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Sammendrag

Oppdrettsn@ringen har hatt betydelig vekst over flere tidar. Norge er i verdenstoppen av
produksjon og eksport, og forbrukermarkedet stiller strenge kvalitetskrav til produktet.
Melaninflekker er en merkfarging i laksefileten og betegnes som et stort kvalitetsavvik, som
forer til reklamasjoner og et svekket omdemme, og ikke minst et enormt ekonomisk tap.
Foreslatte arsakssammenhenger til melaninflekker er mange, og melaninflekker beskrives som

en lokal betennelsestilstand 1 laksefilet, med tilstedevaerelse av betennelsesceller.

I denne masteroppgaven ble neringsinnhold i form av fettinnhold, fettsyresammensetning og
fettklassesammensetning analysert i melaninflekker og i omliggende vev uten melanin.
Metoder valgt for analysene var fettekstraksjon med etylacetat, gasskromatografi med
flammeionisasjonsdetektor og heypresisjon-vaeskekromatografi. Et datasett fra et slakteri med
fileteringslinje ble i tillegg undersokt, der melaninfileter ble registrert under kontrolltellinger.
Forekomsten av melaninflekker har de siste 20 &rene okt betydelig, og oppdrettsselskapene
taper store summer pd nedklassifisering av melaninfileter, der flekkene skjeres vekk eller
filetene kasseres hel. Det er derfor interessant & se pd hva melaninflekkene bestir av, for a

bygge forstielse for hva det er som kasseres og gir skonomisk tap.

Totalt sett var det marginale forskjeller i fettinnhold og fettsyresammensetning, og det er lite
som antyder at melanisering pavirker fettinnhold- og fettsyresammensetning i filetene. Det ble
observert en lavere konsentrasjon av TAG og en hgyere konsentrasjon av FFA, DAG og FAlc
1 melaninfiletene sammenlignet med kontrollfiletene og punkter utfor melaninflekk, noe som
kan tyde pa en okt hydrolyseaktivitet av fett i melaninflekkene. Forekomsten av
melaninflekkene ble pé det aktuelle slakteriet funnet til & veere lavest i 2017, hayest i 2018 og
jevnt rundt 13 % fra 2019-2022.

Basert pa resultatene og tidligere studier kan det antydes fettsyresammensetning og fettinnhold
1 og rundt melaninflekkene blir lite pavirket av melanisering, samt en litt storre pavirkning pa

fettklasser. Det er i tillegg lite som forklarer forekomsten ved dette slakteriet de aktuelle drene.
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Forkortelser

ALA alfa-linolensyre C18:3n-3

ARA arakidonsyre C20:4n-6

DHA dokosaheksaensyre C22:6n-3

EPA eikosapentaensyre C20:5n-3

DPA dokosapentaensyre C22:5n-3

MUFA monoumettede fettsyrer

PUFA flerumettede fettsyrer

SFA mettede fettsyrer

FA fettsyrer

FFA frie fettsyrer

TAG triacylglyserol

DAG diacylglyserol

MAG monoacylglyserol

FAlc fettalkohol

4-HNE 4-hydroxy-2-nonenal

PL fosfolipider

MeOH metanol

DCM diklormetan

N nitrogengass

NaCl natriumklorid / saltvann 0.9 %

n-3 omega-3

n-6 omega-3

n-3 LC PUFA langkjedede omega-3 fettsyrer
IS internstandard

GC-FID gasskromatografi flammeionisasjonsdetektor
HPLC heypresisjonsvaskekromatografi
HSMB hjerte- og skjelettmuskelbetennelse
CMS kardiomyopatisyndrom






1 Innledning

Oppdrett av atlantisk laks (Salmo salar, Linnaeus, 1758) begynte pa 1970-tallet i Norge
(Gjedrem et al., 1991). Grunnlaget for oppdrettsnaringen ble lagt ved a hente laks fra 41 ulike
lakseelver i Norge for & pa denne méten kunne danne en robust og rasktvoksende domestisert
utgave av villaksen (Gjedrem et al., 1991). Oppdrett av atlantisk laks skulle sikre en storre
matproduksjon, og vare en bi-inntekt for jordbrukere og fiskere. Utover 1980-tallet okte
produksjonen av atlantisk laks og naringen ble utviklet til & romme mange akterer. De siste
tidrene har oppdrett av atlantisk laks hatt jevn ekende vekst frem til i dag. Norge ligger i
verdenstoppen for produksjon og eksport av atlantisk laks og med en produksjon pa
1,5 millioner tonn i 2022 star Norge for over halvparten av lakseproduksjonen i verden, med

Chile pa andreplass (Norges Sjematrad, 2023).

Matsikkerhet — tilgang pd nok, sunn og berekraftig produsert mat til verdens befolkning, blir
viktigere og viktigere ettersom verdenspopulasjonen forventes & gke til 8,5 milliard mennesker
innen 2030 (Nearings- og fiskeridepartementet, 2021; United Nations, 2019). Et av FNs 17
barekraftmal for agenda 2030 er & «utrydde sult, oppnd matsikkerhet og bedre ernering, og
fremme berekraftig landbruk» (United Nations, 2015). Norge har en unik mulighet & bidra
grunnet kompetanse og naturlige passende forhold for havbruk. I 2023 ble rekordheye 1,2
millioner tonn laks eksportert ut av Norge (Norges Sjematrad, 2024b). Dette tilsvarer mye mat,

og en sd hagy produksjon i drene framover vil det vare viktig for naeringen & drive berekraftig.

Norske slakterier slakter og foredler oppdrettslaks, og eksporterer produktet ut i det store
verdensmarkedet. Polen, Danmark og USA var i 2023 de tre landene med heyest import av
norsk oppdrettslaks (Norges Sjematrad, 2024a). Eksporten bidrar til stor verdiskapning i Norge
0g 12023 ble det eksportert laks for rekordheye 122,5 millioner kroner, en verdigkning pa 16 %
sammenlignet med det forrige rekordaret, 2022 (Norges Sjematrad, 2024b).

Laksefileter som ikke oppnér forventningene til forbrukermarkedet, kan bli nedklassifisert.
Nedklassifisering av laksefileten er en stor utfordring for oppdrettsnaringen. For laks som
selges 1 rundvekt er faktorer som vil lede til nedklassifisering mer utfordrende & detektere
sammenlignet med laksefilet. Hos fileterings- og foredlingsfabrikker vil nedklassifiseringer
kunne fore til kassering av hele eller deler av filet. Faktorer som kan fore til nedklassifisering

er vanligvis misfarging, filetspalting eller konsistens (Merkere, 2012).
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Denne nedklassifiseringen har store konsekvenser for oppdrettsnaringen da det skaper svikt 1
omdemme, okonomisk tap som felge av  kvalitetsavvik og misneye i

forbrukermarkedet (Morkere, 2012).

