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Sammendrag

Foring av laks i tradisjonelle apne merder farer ofte til utslipp av forrester. Flere villfisk- og
bentiske arter utnytter den gkte naeringstilgangen i naerheten av oppdrettsanleggene. Foret
som brukes til oppdrettslaks bestar i stor grad av vegetabilske fettsyrer. Dette kan medfare at
artene som tar opp denne naringen far redusert innhold av marine fettsyrer og gkt innhold av
vegetabilske fettsyrer. Vegetabilske fettsyrer som oljesyre, linolsyre og ALA er noen av
fettsyrene som har blir brukt som biomarkarer for & si noe om avtrykket oppdrett i apne
sjgmerder har pa miljget rundt. Det er lite forskning pa hvor raskt disse fettsyrene tas opp av
marine arter som beiter pa forspill rundt merder. | dette forsgket ble individer av taskekrabbe
(Cancer pagurus) foret pa pellets egnet for laks. Hensikten med forsgket var a undersgke
hvor lang tid det tar far det oppstar en signifikant endring i lever fettsyresammensetning.
Analyse av prgvemateriale ble utfart ved bruk av gasskromatografi. Resultatene viser en klar
sammenheng mellom foropptak og fettsyresammensetning. Allerede etter seks dager med
féring ble det funnet signifikant gkning i alle tre vegetabilske fettsyrene og signifikant
reduksjon i marine fettsyrer (p<0.05). Denne trenden vedvarte gjennom hele forsgksperioden.
Informasjonen fra dette forsgket kan gi gkt forstaelse rundt miljgpavirkningene oppdrett har
pa bentiske arter, samt vere nyttig ved videre studier om vegetabilske fettsyrers innvirkning

pa marine arter.

Abstract

Feeding salmon in traditional open cages often leads to release of feed residues. Several wild
fish and benthic species take advantage of increased nutrient availability near farms. The feed
used for farmed salmon consists largely of terrestrial fatty acids. Species that consume
residues can have a reduced content of marine fatty acids and an increased content of
terrestrial fatty acids. Terrestrial fatty acids such as oleic acid, linoleic acid and ALA are
some of the fatty acids that have been used as biomarkers to describe impacts that open cage
farms have on the surrounding environment. There is little research on how quickly marine
organisms around farms absorb terrestrial fatty acids. In this scientific trial, individuals of
Cancer pagurus were fed pellets suitable for farmed salmon. The focus of the thesis was to

investigate how long it takes before a significant change occurs in the hepatopancreas’s fatty



acid composition. Analysis of sample material was carried out using gas chromatography.
The results show a correlation between feed intake and fatty acid composition. After six days
of feeding, the data showed a significant increase in all terrestrial fatty acids and a significant
decrease in marine fatty acids (p<0.05). Throughout the scientific trial this trend persisted.
This research can be used to better understand the environmental impact farming has on
benthic species, as well as being useful for further studies on the impact terrestrial fatty acids

have on marine species.

Forord

Denne bacheloroppgaven er gjennomfart ved institutt for biologiske fag ved NTNU Alesund.
Oppgaven er utfart i forbindelse med avslutning av et trearig studieforlgp i bacheloren
Biomarin innovasjon. Bakgrunnen for oppgaven kommer av manglende kunnskap om hvor

raskt marine miljg rundt oppdrettsanlegg pavirkes i forhold til utslipp fra anlegget.

Forfatterne gnsker a takke alle som har bistatt underveis i oppgaven. Vi gnsker a rette en
spesielt stor takk til var hovedveileder Snorre Bakke som har vist stort engasjement og
interesse for vart arbeid. Vi vil ogsa takke Kristine Kvangarsnes og Lara Bromann for rad og
veiledning i forbindelse med laboratoriearbeid. En stor takk vil ogsa rettes til de ansatte hos
Atlanterhavsparken for disposisjon til forsgksomrade og innsamling av taskekrabber til
forsgket. Uten denne stetten hadde det ikke vaert mulig & gjennomfare oppgaven. Til slutt vil
vi takke NTNU Alesund for utstyr og skonomiske midler til gjennomfgringen av oppgaven.
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1.0 Introduksjon

Siden 70-tallet har norsk akvakultur utviklet seg til & bli en av Norges starste
eksportindustrier. Norsk akvakultur bestar hovedsakelig av oppdrett av laks, grret og
regnbuegrret. Det drives ogsa oppdrett av torsk og kveite (Taranger et al., 2015). Tall fra
2021 viser at det ble produsert i underkant av 1.66 mill. tonn laks, grret og regnbuegrret, som
ga en samlet verdi pa ca. 80 mrd. kroner etter slakt (Fiskeridirektoratet, 2022). | 2022 var det
989 aktive lokaliteter for kommersiell matfisk- og stamfiskproduksjon i Norge
(Fiskeridirektoratet, 2022). Forforbruket til lakseproduksjon per 2021, ble beregnet til

omtrentlig to millioner tonn (Grefsrud et al., 2023).

1.1 Matfiskproduksjon — férspill og forinnhold

Utslipp fra matfiskproduksjon bestar hovedsakelig av naringssalter, fekalier og forspill. Dette
spres med vannstrammer og kan danne stgrre ansamlinger pa havbunnen hvor det tas opp av
bunnlevende organismer. Spredningsgraden av utslippet varierer fra lokalitet til lokalitet,
samt ut fra topografi, stramforhold, bunntype o.l. (Kupka Hansen & Dunlop, 2022). Det er
estimert at 3-5% av oppdrettsforet gar uspist gjennom nettet og ut i gkosystemet (Meier et al.,
2023). Forutslipp kan fare til gkt neeringstilgang for arter og miljget rundt anleggene. Store
mengder forspill pa havbunnen kan fare til bakteriell oppblomstring (Vezzulli et al., 2002).
Bakteriell nedbryting av neeringsstoffer kan fare til oksygenfattige miljger som kan pavirke

bade epibentiske-, bentiske- og infauna organismer.

