold til produsentens anvisninger.

2.3 - Kjemisk analyse

Aminosyrer, B-vitaminer, vitamin C, E, totalt astaxantin og mikromineraler ble analysert med akkrediterte
metoder ved HI. For analyse av totalt og oksidert glutation (GSH/GSSG) ble det brukt et kommersielt kit (Prod.
No. GT40, Oxford Biomedical Research, Oxford, UK) som beskrevet i Skjaerven et al. (2013). TBARS ble malt
med en ikke-akkreditert rutineanalyse.

Astaxantin oksidasjonsprodukter ble analysert i laksemuskel med en ny massespektrometri (MS) metode
utviklet i dette prosjektet. Vi benyttet LC-MS instrumentet Vion LC-TWIMS-QTOF (Waters) med positiv
elektrospray ionisering og High Definition MSE modus i masseomradet 50-1000 m/z. MS instrumentet har
traveling wave ion mobility (TWIMS) som gir gkt selektivitet, og QTOF som gir massespektre med hgy
opplgsning og ngyaktig masse. LC-gradienten bestod av 10 mM NH4Ac i vann med gkende konsentrasjon
metanol, og analysetiden per prgve var 22 min. Vi laget en database med massespektere fra astaxantin og
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2 - Materialer og metoder

astaxantin oksidasjonsprodukter ved & analysere astaxantin standard fer/etter /n vitro oksidasjon med
hydrogenperoksid. Databasen inneholder informasjon om detekterte masser (m/z), potensielle molekyleere
formler, ionemobilitet (CCS) og LC retensjonstid for falgende forbindelser: astaxantin, 7-apoastaxanthinal, 8-
apoastaxanthina, 10-apoastaxanthinal, 11-apoastaxanthinal, 12-apoastaxanthinal, 13-apoastaxanthinal, 14-
apoastaxanthinal, 15-apoastaxanthinal, 9-apoastaxantinon, 13-apoastaxantinon. Oksidasjonsproduktene
samsvarer med forbindelser som er beskrevet i andre arbeid (Etoh et al., 2012).

Tabell 1. Analyser av nokkel-naeringsstoffer (g/kg for aminosyrer (AA), mg/kg for de andre neeringsstoffene) i de
8 ulike férbatchene brukt i forsoket viser god stabilitet for alle naeringsstoffer utenom astaxantin, der
konsentrasjonen ble okt i august fra 4848 til 113+41mg/kg.

Vit E
Total AA Mn Fe Cu zn Se Cobalamin Folat. Niacin. Vit B6 Vit C
(0-TOH)
Shitt 335 46 301 7,7 215 1,23 0,085 5,3 90 12,6 409 175
SD 20 11 58 0,5 14 0,05 0,017 0,6 4 0,7 39 6

2.4 - Beregninger og statistikk
Reduksjons-potensialet til GSH/GSSG ble beregnet ved hjelp av Nernst’s ligning:

En= Eo” - RT F In ([GSH] %[GSSG])

Konsentrasjonene av GSH og GSSG er gitt i molar og redoks-potensialet Ey, i volt. Eq” er standard
reduksjonspotensialet ved pH 7 og 25°C og antatt & veere -0.240 V.

Statistica (ver. 13.4.0.14, TIBCO Software Inc.) ble brukt til & analysere data. Generelt hadde fisk i merd B noe
lavere niva av antioksidanter enn fisk i merd A. Likevel er individuelle data fra de to merdene slatt sammen og
behandlet under ett for denne rapporten, for ikke & komme i konflikt med vitenskapelig publisering. Data er
presentert som snitttpooled SEM. Enveis ANOVA med tid som uavhengig variabel ble brukt til & finne
sesongvariasjon i de ulike variablene. Nar Levene’s test viste at variansene ikke var homogene, ble effekt av tid
undersgkt med Kruskal-Wallis ANOVA.
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Figur 4. Vekt, lengde og kondisjonsfaktor pa fisk i praveuttakene (snitt+pooled SEM, n=12-20) per ukenummer i 2017. Trekanten p& x-
aksen indikerer maksimum for temperatur og SGR. Signifikante forskjeller (p<0.05) vises med ulike bokstaver.