En av hovedarsakene til nedklassifisering av filet de siste &rene har vert misfarging med morke
flekker 1 fileten, ogsd kjent som melaninflekker. Fiskeri- og havbruksnaringens
forskningsfinansiering (FHF) opprettet i 2011 et overvakingsprogram, viderefort av Nofima,
som viser en gkning av disse flekkene i laksefileten de siste 15 &rene (Merkere, 2017). 12016
ble det rapportert et omfang péd rundt 19 % av merke flekker i filet (Merkere, 2017). Dette
kvalitetsproblemet har en enorm ekonomisk konsekvens for naringen da mye laksefilet ma
kasseres og det anslés et gkonomisk tap pad melaninrelaterte kvalitetsavvik pa 0,5-1 milliard

kroner érlig (Bjergen, 2022).

Forskjellige teorier forklarer mulige grunner til melaninflekker, hvor det er foreslatt at
forandringene kan oppsté av blant annet ribbensbrudd, vaksinering, infeksjon med PRV-1 virus,
forsammensetning, oksidativt og metabolsk stress (Merkere et al., 2022).
Arsakssammenhengene er flere, og det fremkommer ikke per dags dato enslige grunner til

melaninflekker.

I denne masteroppgaven bestér rastoffet av fileter av atlantisk laks fra Bredrene Karlsen A/S
pa Husey, Senja. Bradrene Karlsen A/S har en slaktelinje som slakter og fileterer laksen som
sendes til et forbrukermarked i USA med strenge kvalitetsforventninger. Store partier med
atlantisk laks med melaninflekker forer til at hele, eller deler av fileten mé kasseres og bedriften
blir pafert store tap. Det er derfor interessant & undersgke naringsinnholdet i laksefilet med
melaninflekk, bade i selve flekken, men ogsa i omliggende muskel og sammenligne dette med

laksefilet uten melaninflekker.
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Formal

Hovedformélet med oppgaven er & sammenligne naringsinnhold i form av fett i melaninflekker
i laksefilet og omliggende muskel med vev uten melanin. I tillegg skal det undersekes om det
er en trend i forekomst av melaninflekkene gjennom aret og over ar ved & analysere et datasett
med innrapportert melaninforekomst fra et slakteri med slakte- og fileteringslinje, som slakter

for oppdrettslokaliteter i Nord-Norge.
Delmal:

1. Bestemme og sammenligne fettsyresammensetning og fettklasseoppbygging i fileter
med melaninflekker med fileter uten melaninflekker, bade i melaninflekk-omréadet og

fastsatte avstander lengre bak i fileten.

2. Analysere et datasett med nedklassifiseringer av filet, herav talte fileter med

melaninflekker fra et slakteri med slakte- og fileteringslinje.
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2 Bakgrunn

2.1 Helse og sjomat

I 2022 var en andel 43 % av alle verdens voksne overvektig, der 16 % var ekstremt
overvektig (fedme) globalt sett (World Health Organization, 2024). Overvekt defineres av en
kroppsmasseindeks pa over 25 kg/m?, mens fedme defineres av en kroppsmasseindeks pa over
30 kg/m? (World Health Organization, 2024). I takt med ekende andel overvektige har andelen
livsstilssykdommer (sykdommer relatert til et individs levemate, ikke smittsomme) ogsa okt,
og overvektige har sterre sjanse for a bli utsatt for blant annet hjerte- og karsykdommer, type 2
diabetes mellitus, metabolsk syndrom, enkelte krefttyper, endokrine lidelser, muskel- og
skjelettsykdommer (Apovian, 2016). Endringer i livsstil vil kunne senke risikoer for en rekke
av disse problemene (Willett et al., 2006), hvorav kostholdsendringer til et kosthold med
gronnsaker, grove kornprodukter, fisk og magre produkter av kjott og meieri anbefales

(Helsedirektoratet, 2018).

Fisk og sjemat har hey naringsverdi, og inngér derfor i ulike kostholdsrdd. Fisk har et hoyt
innhold av hegykvalitetsproteiner (deriblant essensielle aminosyrer som lysin og metionin),
vitaminer (A, B og D) og mineraler (selen, jern, kalsium, sink, fosfor og jod) (Béné et al., 2015).
Mest har det vert fokus pé innhold av de langkjedede umettede fettsyrene som kommer fra
marint fett (Olsen, 2023). Det ble for alvor satt sekelys pa disse marine omega-3-fettsyrene
etter at det pd 1970-tallet ble foretatt studier av Bang og Dyerberg om forekomst av hjerte- og
karsykdommer hos inuitter pd Grenland, hvor inuittene pa Grenland hadde en mindre
dedelighet som folge av hjerteproblemer enn inuittene i Danmark og evrige Skandinavia
(Kromann & Green, 1980; Olsen, 2023). Dietten til inuittene pa Grenland hadde et mye hoyere
inntak av langkjedede umettede fettsyrer fra et marint kosthold, enn de skandinaviske. Dette ga

ideen til videre forskning angéende de aktuelle fettsyrene.

Side 4 av 46



2.2 Atlantisk laks

Atlantisk laks er en art i laksefamilien (Sa/monidae) som lever i det nordlige Atlanterhavet, i
tillegg til elver tilknyttet Nord-atlanteren. Atlantisk laks blir klekket i elven og lever sine forste
ar i ferskvann, for den vandrer ut i Atlanterhavet som smolt for & spise. Smolt betegnes som en
ung fisk i fasen for kjonnsmodning, som har gjennomgatt utvikling for & téle saltvann. Nar
laksen er kjennsmoden vandrer den tilbake til elva der den klekket for & gyte. Atlantisk laks har

vert under fiskeri bade i elv og hav, til matauke, i mange tiar (Havforskningsinstituttet, 2019).

Det er kjent at laks er helsebringende, bade pa grunn av sine hgykvalitetsproteiner, men ogsa
grunnet innhold av umettede fettsyrer i form av omega-3-fettsyrer (Olsen, 2023). Laksen spiser
per dags dato et for der planteoljer i stor grad har erstattet de marine oljene, sammenlignet med
for 15 ar siden (Jensen et al., 2020). Oppdrettet laks inneholder derfor mye mindre EPA og
DHA enn for, samtidig som fisken er blitt fetere. Ukesbehovet for EPA og DHA dekkes ved a
spise 150 g laks hver uke (Jensen et al., 2020; Moxness Reksten et al., 2022).