Mange lokaliteter befinner seg ved dynamiske kystgkosystem hvor tidevann og
bunnstrgmmer spiller en stor rolle ved spredning av organisk materiale (Woodcock et al.,
2018). Neeringsgrunnlaget til den bentiske faunaen i norske fjorder kommer vanligvis fra
opplast og partikulart materiale. Dette omtales gjerne som marin sng og oppstar fra biter av
dede organismer, avfgring fra heterotrofe organismer og/eller ved tilfarsel av naeringsstoffer
fra land. Lokalt vil man, i tillegg til naturlig produksjon av organisk materiale, kunne fa en
overproduksjon ved etablering av oppdrettsanlegg. En tidligere undersgkelse viser at et
oppdrettsanlegg med biomasse pa ca. 1.500 tonn, hadde pavirkning pa den bentiske faunaen i
en omkrets pa ca. en halv kvadratkilometer. (Tett et al., 2018).



Férsammensetningen som brukes til lakseoppdrett har hatt en gradvis endring over tid. Det
har veart en nedgang i bruk av marint rastoff og en gkning i vegetabilske ingredienser. Dagens
fiskefor inneholder omtrent 70% plantebaserte ingredienser og de resterende 30% er marine
rastoff som fiskemel og fiskeolje (Kupka Hansen & Dunlop, 2022). Innhold av marine
ingredienser har blitt redusert med 65%. En studie som sa pa ulike typer biomarkerer fra
akvakulturavfall, har vist at oljesyre (18:1n-9), linolsyre (18:2n-6) og alfalinolensyre (ALA)
(18:3n-3) er gode biomarkarer pa utslipp som pavirker den bentiske faunaen fra
akvakulturanlegg (White et al., 2019).

Flere villfiskarter, som eksempelvis torsk, sei og hestmakrell, har fatt pavist endring i
fettsyreprofil til hgyere nivaer av oljesyre og linolsyre etter beiting pa forrester fra
oppdrettsanlegg for laks (Fernandez-Jover et al., 2011; White et al., 2019; Skog et al., 2003).

I tillegg til villfisk, har ogsa bentiske organismer som slangestjerner, krakeboller og
taskekrabber fatt pavist forhgyet innhold av vegetabilske fettsyrer etter & ha beitet pa forrester
fra matfiskproduksjon (Woodcock et al., 2018). Ettersom taskekrabben er utbredt langs hele
norskekysten (Moen, 2020), hvor de tradisjonelle apne oppdrettsmerdene vanligvis befinner
seg, kan det vaere en god indikatorart for miljgpavirkningene forutslipp har pa bentiske

organismer

1.2 Biologi taskekrabbe

Taskekrabben (Cancer pagurus Linnaeus, 1758) er en tifotkreps som lenge har vart en viktig
fiskeriressurs i Europa (Barrento et al., 2009). Arten finnes hovedsakelig i den sublittorale

sone og ned til 100 m dyp, men har ogsa blitt observert ned til 400 m (Bakke et al., 2019). Pa
grunn av lavere temperaturer pa vinterhalvaret, velger taskekrabben a trekke dypere hvor det

er varmere vann (Zimmermann, 2019).

Taskekrabben har ulike vandringsmgnstre som eksempelvis sesong-, gyte- og
degnvandringer. Disse vandringsmgnstrene varierer ut fra om krabben er kjgnnsmoden eller
ikke. Krabber som ikke er kjgnnsmodne vandrer mindre enn krabber som er kjgnnsmodne
(Woll, 2005). Om sommeren oppholder krabbene seg pa grunnere vann for a formere seg og
spise seg opp. Nar de blir kjgnnsmodne vandrer de dypere. Om hgsten vil de fleste
kjennsmodne krabbene gjennomga et skallskifte noe som er viktig bade for parring og for
krabbens vekst (Marcussen et al., 2022).



Taskekrabben er alteter og kan observeres pa bade blgt- og hardbunsomrader, men
undersgkelser viser at taskekrabben foretrekker blgtbunnsfauna (eks. barstemarker og
muslinger) (Woll, 2005). Krabbens farste beinpar bestar av to kraftige klar som er spesialisert
til & fange og apne byttedyr. Faden fordgyes i mage og tarm, og tas opp i hepatopancreas som
fungerer som en kombinasjon av lever og bukspyttkjertel. Her blir glykogen, fett og kalsium
absorbert og lagret (Van der Meeren et al., 2008; Vogt, 2021). Videre i denne oppgaven vil
krabbens hepatopancreas omtales som lever.

1.3 Bakgrunn for studien

Det er pavist forhgyet innhold av vegetabilske fettsyrer i ulike marine arter som beiter i
omrader omkring oppdrettsanlegg (Fernandez-Jover et al., 2011; White et al., 2019; Skog et
al., 2003). |1 2016 ble det gjennomfart et forskningsprosjekt nord for Fraya som undersgkte
endringene i fettsyresammensetningen hos taskekrabber som befant seg med ulike avstand til
et oppdrettsanlegg (Woodcock et al., 2018). Resultatene fra prosjektet viser at krabbene i
narhet til akvakulturanlegget (<2 km) hadde signifikant forhgyede nivaer av vegetabilske C-
18 fettsyrer sasmmenlignet med individer >2 km fra anlegget som hadde lavere nivaer av disse
fettsyrene (Woodcock et al., 2018). Felles for studiene som har undersgkt pavirkningen av
fettsyresammensetning hos de ulike marine artene, er usikkerheten knyttet til hvor raskt
endringen fremtrer. Det er viktig & vite noe om denne usikkerheten for & blant annet finne ut
av hvor lett pavirkelige ulike organismer er, samt knyttet opp til planlegging for nar slike

undersgkelser skal gjennomfares.