Rund vekt av fisk i pravene (Figur 4) var stabil i april til juli, men gkte deretter eksponensielt frem til desember.
Lengden var stabil i april og mai, men gkte deretter linezert frem til desember. Kondisjonsfaktoren var stabil pa
1.0 til 1.1 i april til august, men gkte deretter til desember. Den nominelt laveste kondisjonsfaktoren ble malt i
juni.

Farge i filet malt med Photofish (Figur 5) var stabil fra april til juni, for sa & gke frem til desember. Fett i filet malt
med Photofish (Figur 5) var stabil fra april til juni for sa a gke i resten av pragvetakingsperioden.

Vitamin E i filet og vitamin C i lever viser en skarp reduksjon i konsentrasjon fra april til juli, deretter en gkning
tilbake til utgangspunktet i august og konstant konsentrasjon til desember. Vitamin C i filet var konstant fra april
til oktober, deretter gkte den i desember. Total astaxantin var stabil frem til juli for deretter & gke fra juli til
august. Fra august til desember var konsentrasjonen av astaxantin konstant. TBARS i lever var hgy fra april til
juli, ble redusert fra juli til august og var deretter stabil frem til desember.
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Figur 5. Farge og fett i filet per ukenummer i 2017 malt med Photofish (snitttpooled SEM, n=12-20). Trekanten pa x-aksen indikerer
maksimum for temperatur og SGR. Signifikante forskjeller (p<0.05) vises med ulike bokstaver.
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Figur 6. Vitamin C, E og artaxantin i filet (mg/kg vatvekt), vitamin C (mg/kg vatvekt) og TBARS (nmol/g vatvekt) i lever (snittzpooled
SEM, n=12-20). Trekanten pd x-aksen indikerer maksimum for temperatur og SGR. Signifikante forskjeller (p<0.05) vises med ulike
bokstaver | datasett med homogene varianser. Kruskal-Wallis ANOVA viser signifikant effekt av tid for viatmin C i filet og lever.

Astaxantin oksidasjonsprodukter i laksemuskel ble bestemt ved LC-TWIMS-QTOF metoden utviklet i dette
prosjektet, og 10 oksidasjonsprodukter ble identifisert ved hjelp av in vitro oksidasjon av astaxantin standard
med hydrogenperoksid. Etter in vitro oksidasjon ble den rosa lgsningen avfarget, mens fargen var tilsynelatende
den samme for kontroller uten hydrogenperoksid. LC-TWIMS-QTOF analysen viste tydelig at det var mindre

astaxantin i praven med hydrogenperoksid, og at 14-apoastaxanthinal, som et eksempel, bare er detektert i
pragven etter hydrogenperoksid behandling (Fig. 7).
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Figur 7.. LC-TWIMS-QTOF analyse av astaxantin standard og ekstraherte ionekromatogrammer. lonekromatogrammene t.v. viser de
tre kjente stereoisomerene av astaxantin, og mengden detektert nar lost i metanol (kontroll), ndr last i metanol tilsatt vann (kontroll) og
nar lest i metanol tilsatt vann og hydrogenperoksid (oksidert). lonekromatogrammet t.h. viser at 14-apoastaxantinal kun ble detektert i
proven tilsatt hydrogenperoksid.
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Figur 8. Astaxantin oxidasjonsprodukter relativ til total astaxantin i laksemuskel (%). Forholdet ble bestemt med LC-TWIMS-QTOF, og
prover fra uke 14 (april), uke 22 (juni) og uke 48 (desember) ble analysert. 10-apoastaxantinal i uke 14 var signifikant hayere (p<0.05)
enn i uke 22 og 48. 14-apoastaxantinal i uke 14 og 22 var signifikant hayere enn i uke 48 (p<0.05). Statistisk analyse utfort i
GraphPad Prism, One-way ANOVA med Tukey'’s multiple comparison test.

Av oksidasjonsproduktene i databasen ble 10-apoastaxanthinal og 14-apoastaxanthinal detektert i laksemuskel
pragvene. Figur 8 viser hgyere oksidasjon av astaxantin i prgvene fra uke 14 i forhold til uke 22 og 48 for 10-
apoastaxantinal og for uke 14 og uke 22 i forhold til uke 48 for 14-apoastaxantinal.