2.3 Lipider

Lipider, eller fett, er en fellesbetegnelse pa en stor gruppe biologiske stoffer som karakteriseres
av deres loselighet i organiske stoffer (Olsen, 2023). Fettsyrer er den enkleste formen for fett,
og er bestanddeler i mange av de komplekse gruppene innenfor fett (Calder, 2015). En fettsyre
er bygget opp av en hydrokarbonkjede (karbonatomer med hydrogenatomer i kjedestruktur), og
en karboksylgruppe (-COOH) (Olsen, 2023). Fettsyrer kan vaere mettede (SFA) eller umettede.
En mettet fettsyre har en karbonkjede med enkeltbindinger mellom karbonatomene, mens de
umettete fettsyrene deles i to: monoumettede fettsyrer (MUFA) som har en dobbeltbinding
karbonkjeden, og flerumettede fettsyrer (PUFA) som har mellom 2 til 6 dobbeltbindinger i
karbonkjeden. Omega-3 og omega-6 fettsyrene tilharer PUFA og karakteriseres av hvor den
den nermeste dobbeltbindingen er plassert i forhold til metylenden (-CH3). Omega-3-fettsyrene
har en dobbeltbinding plassert tre karbonatomer unna metylenden, pd samme méte som omega-
6-fettsyreme har en dobbeltbinding plassert seks karbonatomer unna metylendel (Olsen, 2023).
Videre kan PUFA med 20-22 karbonatomer i hydrokarbonkjeden navngis langkjedede
flerumettede fettsyrer (LC-PUFA). Disse fettsyrene er sentrale ndr laks og annen sjemat

omtales, da blant annet EPA og DHA inngéar i LC-PUFA.
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Figur 1: Omega-3-fettsyren a-linolensyre (ALA). Figur hentet fra (ChemSynthesis, 2022) 01.02.2024

Omega-6 fettsyren linolsyre (LA) og omega-3 fettsyren alfa-linolensyre (ALA) (Figur 1) er de
to essensielle fettsyrene, som har sin opprinnelse i planteriket. Linolsyre kan ved hjelp av en
rekke enzymer syntetisere arakidonsyre (ARA) og dokosapentaensyre (DPA), mens alfa-
linolensyre pa samme maite kan syntetisere EPA og DHA (Olsen, 2023; Simopoulos, 2016)
(Figur 2). Det er imidlertid et sterre inntak av omega-6 kontra omega-3 i vestlig kost, som
resulterer i at det vil foregé en hoyere syntese av ARA enn EPA og DHA, samtidig som syntesen

av EPA og DHA er lite effektiv (Olsen, 2023).

n-6 n-3
18:2 (LA) 18:3 (ALA)
A6-desaturase
18:3 (GLA) 18-4
elongase *
eicosanoids <+— 20:3 (DGLA) 20:4
AS-desaturase
eicosanoids <— 20:4 (ARA) 20:5 (EPA) —» eicosanoids, resolvins
¢ elongase
22:4 22:5 (DPA)
* elongase ¢
24:4 24:5
¢ A6-desaturase ‘
24:5 24:6
* peroxisomal oxidation ¢
22:5 (DPA) 22:6 (DHA) —» resolvins

Figur 2: Biokjemisk dannelse av EPA, DHA og DPA fra de essensielle omega-6 og omega-3 fettsyrene
linolsyre og a-linolensyre, inklusive enzymer som deltar. Figur hentet fra (Brenna & Lapillonne, 2009)
05.04.2024
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Omega-6 er som tidligere nevnt essensielt for en sunn helse, men det er vist at et ubalansert
omega-6/omega-3 ratio i omega-6 fettsyrenes faver promoterer overvekt og livsstilssykdommer
(Mozaffarian & Rimm, 2006; Rimm et al., 2018; Simopoulos, 2016). Derav ligger det
anbefalinger om gkt inntak av EPA og DHA, da dette vil veere med pa a senke forholdet mellom
omega-6 og omega-3. En rekke positive helseeffekter av EPA/DHA inntak er undersgkt og
bekreftet. Spesielt er dette rettet mot hjerte og -karsykdommer, fosterutvikling, kognitiv
funksjon, eyehelse og mental helse, blant annet grunnet deres molekylare struktur med
antioksidative signalveier (Calder, 2011; Djuricic & Calder, 2021; Rimm et al., 2018;
Simopoulos, 2016; Swanson, 2012).

Grupper innenfor fett er hensiktsmessig & dele opp etter funksjonen i biologiske systemer.
Lagringsformen for fett i vertebrater er triacylglyserol (TAG), som bestér av en glyserolstamme
med henholdsvis tre ulike fettsyrer bundet til seg med esterbindinger (Olsen, 2023).
Triacylglyserol kan spaltes til frie fettsyrer (FFA), diacylglyserol (DAG) og monoacylglyserol
(MAG) av enzymet lipase, og re-esterifiseres tilbake til TAG i enterocyttene. MAG og DAG er
ofte bare metabolske mellomliggende produkter i hydrolyse eller re-esterifisering av TAG,
mens FFA kan bindes til andre funksjonelle molekyler som eksempelvis kolesterol (Epand,
2015; Olsen, 2023). Kolesterol og fosfolipider (PL) tilherer membranlipidene, og har en
hydrofil del og en hydrofob del, som gjor den selektivt permeabel. Kolesterol tilhgrer sterolene
og har fire ringer, med en hydroksylgruppe og en hydrokarbonhale. Kolesterol opptrer i fri form
i alle cellemembraner, mens det ellers er bundet ved esterbinding til en fettsyre pa
hydroksylgruppa, og kalles da kolesterylester (Olsen, 2023). Fosfolipider har flere
undergrupper, men den sterste gruppen er glycerofosfolipid. Disse bestir av glyserol, to

fettsyrer, en fosfatgruppe samt en alkohol, en base eller en aminosyre (Olsen, 2023).

2.4 Melanin

Ordet «melanin» kommer fra den greske termen melas, som betyr svart. Melanin er en gruppe
morke, naturlige pigmenter som finnes i mange forskjellige organismer, med mange
forskjellige funksjoner og strukturer (Cordero & Casadevall, 2020). De deles opp i fem klasser,
der klassene eumelanin, pheomelanin og neuromelanin finnes i mennesker og dyr, mens
allomelanin og pyomelanin herer til planter og mikroorganismer (Cordero & Casadevall,
2020). De biologiske funksjonene bestdr av blant annet UV-beskyttelse, termoregulering,

antioksidering mot frie radikaler, metallchelatering og i tillegg kan melanin inneha ulike
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immunfunksjoner som antimikrobiell/antivirus aktivitet (Song et al., 2023). Melanin produseres
i melanocytter som hos pattedyr lokaliseres 1 hud (klassiske melanocytter), oyne, indre organer

og indre ore (ikke-klassiske melanocytter) (Bjorgen & Koppang, 2024).