Hensikten med forsgket er & fore opp taskekrabber med pellets beregnet for oppdrettslaks
hvor det tas regelmessige uttak av individer for & male endringer i fettsyreprofil i leveren.
Malet med forskningen er & undersgke hvor lang tid det tar far en ser signifikant endring i
innhold av vegetabilske fettsyrer i lever hos krabber som har blitt foret med pellets. Det er
utformet en hypotese som baserer seg pa at individer av C. pagurus far endret
fettsyresammensetning i lever ved féring med pellets egnet for oppdrettslaks, sammenlignet

med individer foret med hvitfisk.

2.0 Material og Metode



Femti taskekrabber ble samlet inn med teiner fra Aspevagen i Alesund (62.465328 N,
6.142052 @) 20.12.2022 (pkt. 2, fig. 1). Gjennomsnittlig skallbredde pa individene ble malt
til 14.6 cm. Krabbene ble plassert i et oppbevaringskar (fig. 2) pa Atlanterhavsparken som
ligger i Alesund kommune, Mgre og Romsdal fylkeskommune (plassering: 62.4656523 N,
6.0960941 @) (pkt. 1, fig 1). | forsgket ble det bestemt & benytte hunnkrabber. Grunnen til
dette er at det mest biologisk kunnskap om hunner, og har de ogsa en mer kompleks
livssyklus sammenlignet med hanner (Bakke, 2019) noe som gjer de mer relevant a studere i

forhold til potensielle effekter av oppdrett.

| 100 km I

Figur 1: Viser plassering til Atlanterhavsparken (1) og omrader krabbene ble fanget (2). Hentet fra Norgeskart.

| oppbevaringskaret ble krabbene foret med hvitfisk omtrent hver tredje dag fra fangstdato
frem til forsgksperioden startet 10.01.2023. Alle individene fikk strikk/strips pa klgrne for &

unnga skader og tap av bein og klgr ved eventuelle sammenstegt (fig. 2).
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Figur 2: Viser oppbevaringskar (1) og oessen med & sette o strikk (2) 0 nummerinav individ (3).
Foringsforsgket ble gjennomfart i fire lengdestramsrenner (fig. 3). Rennene hadde en
konstant gjennomstrgmming av ufiltrert sjgvann med en temperatur pa omtrent 7°C. Det ble
satt ut 25 kurver med dimensjonene 36 cm x 27 cm x 15 cm (artikkel nr. 44-8001-3, Clas
Ohlson) med tilhgrende lokk i rennene. Hver kurv ble nummerert fra 1 til 25. Ved
forsgksstart ble 25 vilkarlige individer overfart til individuelle forsgkskurver. Strikk/strips ble
fjernet fra krabbens klgr ved uttak. Individene ble markert med eget nummer pa undersiden
av skallet ved bruk av blyant (fig. 2). Steiner og planker ble lagt pa lokkene for a unnga

eventuelle ramningsforsgk.

Figur 3: Viser tre av fire lengdestramsrenner med kurver brukt til & oppbevare krabbene under forsgksperioden.

2.2 Foring og uttak
Det ble gjennomfart et pilotprosjekt (06.01.23) med to individer som ble gitt hvitfisk noen
dager far forsgksstart (10.01.23) for & bekrefte at krabbene tok til seg for i forsgkskurvene.



Nar dette ble bekreftet ble de resterende krabbene satt i forsgkskurvene. Dggnet etter
forsgksstart ble fgrste foring gjennomfaert hvor alle individene ble foret med 21 pellets (15 g)
av Ewos Rapid HP (1000) 9 mm forpellet (vedlegg 1). Krabbene ble foret annenhver dag i ni
dagn, men pa grunn av lav appetitt ble foringsintervallet redusert til hver tredje dag. Samtidig
ble formengden redusert til 14 pellets tilsvarende 10 gram. Ved dag 12 ble det observert at
flere av individene ikke hadde hele pellets igjen i kurven fra sist foring. Etter vurdering ble
férmengden justert tilbake til utgangspunktet med 21 pellets, men féringsintervallet ble
beholdt til hver tredje dag. Denne formengden ble benyttet gjennom resten av
forsgksperioden. 1 tillegg til krabbene som ble foret med pellets ble det tatt ut fem
kontrollindivider far forsgket startet (K1-K5), samt fem kontrollindivider fra
oppbevaringskaret ved forsgksslutt (som hadde veaert foret med hvitfisk gjennom hele
forsgksperioden).

Far hver foring ble det gjort malinger av vannparametere som salinitet, temperatur og
oksygeninnhold i enden av hver av lengdestrgmsrennene. Malingene ble utfgrt med en YSI-
maler (modell ProDSS, Ohio, USA). Forrester og avfaring som eventuelt var til stede i
kurvene, ble fjernet med en hevertslange og filtrert gjennom en fiberduk (Fiberduk 15 m?,
art.nr. 45-540, Biltema) (fig. 4). Filtrene ble lagt i individuelle poser markert med
individnummer, innhold og dato (fig. 4). Posene ble fryst for eventuell senere analyse (ikke
analysert i denne bacheloroppgaven).
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ulike kurvene (3).

e \1:4..
Figur 4: Viser rengjering av kurv (1), filtrering (2) og oppevaring av forrester fra de
Det ble gjort uttak av grupper pa fem individer ved dag 6, 9, 12, 15, 18, 21 og 24 i forsgket.
Ved uttak ble individenes vitalitet malt ut fra en tre-skalas indeks og registrert. Individer med

vitalitet lik O var dgde, vitalitet lik 1 indikerte at krabben var slapp, bein og klgr hang ned.