Det var en generell nedgang i konsentrasjon av alle mineralene, bortsett fra Se, i filet gjennom
pravetakingsperioden (Figur 9). Fe og Cu hadde en jevn nedgang i hele perioden, mens mangan og sink viste
en sterk nedgang om véaren, Mn fra april til mars og Zn fra april til juni, for deretter & holde seg konstant til
desember. Selen viste en tendens til nedgang fra mai til juni, men det er usikkert om dette er signifikant, for
deretter a gke igjen fra juni til desember.
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Figur 9, Mikromineraler i filet (mg/kg vatvekt, (snitt+pooled SEM, n=12-20) Trekanten pa x-aksen indikerer maksimum for temperatur
og Kruskal-Wallis ANOVA viser signifikant effekt av tid (p<0.05).
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Figur 10, Redusert og oksidert glutation (GSH, GSSG, umol/kg vatvekt, (snitttpooled SEM, n=12-20). Redokspotensialet (E) er regnet
ut ved hjelp av Nemnst's ligning. Trekanten pd x-aksen indikerer maksimum for temperatur. Enveis ANOVA viser signifikant effekt av
tid, der ulike bokstaver indikerer at gjennomsnittene er ulike (p<0.05).

GSH i muskel sa ut til & stige i juli, men dette var ikke signifikant (Figur 10). GSSG i muskel steg signifikant i juli
slik at E som er avhengig av forholdet mellom GSH og GSSG var konstant i merd A og konstant fra mai i merd
B. Fisken i merd B hadde unormalt lavt (redusert) redoks-potensial (E) i muskel i april. | linsen steg ogsd GSH i
juli og holdt seg deretter stabil til desember, mens konsentrasjonen av GSSG ble kraftig redusert i juli for
deretter a holde seg konstant til desember. Redoks-potensialet i linsen var hgyt i mai-juni (oksidert), men ble

mer redusert fra juli til desember.
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Figur 11. Andel fisk med katarakt og gjennomsnittlig katarakt skar (maksimum =8) hos fisk samplet fra mai til desember (snitt+pooled
SEM, n=12-20). Trekanten pa x-aksen indikerer maksimum for temperatur og SGR. Kruskal-Wallis ANOVA viser en signifikant effekt

av tid pa katarakt skar.

Fisken som ble samplet i mai hadde ikke katarakt (Figur 11). Andel fisk med katarakt gkte til nesten 90% i
august og falt deretter til ca ca 40% i oktober og desember. Gjennomsnittlig katarakt skar fulgte samme forlap;
fra 0 i mai til nesten 3 (av 8) i august og s& en reduksjon til ca 1 i oktober og desember. Maksimum katarakt

skar er 8, 4 pa hvert gye.

Marke flekker ble registrert fra juni (Figur 12), da 6 av de 20 fiskene i prgven hadde flekker. Antallet fisk med
flekker ble redusert til 4 i juli og 2 i august og holdt seg pa 2-3 i oktober og desember. Gjennomsnittlig intensitet
i flekkene fikk skar 1.33 i juni og gkte (p=0.04) til skar 4.25 i oktober.

Morke flekker per 20 fisk

8-
-e - antall fisk med flekker
- - |[ntensitet i flekkene
4_
2-
0 T Bjergen et al., 2015
Q )

Figur 12. Marke flekker i fileten hos laks samplet fra forsoket pd GIFAS. Bildet til hayre viser to typer flekker, den averste ser ut som el
sdr med bledning, i den nederste gér fargen mer mot svart, som indikerer tilstedevaerelse av melano-makrofager (Bjorgen et al.,
2015). Skdring av flekken er basert pd Markere et al. (2015) .
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Dette forsgket viser at vitamin E i filet og vitamin C i lever blir forbrukt om varen og sommeren i forbindelse med
gkende daglengde og temperatur. Dette gjelder ogsa for mangan og sink. Den endogene antioksidanten GSH i
muskel og linse gkte i samme tidsperiode, mens GSSG og redoks-potensialet i linsen ble redusert. TBARS i
lever var hayere fra april til juli enn fra august til desember. Disse resultatene er en tydelig indikasjon pa at
fisken var utsatt for oksidativt stress som kan skyldes gkende daglengde, gkende temperatur, gkende vekst
eller alle tre. Figur 1 viser at forandring i SGR faller sammen med forandring i temperaturen og at begge har sitt
maksimum den 16. august. Prgvetakingspunktet for juli er egentlig pa den 28 juni, altsd naer sommersolverv, og
minimumsnivaene av vitamin C og E i lever og filet, samt forandringer i GSH/GSSG sammenfaller med det. |
august har vitaminene normalisert seg og GSH/GSSG stabilisert seg. Det er uvisst hvordan sesongvariasjon i
miljgbetingelser kan fare til sterk nedgang i mikromineraler i filet hos fisk som far en stabil tilfgrsel av mineraler i
foret.