Hos teleost fisk produseres det kun eumelanin i melanocyttene, som ogsa er den vanligste
formen for melanin (Kottler et al., 2015). Melanocytter hos fisk vil normalt sett bli kalt
melanoforer, som er pigmentceller til hud og eye. Det eksisterer flere andre pigment-celler
tilherende fiskens farge utad, blant annet xanthoporer, iridophorer, leukophorer og cyanoporer
(Kottler et al., 2015). Melanocytter inneholder intracellulere organeller kalt melanosomer, hvor
det foregdr melanosyntese. Melanosyntese er dannelsen fra tyrosin til eumelanin ved hjelp av
enzymene tyrosinase, tyrosinase-relatert protein-1 og tyrosinase-relatert protein 2/dopachrome

tautomerase (Bjorgen & Koppang, 2024).

I tillegg til pigmentering, vil melanin i fisk utspille seg i form av makrofag-celler. Makrofager
tilherer de hvite blodcellene (leukocyttene) (Agius & Roberts, 2003). Melanin-relaterte
makrofager kan utspille seg som melano-makrofager eller melanofager (Bjergen & Koppang,
2024). En melano-makrofag er en knute-lignende fagocytt, som inneholder pigmentene
lipofuscin, hemosiderin og melanin (Steinel & Bolnick, 2017). Melano-makrofagene eksisterer
i amfibier, fisk og reptiler, og har hos laks tilherighet i de hematopoetiske vevene milt, hodenyre
og lever. Melano-makrofager foreligger hos laksefisk jevnt distribuert i de hematopoetiske

vevene (Agius & Roberts, 2003).

Det foreligger usikkerhet i hvorvidt melanininnhold i melano-makrofager er et resultat av
fagocytose eller om det syntetiseres 1 cellen, og generelt er lite kjent om cellen. (Bjorgen &
Koppang, 2024). Deres funksjon er ogsa mye diskutert, men blant annet deres tilstedeverelse
under inflammatoriske tilstander, der de innehar en fagocyterende rolle mot patogener er vist
(Bjergen & Koppang, 2024). I tillegg er det vist at ved vaksinering med olje-baserte vaksiner,
gir en svart fargeendring i det affiserte vevet grunnet melano-makrofagenes akkumulering
(Koppang et al., 2005). Dette foreslar at cellene i inflammatoriske omrader danner granulomer
(Bjorgen & Koppang, 2024). Melano-makrofager er vist & fjerne patogene bakterier fra
sirkulasjonen ved fagocytose (Brattgjerd & Evensen, 1996). 1 inflammatoriske
muskelforandringer hos laks har det vist seg & vere tyrosinase samt tyrosinase-relatert-
protein 2, noe som gir grunnlag for en de-novo-syntese av melanin i melano-makrofagene i det
affiserte vevet (Bjorgen & Koppang, 2024; Larsen et al., 2012). Hos laks infisert med Piscine
orthoreovirus-1 (PRV-1) ble det i to ulike studier pévist virus-antigen og MHC-klasse 11
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molekyler i melano-makrofager, noe som tyder pa en antigen-presenterende evne hos cellene
(Bjorgen & Koppang, 2024; Larsen et al., 2012). Celletypen har derfor en rolle innenfor

immunforsvaret hos laks.

2.5 Melaninflekker

Melaninflekker er merkpigmenterte flekker i hvit muskulatur hos atlantisk laks, vanligvis
lokalisert i buk- og rygg omréde i fileten, i forbindelse med ribbein (Jiménez-Guerrero et al.,
2022; Merkere et al., 2022). Flekkene kan vaere veldig markerte med en svart/brun farge, eller
mer diffuse/gralig. Det kan vere variasjoner i storrelse og antall flekker pé fileten, men de fleste
flekkene er opptil 3 cm brede og noen millimeter tykke (Meorkere et al., 2022; Wakamatsu et
al., 2023).

Melaninflekker fremstar som en akutt eller kronisk betennelsestilstand 1 muskulaturen, som
farges av en gkt akkumulering av melano-makrofager (Bjorgen et al., 2019; Merkere et al.,
2022). Det er ved histologi vist at flekkene inneholder en akkumulering av bindevev, samt gkt
forekomst av 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) i flekkene (Merkere et al., 2022). En okt
forekomst av 4-HNE tyder pa oksidasjon av flerumettede fettsyrer i cellemembranene (Li et al.,
2022). Muskulaturen i melaninflekken er ofte ogsd hardere enn normalvev, som folge av
arrdannelse og forhgyet innhold av enkelte mineraler, da spesielt jern (Merkere et al., 2022).
Begynnelsen pa en melaninflekk er trolig en vevsskade som etter hvert karakteriseres av en
granulomates betennelse (Brimsholm et al., 2023; Merkere et al., 2022). Det er ogsa vist

nekrotiske muskelceller i melaninflekker (Brandshaug, 2016).

Rade flekker/blodflekker er ogsa en form for misfarging i laksefileten, og det spekuleres mye
om sammenhengen mellom rede flekker og melaninflekker. Redfargen skyldes ofte blod eller
oksiderte proteiner (Merkere et al., 2022). Rede flekker kan oppsta allerede hos pre-smolt i
ferskvannsfase, mens melaninflekker oppstar som regel noen maneder etter at fisken har
kommet i sjoen, altsd hos sterre fisk (Merkere et al., 2022). Eumelanin ble i et forsek detektert
imelaninflekker og ikke i rode flekker, sd det er et klart skille mellom filetflekkene (Wakamatsu
etal., 2023). Rade flekker er derimot foreslatt & vaere en forloper til melaninflekker (Brimsholm

etal., 2023).
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2.5.1 Arsakssammenhenger

Det finnes flere teorier rundt arsakene til at melaninflekkene oppstar. @kningen av forekomst
til melaninflekkene oppsto omtrent pad den tiden det ble okt bruk av planteoljer istedenfor
marine oljer/fiskemel i foret, og ogsa parallelt med ekning av forekomsten til sykdommen
hjerte- og skjelettmuskelbetennelse (HSMB) (Merkere et al., 2022). Som folge av gkt bruk av
planteoljer i for har innholdet av EPA + DHA i fileten blitt 60 % lavere fra 2005 til 2020, og
innblanding av planteoljer har fort til at mengden omega-6-fettsyrer har gkt (Moxness Reksten
et al., 2022). En studie fra 2016 viste at laks med mindre EPA + DHA i foret fikk okt prevalens

av melaninflekker i filet, trolig relatert til betennelsesreaksjoner (Sissener et al., 2016).