Vitalitet lik 2 indikerte at krabben var vital, ved at bein og klar enten strakk seg ut eller trakk
seg inn til kroppen. Avliving ble gjort ved innfrysning i henhold til EFSA (EFSA, 2005, 4.6).
Krabbene ble lagret fryst frem til disseksjon.

2.3 Registreringer og disseksjon

| forkant av disseksjon ble krabbene oppbevart i kjgleskap for opptining i 48 timer. For
disseksjon ble skallbredde malt til naermeste millimeter med skyvelare, samt svartflekker og
antall tapte gangbein/kler ble registrert. Registrering av eventuelle svartflekker (melanin) ble
gjort ut fra en skala fra 0 til 2. 0 indikerer ingen funn av flekker, 1 er fa prikker og 2 er mange
flekker eller starre omrader. Skallkondisjon ble vurdert pa skala fra 1-2, hvorav 1 viser at
skallet gir noe etter ved press og 2 at skallet ikke gir etter. Alle observasjoner ble fart opp i
egne skjemaer (se vedlegg 2). Krabbene ble apnet ved a farst fare en kniv inn mellom
haleklaff og ryggskjold for deretter & presse haleklaffen vekk fra ryggskjoldet. Krabbens
fyllingsgrad av lever ble vurdert opp mot eget skjema og registrert (vedlegg 3). Lever ble tatt
ut og samlet i poser/glass med informasjon om individ og dato (fig. 5). Alle prever ble
fryselagret frem til analyse. Magesekk ble undersgkt for eventuelle rester av pellets. For &
vurdere mageinnholdet ble det benyttet en skal fra 0-1, hvorav 0 = ingen innhold og 1 = noe

innhold.

Figur 5:Viser lever lagret pa glass fra individ 3, 4 og 5.

2.4 Fettsyreanalyse

Fettsyresammensetningen ble fremstilt gjennom gasskromatografi, videre omtalt som GC.
GC er et kjemisk analyseinstrument hvor veeske benyttes som stasjoner fase og en inert gass
som mobil fase (Wibetoe, 2022). For at gasskromatografen (Perkin EImer Autosystem XL)

skal kunne kjgres, matte fettsyrene isoleres fra prgvene og konverteres til derivater som er



flyktige. Dette ble gjort ved behandling med kloroform og metanol.

Leverprgver ble tatt ut av fryser og lagt til tining ett dagn far lipidekstraksjonen. Ca. 2 g lever
ble veid ut fra hver av prgvene og eksakt vekt ble notert, fgr innholdet ble overfart i
kloroform-bestandige sentrifugerar. Til prgven ble det tilsatt 2 mL destillert vann, 4 mL
kloroform (CHCIls, Merck, Tyskland) og 8 mL kjglt metanol (CH3OH, Merck, Frankrike).
Pravene ble homogenisert med en IKA T25 digital Ultra-Turrax (Tyskland) i to minutter.
Etter to minutter ble det tilsatt 4 mL kloroform og homogenisert videre i 30 sek. Deretter ble
det tilsatt 4 mL destillert vann til prgven og homogenisert i nye 30 sek. Prgvene ble
sentrifugert (Thermo scientific SL 40 FR) i 10 minutter ved 4100 rpm (3928 G). Etter
sentrifugering ble kloroformfasen pipettert ut av sentrifugeraret og overfart til et
glassentrifugergr. Et nytt reagensrar ble veid og tilsatt 500 ul fra kloroformfasen. Raret ble sa
plassert i en fordampningsenhet (Reacti-Therm, TS-18824, Thermo Scientifc, USA).
Fordampningen ble gjennomfart ved 70°C og ved tilsetting av nitrogengass (N2). Etter
fordampning ble reret kjglt ned til romtemperatur og vekten av gjenveerende lipider i rgret

notert.

1.5 mL natriumetylat (C.HsONa, Merck, Massachusetts, USA) ble tilsatt prgven og ristet.
Prgvene ble sa plassert i vannbad (100°C) i fem minutter og tatt ut for a kjgles ned. Da rarene
var kjelt ned, ble det tilsatt 2 mL BFs-lgsning (Acros Organics, Geel, Belgia) og preven ristet
nok en gang. Raret ble sa plassert i vannbad i 30 minutter etterfulgt av nedkjgaling til ca.
30°C. Videre ble 1 mL isooktan (CsHis, Merck, Tyskland) tilsatt og preven ristet kraftig, far
5 mL mettet NaCl-lgsning (Merck, Danmark) ble tilsatt og preven igjen ble ristet. Deretter
matte en vente til at innholdet i prgven ble separert.

Videre ble det gverste laget i raret (A) med isooktan pipettert over i et nytt rgr (B) og 1 mL
isooktan tilsatt det farste raret (A) og det ble gjort en svak omrgring. Nar rar (A) var separert
og stabilt, ble det gverste laget (A) pipettert over til rar (B) hvor det ble tilsatt natriumsulfat
(Na2SOs4, Merck, Tyskland) for a fjerne eventuelt vann i praven. Siste gjgremal far
gjennomfgring av GC-analyse, var a pipettere ut 10 ul over til GC-hetteglass og tilsette 1.5

mL isooktan. GC-hetteglass ble sa plassert i Autosampler pa GC for analyse.