Vitamin C i filet var konstant gjennom hele prgvetakingsperioden, bortsett fra i desember, der nivaet gikk litt opp.
Hvis fisken var utsatt for oksidativt stress, burde kanskje denne konsentrasjonen ogsa ha blitt redusert om
varen og sommeren. Vitamin C niva i foret var sveert hgyt pd ca 400 mg/kg og dette kan ha bidratt til & holde
vitamin C niva i fisken hgyt, slik at fileten ble spart for vitamin C nedgang. Utviklingen av vitamin C
konsentrasjonen i lever kan tyde pa at vitaminet ble transportert til andre deler av kroppen, inkludert muskel, for
a beskytte mot oksidativt stress.

For visuell undersgkelse av farge ved Photofish og kjemisk analyse av astaxantin, var forlgpet omtrent det
samme om varen og sommeren, men i de siste punktene men mot slutten av aret viser der Photofish hgyere
nivad enn den kjemiske analysen. Arsaken til dette er ikke kjent. Nordgaarden et al. (2003) fant en nedgang i
astaxantin i laksefilet om varen, men datidens for var lavere pa antioksidanter som kunne beskytte mot bleking
av filet. I vart studie var astaxantin konstant fra april til juli for deretter & stige i august. @kningen falt sammen
med gkning av astaxantin i foret, s& man kan ikke vite om gkningen i filet skyldes hgyere forniva eller mindre
oksidativt stress. Manglende nedgang av astaxantin i filet kan ogsa skyldes at det hgye nivaet av vitamin C og
delvis E, i foret beskyttet astaxantin mot & bli oksidert.

LC-TWIMS-QTOF metoden indikerer likevel hgyere oksidasjon av astaxantin i uke 14 (april) og uke 22 (juni)
enn i uke 48 (desember). Det er verdt & merke seg at verdiene for oksidasjonsproduktene var relativt lave i
forhold til astaxantin, <0.04% for 10-apoastaxantinal og <0.4% for 14-apoastaxantinal. Metoden ma betraktes
som semi-kvantitativ da vi ikke hadde intern standard for astaxantin eller astaxantin oksidasjonsprodukter (ikke
for salg, vanskelig syntese), og vi kunne dermed heller ikke bestemme gjenvinningsgrad av
oksidasjonsprodukter i praveoppslutningen. Det kan veere at astaxantin ikke er oksidert i s& stor grad, men ogsa
at vi ikke klarer & pavise alle oksidasjonsproduktene. /n vitro oksidasjonen av astaxantin viser at astaxantin
nesten blir borte, og at oksidasjonsprodukter fremtrer. | teorien skal summen av oksidasjonsproduktene
samsvare med mengde astaxantin utgangsstoff. Det er dessverre ikke slik at vi kan summere LC-MS signalene
for astaxantin oksidasjonsprodukter og sammenligne direkte med signalet til astaxantin. Dette fordi det kan
forekommer oksidasjonsprodukter vi ikke har detektert pa grunn av kjiemiske egenskaper annerledes enn for
astaxantin, og oksidasjonsproduktene kan ha ulik grad av ioniseringseffektivitet i ESI MS. Basert pa in vitro
studiet, hvis vi summerer signalene (AUC) for alle astaxantin oksidasjonsprodukter, tilsvarer disse ca 1% av
astaxantin utgangsstoff. Vi skal undersgke muligheter for videre optimalisering og deretter analysere alle
prgvene pa nytt, samt resterende prgver fra alle sampling tidspunkt. Dette inngar i valideringen av metoden far
den publiseres. Videre vil vi vurdere om metoden kan benyttes til & absolutt kvantifisere, noe som krever mer
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utprgving i trdd med punktene nevnt over.