HSMB er en virussykdom som siden oppdagelsen i 1999 har hatt en stor gkning i forekomst.
Sykdommen inntreffer laksen i sjefasen og infiserer erytrocytter med agensen PRV-1 (Piscine
orthoreovirus) (Sommerset et al., 2024). De mest uttalte forandringene kan sees ved betennelse
i hjertemuskulatur og red skjelettmuskulatur. Det er foreslatt at PRV kan pavises i
melaninflekker, og muligens forverre problemet, men det er ikke pévist 4 vaere begynnende
arsak til flekkene da viruset i hovedsak pavises i erytrocyttene (som er til stede under en
infeksjon) (Bjergen et al., 2019; Malik et al., 2021; Sommerset et al., 2024). En studie fra 2016
giennomfort av Krasnov et al. viste at melaninflekkene oppsto som folge av uten spesifikke

virale patogener (Krasnov et al., 2016).

Det var ogsa for en tid tilbake spekulasjoner i hvorvidt vaksinering var &rsaken til
melaninflekker. Bruk av vaksiner med mineralolje-adjuvans kan fremkalle en immunrespons,
vanligvis 1 bukhinnen, men ved feilstikk kan det foreckomme akkumulering av melanin i filet
ogsd (Koppang et al., 2005). Dette er derimot ikke noen hovedarsak da melaninflekker

forekommer 1 bade vaksinert og uvaksinert fisk (Larsen et al., 2012; Larsen et al., 2014).

En nyere teori omhandler ribbeinsbrudd og svake ribbein i laksen. Avlusing, flytting av fisk og
sortering er faktorer som kan gi deformiteter eller brudd i ribbein, og det er vist at det ofte er
ribbeinsbrudd i vev relatert til melaninflekkene (Jiménez-Guerrero et al., 2022). I en annen
studie fra 2023, hvor ribbeins-morfologi ble undersgkt, fant de melaninflekker i vev uten
ribbeinsbrudd (Brimsholm et al., 2023). Ingen av faktorene omtalt til nd i denne
masteroppgaven kan derfor anses a vare hoveddrsak eller antatt start pa utvikling av

melaninflekker.
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2.5.2 Forekomst

Det ble gjort beskrivelser av melaninflekker for over 30 ar siden, men ikke for i 2003 ble de
rapportert inn som kvalitetsavvik og ble fort statistikk over (Merkare, 2017). Statistikkforingen
ble forst gjort av et roykeri som oppdaget en forekomst pd 7/100 melaninfileter med meorke
flekker, hvor fargen i flekkene ble ennd mer fremtredende etter reyking av filet. I 2007 var
forekomsten allerede okt til 18/100 melaninfileter, og det ble derfor i 2011 opprettet en nasjonal
FHF-standard (Fiskeri- og havbruksnaringens forskningsfond) for registreringer av flekkene,
som fileteringsfabrikker kunne benytte seg av (Merkere, 2017). Det har det siste arene vart et
omfang pa ca. 19% i registreringene fra hele landet, der det har blitt kontrollert hundre fileter

hver produksjonsdag (Merkere, 2017).

2.5.3 Utfordring

Utfordringen med flekkene er det store skonomiske tapet de medferer, noe som i Norge regnes
til & vaere pa opp til en milliard kroner i dret (Bjorgen, 2022). Tapet avhenger av hvor mye av
fileten som ma kasseres, som igjen avhenger av melaninflekkenes sterrelse og grad. Ved mindre
melaninflekker vil de normalt skjaeres vekk, men dette vil gi fileten et avvikende utseende. I en
sporreundersokelse fra 2017 svarte bedrifter at i tilfeller ved sm& omrdder ved svak
pigmentering ga et ekonomisk tap pd omlag 5-10 %, mens ved tilfeller der fileten har store
melaninflekker vil det kunne fore til skonomisk tap pa 30-100 % (Férber, 2017). Okonomisk
tap vil ogsa kunne komme som folge av reklamasjoner, som i tillegg vil vaere med pé svekkelse

av omdemmet til produktet.
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3 Materialer og metoder

3.1 Forsogksdesign

Materialet brukt til analyser i denne masteroppgaven bestod av melaninfileter (laksefilet med
melaninflekker, samt kontrollfileter (fileter uten melanin). Siden melaninflekker ikke tidligere
er undersekt ved forskningslaben ble det lagt opp til en metodeutproving av to
fettekstraksjonsmetoder. Bakgrunn for dette var usikkerheten rundt innhold av
melanomakrofager 1 melaninflekkene og hvordan dette pavirket fettprosent og
fettsyresammensetning i de to ulike fettekstraksjonsmetodene. En modifisert versjon av Folchs
fettekstraksjon med sentrifugering (Folch et al., 1957) (metode seksjon 3.7.1), og en modifisert
metode for fettekstraksjon med etylacetat (NS9402, 1994) (metode seksjon 3.7.2) ble utprovd,
og det ble videre i denne masteroppgaven bestemt a bruke etylacetat — en mer miljevennlig
metode for fettekstraksjon da den ikke benytter klorerte losemidler under selve ekstraksjonen
(NS9402, 1994). Videre ble etylacetatmetoden nedskalert da ikke prevemateriale var stort nok
til paralleller under ekstraksjonen (metode seksjon 3.7.2). Den nedskalerte versjonen gav
tilsvarende resultat som den modifisert etylacetatmetoden og ble brukt videre i denne

masteroppgaven.

April/Mai Vanninnhold
( Metodeutpraving fettekstraksjon ) ( Innhenting av ramateriale pa Husgya )

Y

August/september 4 grams-metode | 1 grams-metode ( Innhenting av rimateriale pa Husgya )

Figur 3: En oversikt over forsoksarbeidet i masteroppgaven, inkludert arbeid pd lab og innhenting av
ramateriale. GC-FID = Gasskromatografi med flammeioniasjonsdetektor. HPLC =
haypresisjonsveeskekromatografi.
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‘ Kontrollfileter Melaninfileter }
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En triplikat J { En triplikat J

med IS uten IS

Figur 4: En oversikt over proveuttak fra kontrollfileter og melaninfileter. Det ble tatt prover fra tre
plasser pd totalt dtte fileter, med to triplikater (tre paralleller), en med IS og en uten IS.
1S = Internstandard.

3.2 Innhenting av rAmateriale

Til metodeutpreving i denne masteroppgaven ble det brukt kontrollfileter og melaninfileter
donert fra Bradrene Karlsen A/S pa Husey, Senja i april 2023. Kontrollfileter og melaninfileter
brukt i hoveddelen av forsgkene i masteroppgaven ble ogsé donert fra Bredrene Karlsen A/S
pa Husey, Senja, 1 september 2023. Filetene var av atlantisk laks (Salmo salar) fra samme

produksjon, samt at de var slaktet og filetert hos Bredrene Karlsen A/S i samme tidsrom.