2.5 Databehandling

Radata fra foringsforsgk og GC ble behandlet i Excel inklusive bruk av pivottabeller. Fra
foringsforsgket ble det funnet totalt antall pellets spist for hvert individ, samt for hver
uttaksgruppe. For hver gruppe ble det funnet gjennomsnittlig skallbredde, vitalitet,
skallkondisjon, fyllingsgrad av lever og tapte gangbein. Standardfettsyren C23:0 ble fjernet
fra radata fra GC-analysen, og de resterende fettsyrene korrigert til & summere opp til 100%. |
den videre analysen ble det bestemt & fokusere pa de vegetabilske fettsyrene oljesyre,
linolsyre og ALA, samt EPA og DHA. Dette fordi de har vist seg a veere gode indikatorer for
pavirkning fra oppdrett (se 1.1 i introduksjon). Effekten av tid med foring ble undersgkt for
hver av disse fettsyrene. For & undersgke hvor lang tid det gikk fgr krabbene eventuelt fikk en
signifikant endring i innhold av vegetabilske fettsyrer ble disse summert (% innhold oljesyre
+ linolsyre + ALA), og verdien normalisert ved log-transformering. En T-test ble benyttet for
a sammenligne innhold i krabber fra hvert av de syv uttakene med innhold i kontrollkrabber
(tid 0). Innhold av terrestriske fettsyrer i kontrollkrabber ved start av forsgk ble ogsa
sammenlignet med kontrollkrabber ved slutten av forsgket (foret med hvitfisk hele perioden).
Sammenhengen mellom innhold av de ulike fettsyrene i krabber og antall pellets spist ble
undersgkt ved hjelp av en Pearson's korrelasjonsanalyse. P-verdier mindre enn 0.05 ble ansett
som statistisk signifikant. Statistiske analyser ble gjennomfart med assistanse fra veileder. T-
tester ble gjennomfart ved hjelp av analyseverktgy i Excel, mens RStudio ble benyttet i

korrelasjonsanalysen (R Core Team, 2023).

3.0 Resultater

Foringsforsgket av krabbene var vellykket. Individene i forsgket hadde vitalitet malt til 2 som
indikerer god vitalitet, med unntak av to individer som dgde under forsgksperioden, grunnet
remming. Krabbene hadde skallkondisjon grad 2 med unntak av individ 19 og 29, som ble
vurdert til skallkondisjon grad 1. Ingen av individene mistet klgr eller gangbein gjennom
forsgksperioden. Det ble gjort funn av svartflekker pa individ 17, 24 og 28, og disse ble
vurdert til 2 pa skalaen. Gjennomsnittlig skallbredde for hver gruppe varierte fra 14.1 cm til
15.4 cm. Alle detaljene pa individniva er vist i vedlegg 2. Individenes gjennomsnittlige
fyllingsgrad ble malt til 3 (vedlegg 3). Ved disseksjon ble det observert pellets i magesekk

hos to individer. Individdata pa pellets spist gjennom forsgksperioden vises i vedlegg 4.



3.1 Resultater ulike fettsyrer

To individer ble fjernet fra analysen for figur 6 og 8, fordi de ikke tok til seg for gjennom
forsgket. Resultatene viser gjennomsnittlig innhold per uttaksgruppe av oljesyre (a), linolsyre
(b) og ALA (c) i lever i forhold til antall dager foret pa pellets (fig. 6). Innhold av alle
fettsyrene er vist i vedlegg 5. De tre terrestriske fettsyrene hadde alle en gradvis gkning
gjennom forsgksperioden. Figur 6 (a) viser at oljesyre hadde utgangspunkt ved dag 0 med
21.81 + 2.65%, og avsluttet dag 24 med 29.47 £ 6.79%. Figur 6 (b) viser at linolsyre hadde
utgangspunkt dag 0 med 1.85 + 0.44% og endte pa 6.23 + 4.22%. Figur 6 (c) viser at ALA
hadde utgangspunkt dag 0 med 1.85 + 0.44%, og endte forsgket pa dag 24 med 2.70 + 1.72%.
T-testen viste en signifikant endring i innhold av vegetabilske fettsyrer allerede etter seks
dager (p=0.02). Det ble ikke funnet signifikante forskjeller i fettsyresammensetning mellom

kontrollgruppe ved forsgksstart og forsgksslutt.
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Figur 6: Viser sammenhengen mellom oljesyre (a), linolsyre (b) og ALA (c) og antall dager i forsgket.

Figur 7 illustrerer gjennomsnittlig innhold av EPA (a) og DHA(b) i leveren, per uttaksgruppe,
i forhold til antall dager i forsgket. Resultatene viser en jevn nedgang i bade EPA og DHA fra
dag 0 til forsgksslutt dag 24. Gjennomsnittet av EPA i kontrollgruppen dag O var 8.77 +
0.86% og 4.86 + 1.37% for kontrollgruppen som ble tatt ut ved forsgksslutt. Gjennomsnittet
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av DHA i kontrollgruppen dag 0 var 9.97 + 0.88%, sammenlignet med gjennomsnittet for
uttaket ved forsgksslutt som var 6.58 + 0.86%.
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Figur 7: Viser forholdet mellom prosentinnhold EPA (a) og DHA (b) og antall dager i forsgket.

Figur 8 viser forholdet mellom oljesyre, linolsyre, alfalinolensyre og antall pellets spist under
forsgket. De bla punktene representerer oljesyre, hvorav innholdet varierte mellom 16.39%
0g 41.50%. R-kvadrat pa 0.40 viser korrelasjonsfaktoren mellom oljesyre og antall pellets
spist. Gjennomsnittlig innhold av oljesyre i kontrollgruppene var 21.81 + 2.52%. De oransje
punktene representerer linolsyre og varierte i verdi fra 0.96% til 12.86%. R-kvadrat mellom
linolsyre og antall pellets spist var 0.59. Gjennomsnittlig innhold av linolsyre for
kontrollgruppene var 1.38 + 0.52%. De gra punktene representerer innholdet av ALA og viser
en variasjon i verdi fra 0.24% til 5.64%. Faktoren av R-kvadrat mellom ALA og antall pellets
spist var 0.57. Gjennomsnittlig innhold av ALA i kontrollgruppene var 0.75 * 0.56%.
Trendlinjene viser sammenhengen mellom inntak av pellets og prosentinnhold av de ulike
fettsyrene. Det ble observert en signifikant positiv sammenheng for alle tre fettsyrene

(Pearson's korrelasjonstest p <0.001).
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Figur 8: Viser forholdet mellom prosentinnhold fettsyre pa y-akse og antall pellets spist pa x-aksen. BIa prikker viser

oljesyre, oransje prikker viser linolsyre og gra prikker viser ALA.