For mineralene var variasjonen i konsentrasjon i muskel uventet. Den jevne og relativt svake nedgangen i jern
og kobber kan kanskje forklares ved at muskelen akkumulerer mer fett, slik at man far en fortynningseffekt. Den
bratte nedgangen i sink og mangan i mai-juni kan derimot veere koblet til redoks-regulering. Mangan og sink
inngdr i superoksid dismutase (SOD), MnSOD i mitokondrier og CuZn SOD i cytosol, som omdanner superoksid
til hydrogenperoksid, en viktig reaksjon i redoks-regulering. Mekanismene bak nedgang i konsentrasjonene i
muskel av disse mineralene er ukjent. Selen er viktig i redoks-regulering, bl.a. som del av enzymgruppen
glutation peroxidaser som omdanner hydrogen peroksid og lipid peroksider til vann og lipid hydroksider,
samtidig med oksidasjon av glutation. Det var stor variasjon i selen-konsentrasjonen i muskelen om varen, noe
som kan ha sammenheng med oksidasjonsstatus.

Katarakt ble farst pavist i uke 23 og forekomsten gkte raskt til ca 90%. Utviklingen av katarakt sammenfaller
med gkning i temperatur og vekst, og oksidativt stress. | perioden fer katarakt ble pavist var linsen oksidert (lav
GSH, hgy GSSG), noe som er forbundet med gkt risiko for kataraktutvikling ogsd hos mennesker. GSH er en
viktig antioksidant i linsen, og tidligere studier har vist at temperatur pavirker GSH syntese og turn-over i linsen
hos laks og regnbuegrret (Remg et al., 2017). | dette studiet kan bade gkning i temperatur, metabolske
endringer i fisken og oksidativt stress i denne perioden fart til en gkt GSH syntese i linsen, og dermed bedre
beskyttelse mot oksidativt stress med hgyere konsentrasjon av GSH og stabilt redokspotensiale utover hgsten.
Utpa hgsten var forekomsten av katarakt lavere enn om sommeren, rundt 40%, og gjennomsnittscore for fisken
med katarakt var noe lavere, med snitt pa 2-2.5 mot 3 om sommeren, noe som tyder pa at utvikling av katarakt
ikke fortsatte utover hgsten.

Nar det gjelder utvikling av andel fisk med marke flekker og flekkenes intensitet, er det for f data til & kunne
trekke bastante konklusjoner, men man kan lage en hypotese basert pa Figur 12. Det ser ut til at man i mai har
mange fisk med sma flekker. Dette utvikler seg etter hvert til feerre fisk med starre og mer utviklede flekker. Det
er kjent at oksidativt stress kan gi muskeldystrofi fordi muskelceller gér i opplgsning nar membranen blir
oksidert, f.eks. ved vitamin E og selen mangel (Bell et al., 1985; Cowey et al., 1983; Hamre, 2011). Dette kan gi
en blagdning som senere invaderes av virus og melanomakrofager slik at det dannes en melaninflekk som
beskrevet i Bjgrgen et al. (2015) (Figur 12). Det at andel fisk med flekker ble redusert kan tolkes som at de
tidlige flekkene kan heles.
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« @kt daglengde og temperatur om varen og sommeren ser ut til & gi oksidativt stress i laks, med forbruk av
antioksidanter som vitamin C og E, og stimulering av produksjon av endogene antioksidanter som glutation.

« Konsentrasjonen av astaxantin i muskel gikk ikke ned om varen i dette studiet, som vist tidligere, kanskje
fordi hayt niva av antioksidanter i foret virket beskyttende

« Det var mer oksidasjonsprodukter av astaxantin i muskel om varen enn i desember, men nivaet av
oksidasjonsprodukter som ble detektert var sveert lavt (<1% av totalt astaxantin).

» Katarakt gkte sterkt fra april til august, litt forsinket i forhold til oksidasjonsresponsene, men fulgte utviklingen
av temperatur og fiskens SGR.
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