3.3 Innhenting og bearbeiding av data

Et nord-norsk slakteri med fileteringslinje tilsendte et datasett med registrering av
melaninfileter for hver produksjonsdag gjennom arene 2017-2022. Dette datasettet ble
analysert i denne masteroppgaven. Et like stort antall fileter ble kontrolltalt hver

produksjonsdag. Dataene ble bearbeidet og fremstilt i Excel (versjon 16.66.1, Microsoft, 2022).
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3.4 Bearbeiding av kontrollfileter og melaninfileter

Melaninfileter ble klargjort for analyser ved a skjare ut melaninflekk lokalisert i forparten av
fileten (Figur 5a). Deretter ble omrader pa 2,5x3 cm skéret ut, henholdsvis 5 cm (Figur 5b) og
13 cm (Figur 5¢) bakover i fileten, malt i cm fra bakre del av melaninflekken, i skillet hvor
flekken avtar. Dette ble utfort for alle melaninfileter, og kontrollfiletene ble bearbeidet pa
samme mate, der det ble skaret ut vev i det omradet melaninflekken normalt sett befinner seg.
Kontrollfiletene og melaninfiletene er derfor sammenlignbare, med samme sted for uttak (Figur

6). Alle pravene ble homogenisert av stavmikser, pakket i separate poser og oppbevart ved -20

°C frem til fettekstraksjon.

Figur 5: Et representativt bilde av en filet med melaninflekker som viser hvor pravene er hentet. «a»
viser til melaninflekk-omrddet, «by viser til prove tatt 5 cm fra enden av melaninflekk-omrddet og «c»

viser til prove tatt 13 cm fra enden av melaninflekk-omrdde.

Figur 6: Oversikt over hvor pravene er skdret ut i kontrollfileter (K1, K2 og K3) (n=3) og melaninfileter
(FI-F5) (n=35).
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3.5 Kjemikalier

Kjemikalier brukt i oppgaven er alle av analytisk kvalitet, og er listet opp i Tabell 1.

Tabell 1: Kjemikalier brukt for metodene, inkludert produsent, land og produktnummer.

Navn Produsent Land Produktnummer
Etylacetat (99,9 %) VWR Chemicals Radnor, PA, USA 23882.296
Diklormetan; DCM VWR Chemicals Radnor, PA, USA 23366.293
(100 %)

Metanol; MeOH (99,9 %) VWR Chemicals Radnor, PA, USA 20847.318
n-Heptan (99,8 %) VWR Chemicals Radnor, PA, USA 24551.290
Natriumklorid; NaCl VWR Chemicals Radnor, PA, USA 27788.297
Svovelsyre; H2SO4 (95- Merck Burlington, MA, USA -

97 %)

Natriumsulfat; Na>:SQq4 Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA 238597
(vannfri)

Internstandard; IS C17:0  Supelco Analytical Bellefonte, PA, USA 000259167
Heptadekansyre

FAME-standard GC; Nu-Chek Prep Inc. Elysian, MN, USA -

GLC 502

Nitrogengass; N2 Linde Gas AS Oslo, Norge 100776
Kloroform (99-99.,4 %) Honeywell Fluka Muskagon, MI, USA 32211
Aceton VWR Chemicals Radnor, PA, USA 20066.296
Eddiksyre Honeywell Fluka Muskagon, MI, USA 33209
Isooktan Merck Darmstadt, Tyskland 1.04727.1000
Dietyleter Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA -
Isopropanol Merck Darmstadt, Tyskland -

TLC standard 18-5A Nu-Chek Prep Inc. Elysian, MN, USA J10-X
GLC standard Nu-Chek Prep Inc. Elysian, MN, USA F6-Z
16-0A

FAlc standard 10 mg/ml

Kobberlosning

(Kobbersulfat 10% + 8%

fosforsyre
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3.6 Vanninnhold

Vanninnholdet ble bestemt gravimetrisk, ved hjelp av en modifisert metode av 950.46b under
AOAC (Association of Official Analytical Collaboration) (AOAC International., 1995). Bade
filet uten melanin og filet med melanin ble analysert. Tre paralleller med to gram oppmalt prove
ble overfort til aluminiumsbeger og plassert i Heratherm varmeskap (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) pa 105 °C i ca. 84 timer. Deretter ble pravene veid for et prosentvis anslag
pa vanninnhold ble beregnet etter formel 1. Formel 1 gir vanninnhold i prosent ved at vekt av
prove etter torking subtraheres fra vekt av prove for torking, for det divideres pa vekt av prove
for terking. Dette gir andel vann i preven og ved & multiplisere med 100 gir det prosentandel

vann i innveid preven.

Formel 1 Vanninnhold (%) — Vekt prove (for terking)—Vekt prgve (etter torking) % 100

Vekt prgve (for terking)

3.7 Fettinnhold

3.7.1 Fettekstraksjon med Folchs med sentrifugering

Fettekstraksjon pa prevematerialet ble gjennomfort med Folchs med sentrifugering metoden
(Folch et al., 1957). Provematerialet ble malt opp, for det ble veid opp 0,5 g prevemateriale ble
veid ut i merkede 15-ml sentrifugerer. Til prevene ble 9,5 ml diklormetan:metanol
(DCM:MeOH) (2:1, v/v) og 0,5ml internstandard (IS) lest i DCM:MeOH tilsatt.
Sentriufugererene ble ristet i en Heidolph Multi Reax ristethomogenisator (Heidolph
Instruments GmbH & Co0.KG, Schwabach, Tyskland) i 25 minutter. Provene ble deretter
sentrifugert ved 15.000 x g i 10 minutter ved 20 °C i en Eppendorf sentrifuge, type 5804 R
(Eppendorf, Hamburg, Tyskland). Vaskefasen ble overfert til nye sentrifugerer og det ble
deretter tilsatt 2 ml 0,9 % natriumklorid (NaCl) til rerene. Rarene ble vendt noen ganger for de
ble sentrifugert pa 4500 x g i 10 minutter ved 20 °C. Vandig fase ble pipettert ut og avhendet,
for diklormetan/lipid-fasen ble overfort til forhdndsveide- og merkede 8-ml glassror med kork.
Deretter ble provene dampet inn under nitrogengass i en Sample Concentrator SBHCONC/1
inndamper (Stuart Scientific, Staffordshire, England), til vekten var stabil og fettinnholdet
beregnet etter formel 2. Formel 2 gir fettinnhold i prosent ved at man finner fettvekt ved &
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subtrahere glassror uten innhold fra glassrer med innhold, og dividerer dette pa mengde innveid
praove. Dette gir en andel fett i proven, og ved & multiplisere med 100 gir det prosentandel fett
i innveid prove.