Figur 9 illustrerer det prosentvise forholdet mellom DHA, EPA og antall pellets spist.
Figuren illustrerer med trendlinje, en nedgang i innhold av EPA og DHA ved et gkende
inntak av pellets. Korrelasjonsfaktoren R-kvadrat for DHA var 0.17 og 0.49 for EPA. Begge
viste en signifikant negativ sammenheng med inntak av pellets (Pearson’s korrelasjonstest:
EPA p<0.001, DHA p<0.0132).
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Figur 9: Viser forholdet mellom prosentinnhold DHA og EPA og antall pellets spist.

Tabell 1 illustrerer fordelingen av oljesyre, linolsyre, ALA, EPA og DHA i forpelletene.
Pelletene inneholdt 43.15% oljesyre, 15.10% linolsyre, 8.78% ALA, 3.07% EPA, 2.91%

DHA og 26.99% av andre fettsyrer. Total fordeling av fettsyrer i pellet er presentert i vedlegg

6.

Tabell 1: Viser prosentinnhold av fettsyrer i pellets.

Fettsyre Prosentinnhold pellets

Oljesyre 43,15%
Linolsyre 15,10 %

ALA 8,78 %

EPA 3,07 %

DHA 2,91 %
Andre fettsyrer 26,99 %
Total 100,00 %

4.0 Diskusjon
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Under arbeidet med bacheloroppgaven ble vi oppmerksom pa en nylig publisert studie som
hadde undersgkt effekten fryselagring har pa lipidoksidasjon i lever. Et forskningsprosjekt
ved Universitetet i Shanghai sa pa lipidoksidasjon ved fryselagring av lever fra krabbearten
Eriocheir sinensis (Fan et al., 2022). Prgvene ble lagret henholdsvis ved -20°C, -40°C og -
80°C i en periode pa fire, atte, tolv og seksten uker. Resultatene viste en signifikant nedgang i
oljesyre, linolsyre, EPA og DHA ved frysing ved -20°C i atte uker. Nedgangen var stgrst
mellom fersk tilstand og fire uker i fryst tilstand. Av fettsyrene skilte ALA seg ut ved at
mengden gkte fra fersk tilstand til fryselagring ved fire uker (Fan et al., 2022). Under vart
forsgk ble leverpravene innsamlet ved ulike tidspunkt, og noen av vevsprgvene har derfor
veert lengre fryselagret enn andre. For a teste om fryselagring kunne pavirke vare resultater,
ble det derfor gjennomfart en ekstra analyse av atte utvalgte leverprgver med ulik

fryseperiode.

Fire av prgvene vare ble lagret ved -20°C i syv uker, resterende prever var lagret ved samme
temperatur i ni uker. Ved undersgkelsen av fryselagringens pavirkning pa fettsyrer, ble det
observert en generell tendens til stgrre reduksjon ved lengre karbonkjeder. EPA og DHA
hadde tydeligere reduksjon enn de andre fettsyrene (vedlegg 7). Tilsvarende tendens hos EPA
og DHA ble ogsa observert i undersgkelsene utfgrt av Fan et al. (2022). Oljesyre, linolsyre og
ALA hadde en marginal endring (vedlegg 7). Vi kan derfor ikke med sikkerhet si at
fryselagringen har hatt noen pavirkning pa resultatene fra var studie, men antar det kan ha

hatt en minimal effekt.

En annen faktor som kan ha pavirket resultatene er sma variasjoner i
fettsyresammensetningen i ulike deler av levervevet. Dette kan vere en arsak til endringene i
vare resultater mellom farste og andre analyse, samt i forhold til resultatene fra Universitetet i
Shanghai. Analytiske og/eller tekniske feil vil ogsa kunne ha spilt inn pa resultatene. |
tidligere studier hvor fettsyreanalyser er gjennomfert, har en ved bearbeiding av
prgvemateriale jobbet med fryste praver for a unnga eventuelle tap av lipider (Meier et al.,
2023). | analysen tilhgrende denne oppgaven ble pravematerialet bearbeidet fra tint tilstand.
Ettersom alle pravene ble behandlet likt vil det kunne antas at innvirkning av eventuelt tap av
lipider vil veere lik hos alle pragvene. Ved behandling av data fra analysen var det likevel store

standardavvik.
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Variasjonen i standardavvikene skyldes sannsynligvis variabelt inntak av pellets hos
krabbene. Resultatene fra forsgket viste at krabbene fikk tydelig endring i fettsyreprofil ved
inntak av laksefor. Det ble ogsa observert store individuelle forskjeller i foropptak (vedlegg
4) noe som gjenspeiles i de store standardavvikene i figur 6 og 7.