. Glassrgr i —Glassrer i
Formel 2 Fettmnhold (%) — ( med mnh(')ld : uten mnhold) X 100
gram innveid prgve

3.7.2 Fettekstraksjon med etylacetat

Fettekstraksjonen pa hovedmateriale ble gjennomfert med en nedskalert og modifisert versjon
av ekstraksjonsmetoden med etylacetat (NS9402, 1994). Preovemateriale ble tint opp fer
paralleller pa ett gram ble veid ut i veieskip og tilsatt to gram vannfri natriumsulfat blandet inn
med spatel. Deretter ble provene overfort til 15-ml Falcon-rer og noen paralleller tilsatt 5 ml
etylacetat og noen paralleller 3,8 ml etylacetat + 1,2 ml internstandard (IS) til en
sluttkonsentrasjon pa ca. 10 mg/ml for videre analyse av fettsyrer. Rerene ble vortexet pa full
styrke i 10 sekunder, for de ble satt til risting i en Heidolph Multi Reax ristehomogenisator
(Heidolph Instruments GmbH & Co0.KG, Schwabach, Tyskland), pa steg 8 i 60 minutter.
Rarene ble deretter sentrifugert ved 10.000 x g i 10 minutter i en Eppendorf sentrifuge, type
5804 R (Eppendorf, Hamburg, Tyskland). En 2-ml alikvot fra hvert ror ble overfort til
forhandsveide- og merkede 8-ml glassrer med kork. Deretter ble provene dampet inn under
nitrogengass 1 en Sample Concentrator SBHCONC/1 inndamper (Stuart Scientific,
Staffordshire, England), til vekten var stabil og fettinnholdet beregnet etter formel 3. Formel 3
gir fettinnhold i prosent ved at man finner fettvekt ved & subtrahere glassror uten innhold fra
glassror med innhold, som igjen multipliseres med forholdet mellom tilsatt etylacetat og
alikvoten som tas ut, for & kunne sikre at alikvoten er presentabel for hele proven. Dette

divideres pa innveid preve og multipliseres med 100 for & kunne gi prosentandel fett i proven.

5
(GlassTar med innhold—GlaSSTET yten innhold)* (5)

gram innveid prgve

Formel 3 Fettinnhold (%) = X 100
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3.7.3 Fettsyresammensetning

3.7.3.1 Metylering

Metylering ble utfort etter en modifisert metode for metylering (W. W. Christie, 2010).
Det tidligere ekstraherte fettet med IS ble lost i etylacetat til en konsentrasjon pa 10 mg/ml, for
100 pl av hver prove ble tilsatt Duran-18 ror med kork. Deretter ble 0,9 ml diklormetan og 2 ml
2% H2S04 1 metanol tilsatt til hvert rer. Pravene ble inkubert i en Drybath Stdrd varmeblokk
(Thermo Scientific, Osterode, Tyskland) pa 100 °C i en time i avtrekkskap. Etterpa ble 3,5 ml
n-heptan og 3,5 ml 5 % NaCl tilsatt og blandet ved & vende pé rerene. Den gverste fasen, lipid
og heptan-fasen, ble pipettert over i nye 8-ml ror, og dampet torr ved bruk av en Sample
Concentrator SBHCONC/1 inndamper (Stuart Scientific, Staffordshire, England). Til slutt ble

provene lgst ut i 100 pl n-heptan og overfort til GC-ror med innsats og kork.

3.7.3.2 Gasskromatografi med flammeionisasjonsdetektor (GC-FID)

De metylerte provene ble satt i en Agilent 6890N gasskromatograf (GC) (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) for analysering av fettsyresammensetning. Denne var utstyrt med en
7683B autoinjektor og en flammeionisasjonsdetektor (FID). Helium ble brukt som baregass,
og fettsyrene ble separert ved hjelp av sine ulike vandringshastigheter gjennom en
kapillerkolonne type Varian CP7419 (50m x 250 um x 0,25 um nominal) (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Temperaturer var henholdvis 250 °C i detektor, og
240 °C i injektor. Temperaturprogrammet i kolonneovnen ble deretter brukt. Fettsyrestandard
GLC 502 ble brukt som standard for & identifisere de wulike fettsyrene.
Kromatogrammet som ble laget ga grunnlag for & beregne mengde fettsyre (FA) per 100 gram
prove og arealprosent for de ulike fettsyrene. Arealprosenten for en fettsyre beregnes
automatisk som areal av fettsyretoppen i kromatogrammet, dividert pa det totale arealet av alle
fettsyretoppene. Mengde fettsyre (g/100 g) beregnes ut fra tilsatt internstandard (IS), etter
formel 4. Fra kromatogrammet lages det en tabell som gir de ulike arealtoppene i formel 4,
hvor det ogsa brukes vekt av internstandard og prove. Dette multipliseres med 100 for & kunne

gi mengde fettsyre (g/100 g) per prove.
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Areal topp FA Tilsatt IS (g)
Areal topp IS Vekt prove (g)

Formel 4 Mengde fettsyre (g) per 100 gram prove ( ) x 100

3.7.4 Fettklassesammensetning

3.7.4.1 Hoeytrykks vaeskekromatografi (HPLC)

For analysering av fettklassesammensetning ble det brukt en heytrykks vaskekromatografi-
metode beskrevet i Abreu (Abreu et al., 2017). Det tidligere ekstraherte fettet ble last i en
mobilfase A:kloroform (4:1) til konsentrasjoner pa 0,9 mg/ml og 0,1 mg/ml for den forste
proven, og 0,5 mg/ml og 0,25 mg/ml for resten av provene, for de ble satt i HPLC-glassvialer.
Deretter satte overingenior Tone Friis Aune preovene pad en Waters 2795 separasjonsmodul
(Waters, Milford, MA, USA) med Supelcosil LC-SI pm (25 cm x 4,6 mm) kolonne (Supelco,
Bellefonte, PA, USA), med en arbeidstemperatur pa 40 °C og injeksjonsvolum pa 40 pl.
Fettklassene ble identifisert i en Waters 2424 ELS-detektor (Waters, Milford, MA, USA) pa
folgende innstillinger: forsterkning 100, nebulizer 30 % oppvarmingseffekt, drivrer 45 °C og
trykk pa 40 PSI. Kjoretid var pd 41 minutter. Gradientprofilen for programmet vises i «Vedlegg
4.