Krepsdyr manipulerer maten de spiser med klgrne og munndelene pa utsiden av munnen far
inntak. Denne maten & spise pa gjar det krevende & konsumere pelletert for, ettersom det
lgses opp til mindre partikler og kan spres via stremninger i vannet (Woll et al., 2006). Ved
rengjering av kurvene ble det observert at enkelte krabber hadde flere halve og/eller hele
pellets igjen. Hos andre ble det observert at pelletene var lgst opp til sma partikler. Pelletens
grad av opplgsning har gjort at den manuelle registreringen av antallet spiste pellets i forsgket
var noe ungyaktig. | dette forsgket ble trolig pelletene lgst opp av vannstremninger i
lengdestramsrennene og ved krabbenes bevegelse i kurvene. Krabbene kan ha lgst opp pellets
ved & trakke dem i stykker og/eller ved & ha knust pelleten med klgrne, ettersom konsistensen
til pelleten blir lgsere av a ligge i vann. Opplasningen av pellets kan ha vert en arsak til lavt
foropptak hos enkelte individer, da de ikke har klart & konsumere pelletene. Det lave
féropptaket kan veaere en faktor til stor variasjon i resultatene fra fettsyresammensetningen i
forhold til trendlinjen for vegetabilske fettsyrer (18:1n-9, 18:2n-6, 18:3n-3) (fig. 8). Det kan

ogsa vere en faktor til variasjonen i forhold til trendlinjen for de marine fettsyrene (fig. 9).

Andre arsaker som kan ha hatt innvirkning pa foropptaket kan veere knyttet til stressrelaterte
faktorer. Det antas at krabbenes stressniva var hgyest ved innsetting da de ble handtert mye i
form av flytting, nummerering og fjerning av strikk/strips. Konsumet av pellets de to farste
dagnene i forsgkskurvene var likevel sa hgyt at vi antar at stressnivaet var relativt lavt. God
vitalitet og ingen tap av gangbein underbygger ogsa dette. Tap av gangbein forekommer
vanligvis nar krabben er utsatt for stress eller angrep (Woll, 2005). Det ble ikke registrert tap
av gangbein under forsgksperioden, noe som kan tyde pa at de eksperimentelle forholdene

var gode.

Gjennom forsgket ble det gjort malinger av salinitet, oksygeninnhold og temperatur i
lengdestramsrennene for a kontrollere at verdiene var innenfor akseptable nivaer.
Normalnivaer for oksygenmetning innenfor akvakultur er satt til 80-110% metning (Rosten,

2009). Vare malinger var innenfor grenseverdiene. Det antas derfor at parameterne ikke har
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hatt betydelig innvirkning pa forsgksresultatene. Resultatene fra undersgkelsene tyder ogsa

pa at forholdene var gode under forsgksperioden (vedlegg 2).

En studie fra 2011 har sett pa hvordan fettsyreprofilen i tilapia (Oreochromis niloticus)
endrer seg over tid med tre ulike fordietter bestaende av hgye nivaer av soyaolje, linfrgolje
eller fiskeolje (Szabd et al., 2011). I dietten med linfrgolje ble en signifikant endring i innhold
av ALA funnet i leveren etter seks uker (Szabo et al., 2011). Tilapia er en mager fisk
(Abolagba & Melle, 2008) og lagrer hovedsakelig fettet i leveren (Nagelsen, 2021).

Laksefisk pa den andre siden, som er en fet fisk, bruker muskulaturen for fettlagring
(Nagelsen, 2021). | en studie gjort pa coho-laks (Oncorhynchus kisutch) og regnbuegrret
(Oncorhynchus mykiss) ble det brukt to ulike dietter for & undersgke endringer i innhold av
fettsyrer (Skonberg et al., 1994). En diett bestod av fér med hgyt innhold av solsikkeolje, den
andre hadde hgyt innhold av sildeolje. Fisk som ble foret med hgyt innhold av solsikkeolje
hadde signifikant hgyere nivaer av oljesyre sammenlignet med fisk pa sildeolje-diett.
Konsentrasjonen av oljesyre i visceralt fett i muskulaturen nadde en topp etter to uker pa
solsikkeolje-diett (Skonberg et al., 1994).

Det er gjort lite forskning pa hvor lang tid det tar far man ser noen signifikant endring i
fettsyresammensetningen ved endret diett for krepsdyr. Resultatene fra vare fettsyreanalyser
viste en signifikant endring i innhold av vegetabilske fettsyrer fra kontrollgruppen til fgrste
uttak etter seks dager. Resultatet viste ogsa at det ikke var noen signifikant endring mellom
kontrollgruppene, noe som bekrefter at foret var den avgjerende faktoren. Med tanke pa at
farste uttak var etter seks dager, kan vi konkludere med at endringen forekommer mellom

null til seks dager.

Funksjonaliteten til organene hos fisk i forhold til krabbe kan veere en arsak til at endringen i
fettsyresammensetning skjer ved ulik hastighet. Dette begrunnes med at hepatopancreas, som
beskrevet i pkt. 1.2, fungerer som et fordgyelsesorgan i tillegg til lever og kan derfor
inneholde ufordgyde fettsyrer. | fisk er lever og fordgyelsessystem adskilt, og muligheten for
a registrere fettsyrene i leveren kan derfor kunne ha et lengre tidsforlgp. Dette er trolig bare
deler av arsaken da det er funnet raske endringer i fettsyresammensetningen hos andre arter.

Eksempelvis er det sett pa forholdet mellom tid og opptak av fettsyrer hos rotter (Owen et al.,
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2004). | studien gjort pa rotter ble det gitt en diett som inneholdt 10% fiskeolje i en
tidsperiode pa 42 dager. Etter to dager ble det observert en signifikant gkning i innhold av
EPA og DHA, samt en signifikant reduksjon i innhold av oljesyre og linolsyre i hjertevevet til
rottene (Owen et al., 2004). Som tidligere nevnt, ble det i vart forsgk observert en signifikant
forskjell i fettsyresammensetningen etter seks dager. Det kan antas at denne endringen kan
observeres enda tidligere, slik som i studien med rotter. Likevel er det vanskelig a direkte

sammenligne resultatene fra vart forsgk med studien utfart pa rotter.

Siden det observeres en relativt rask endring i fettsyresammensetning, vil det veere interessant
a undersgke tiden det tar & reversere endringen. | en studie fra 2006 ble det undersgkt hvor
lang tid det tar for lipidsammensetningen i kinaullhdndskrabbe (E. sinensis) endres ved
sulting (Wen et al., 2006). Etter 30 dager uten for viste resultatene en signifikant nedgang i
den totale fettsyresammensetningen i leveren. Det var ingen endring i innhold av oljesyre,
men innholdet av linolsyre og ALA gkte med noen prosentpoeng. Etter 60 dager var oljesyre
betraktelig redusert, mens innholdet av linolsyre og ALA gkte vesentlig (Wen et al., 2006).
Denne endringen skyldes antageligvis forbruket av fettsyrer som kilde til energiforbruk og
kan fare til prosentvis gkning av linolsyre og ALA ved reduksjon av andre fettsyrer i leveren.
| en studie gjennomfert med piggvar (Psetta maxima) ble det gitt for med vegetabilske oljer i
tre maneder (Regost et al., 2003).

Etter tre maneder gikk de tilbake til en diett med marine oljer for a studere hvor lang tid det ta
for fettsyresammensetningen reverseres. Etter to maneder pa marint for samsvarte ikke
fettsyresammensetningen til forsgksindividene med kontrollgruppen, som under hele forsgket
hadde marin diett (Regost et al., 2003).

Informasjonen fra vart laboratorieforsgk kan brukes til & si noe om hvordan
fettsyresammensetningen til viltlevende krabber pavirkes av forutslipp. Oppstart av nye
anlegg vil det kunne veere nyttig a analysere viltlevende krabber i omradet. Innsamlingen av
krabbene kan da, basert pa kunnskap fra dette forsgket, innhentes relativt raskt etter oppstart.
Dette fordi resultatene vare viser en rask endring i fettsyresammensetningen ved inntak av
pellets. Grunnet variert diett hos viltlevende krabber forventes det at endringen i
fettsyresammensetningen vil skje langsommere og/eller ikke gi like hgye utslag pa de
vegetabilske fettsyrene enn i dette forsgket.
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Per i dag er det gjort lite forskning pa effekten vegetabilske fettsyrer kan ha pa marine
organismer. Noen undersgkelser viser at arter som krakeboller (Heliocidaris erythrogramma)
og slangestjerner (Ophiocomina nigra) kan fa endret fettsyreprofil dersom de oppholder seg
under og rundt oppdrettsmerder (Woodcock et al., 2018). Undersgkelsene viste blant annet at
reproduksjon og overlevelsesevne til larver hos artene ble betraktelig redusert ved gkt inntak
av vegetabilske fettsyrer (ALA og LA), samt ved en reduksjon i marine fettsyrer (EPA og
DHA) (Woodcock et al., 2018). De langkjedede marine fettsyrene EPA og DHA er
essensielle for at blant annet villtorsk skal kunne ha en optimal utvikling. Studier viser at

disse fettsyrene har stor pavirkning pa larvestadiet og ved eggproduksjon (Meier et al., 2023).

Flere studier har som tidligere nevnt, funnet tendenser til at diett med gkt innhold av
vegetabilske fettsyrer kan ha negative konsekvenser pa reproduksjon hos blant annet
krakebolle, sjastjerne og ulike fiskearter (Meier et al., 2023; Suprayudi et al., 2004; White et
al., 2016; White et al., 2017). Pa bakgrunn av dette kan det tenkes at de vegetabilske
fettsyrene vil kunne ha samme effekt pa reproduksjonen hos krabber og andre bentiske

organismer.

5.0 Konklusjon og videre studier

Hensikten med vart forsgk var & undersgke hvor lang tid det tar far vi ser en signifikant
endring i innhold av vegetabilske fettsyrer i leveren til taskekrabben ved foring av pellets for
laks. Funnene i denne oppgaven viste at krabbene fikk signifikant endring i
fettsyresammensetningen etter seks dager. Trolig vil denne endringen veare synlig tidligere og
for mer presise resultater bgr videre studier gjennomfares med hyppigere uttak for a
konstatere nar farste signifikante endring er malbar. | dette forsgket ble ikke forrester fra
krabbene veid ut, og det er derfor ikke mulig a ansla ngyaktig hvor mye hvert individ har
konsumert. Ved videre undersgkelser kan det derfor vaere gunstig & gjennomfare veiing av
forrester, slik at en kan fa et tydeligere forhold mellom foropptak og fettsyresammensetning.
Som nevnt i diskusjon har flere studier sett pa fettsyresammensetning i gonader og andre
organer hos ulike arter. Det kan veere nyttig a se n&ermere pa sammensetningen i andre
organer hos taskekrabben ved videre studier, for en bedre oversikt over den totale endringen i

fettsyreprofilen.
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Ved preparering av praver til GC-analyse bgr ogsa prgvematerialet homogeniseres far
innveiing. Dette for 4 redusere usikkerheten ved at omrader i leveren kan ha sma ulikheter i
fettsyresammensetningen. Ved videre studier bar det vurderes a preparere prgvene rett etter
uttak for & unnga fryselagring, ettersom dette ogsa er en mulig usikkerhet ved resultatene. En
mer detaljert forstaelse av forholdet mellom férinntak og endring av fettsyresammensetning
for viltlevende taskekrabber, kan veere nyttig i videre forskning av miljgpavirkninger som
forutslipp kan ha for bentiske organismer. Det finnes lite kunnskap om hvor lang tid
vegetabilske fettsyrer kan spores i krabber som har sluttet a beite pa pellets, eksempelvis ved
brakklegging av oppdrettsanlegg. Informasjonen fra eventuelle videre studier kan brukes til &

avgjare tidspunktet for gjennomfaring av miljgundersgkelser ved oppdrettsanlegg.
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