3.7.4.2 Tynnsjiktkromatografi

For en visuell fremkalling av de ulike fettklassene ble det foretatt tynnsjiktkromatografi pa en
parallell fra hvert uttaks-punkt, i en kontrollfilet og en melaninfilet. Provene var lost i mobilfase
Ac:kloroform (4:1) til konsentrasjoner mellom 14,9 mg/ml og 19,8 mg/ml og 1 pul av hver prove
ble satt pa en silica-plate med 1 cm mellomrom, sammen med felgende standarder: 18-5A (PL,
kolesterol, FFA, TAG, kolesterylester) (25 mg/ml), 16-0A (MAG, DAG, TAG, metylester) (25
mg/ml) og FAlc (10 mg/ml). Platen ble satt oppreist i et elueringskar med elueringslosning
(heptan:dietyleter:eddiksyre, 70:30:1) som dekket bunnen. Platen sto i karet til losningen var
trukket opp til ca. 1 cm unna toppen for den ble tatt ut og terket. Platen ble s& sprayet med
kobberlgsning (10% kobbersulfat, 8% fosforsyre), deretter luftterket i 10 minutter, for de til
slutt ble satt i et kaldt Heratherm varmeskap (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) som ble

varmet opp til 180 °C. Platen ble tatt ut nir ovnen rakk 180 °C, noe som tok ca. 20 minutter.
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4 Resultater

4.1 Metodeutproving

Tabell 2 viser fettinnhold i prosent, med tilherende standardavvik (SD), for kontrollfilet og
melaninfilet, ekstrahert med etylacetat og Folchs under metodeutpreving. Fettprosent var ett
prosentpoeng hayere for etylacetatmetode, bdde for melaninfilet og kontrollfilet. Her vises ogsé

en heyere fettprosent i melaninfilet, med henholdvis 17,6 % og 15,2 %, og 16,6 % og 14,1 %.

Tabell 2: Fettinnhold (%) for kontrollfilet og melaninfilet, inklusivt standardavvik, etter
metodeutpraving av fettekstraksjon med etylacetat og fettekstraksjon med Folchs (med sentrifugering)
(n=1, triplikat).

Kontrollfilet Melaninfilet
Fettinnhold (%) etylacetat 15,2 +0,1 17,6 £0,2
Fettinnhold (%) Folchs 14,1 £0,1 16,6 £ 0,4

4.2 Vanninnhold

Tabell 3 viser vanninnhold i1 prosent, med tilhgrende standardavvik (SD), for melaninflekk-
omrdde i kontrollfilet og melaninfilet. Vanninnholdet var heyere i kontrollfilet enn i

melaninfilet med henholdsvis 65,2 % og 63,8 %.

Tabell 3: Vanninnhold (%) for kontrollfilet og melaninfilet, inklusivt standardavvik (n=1, triplikat).

‘ Kontrollfilet Melaninfilet

Vanninnhold (%) ‘ 65,2 +0,2 63,8 + 0,3
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4.3 Fettinnhold

Gjennomsnittlig prosentvist fettinnhold for kontrollfileter og melaninfileter inkludert SD er vist
i Tabell 4. Gjennomsnittlig fettinnhold varierte etter hvor prevene var tatt (melaninflekk-
omrade, 5 cm, eller 13 cm) og for kontrollfiletene var fettinnhold p& henholdsvis 15,3 = 1,8 %,
16,4+2,7 % og 14,8 £2,8 %. Tilsvarende variasjon ble observert i melaninfiletene der
fettinnhold var pa henholdsvis 14,5 + 2,8 %, 13,8 £2,1 % og 12,7 + 2,4 % for melaninflekk-

omrade, 5 cm og 13 cm bak.

Tabell 4: Gjennomsnittlig fettinnhold (%) for kontrollfileter og melaninfileter, i de respektive uttaks-
punktene, inklusivt standardavvik. (Kontrollfileter n=3) (Melaninfileter n=>5)

Kontrollfileter Melaninfileter
Melaninflekk Melaninflekk

5 ecm bak 13 cm bak 5 ecm bak 13 cm bak
-omrade -omrade

Fettinnhold (%) [ 153+1,8 16,4 +2,7 148+2,8 145+28 13,8 £2,1 12,7+24

4.4 Fettsyresammensetning

4.4.1 Mengde fettsyre pr. 100 g fett

Tabell 5 viser gjennomsnittlig mengde fettsyre (g/100 g fett) tilherende SD for henholdsvis
kontrollfileter og melaninfileter. For kontrollfileter og melaninfileter var det samme
fettsyremengde i de forskjellige uttaks-punktene innad filetene. Kontrollfiletene hadde en
gjennomsnittlig verdi pd omtrent 1,4 g SFA/100 g fett, 4,6 g MUFA/100 g fett og 3,7 g
PUFA/100 g fett. Det var totalt ca. 1 g LC-PUFA/100 g fett, og ca. 0,65 g EPA + DHA/100 g
fett. Det var for kontrollfileter omtrent 0,3 g uidentifiserte FA/100 g fett og totalt omtrent 10 g
FA/100 g fett. Tilsvarende for melaninfileter var det gjennomsnittlig omtrent 1,5 g SFA/100 g
fett, 4,7 g MUFA/100 g fett og 3,8 g PUFA/100 g fett. Det var totalt ca. 1 g LC-PUFA/100 g
fett, og ca. 0,7 g EPA + DHA/100 g fett. Det var for melaninfiletene omtrent 0,35 g
uidentifiserte FA/100 g fett og totalt omtrent 10 g FA/100 g fett. Ratio for n-6/n-3 14 pé rundt
1,2 for bade kontrollfileter og melaninfileter. Arealprosenter for hver fettsyre i kontroll- og
melaninfileter foreligger i Vedlegg 1. Forskjeller mellom kontrollfilet og melaninfilet i

melaninflekk-omradet, med rede omrader for SD, vises i Figur 7.
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Tabell 5: Gjennomsnittlig mengde av hver fettsyre (g/100 g fett), inklusive standardavvik (SD). Fettsyrer
som tilhorer SFA, MUFA og PUFA er summert, samt LC-PUFA og EPA + DHA. Ratio for n-6/n-3 vises

ogsd. (Kontrollfileter n=3) (Melaninfileter n=>5).

Kontrollfileter Melaninfileter
lg/gizlzllnﬂekk- 5 em bak 13 em bak Melaninflekk |5 ¢m bak 13 em bak

C14:0 0,15 + 0,03 |0,11 + 0,08 0,14 <+ 0,01 [0,14 <+ 0,02 |0,15 <+ 0,02 (0,13 =+ 0,02
C16:0 1,06 + 0,21 |10,81 =+ 0,56 (1,01 <+ 0,15 |1,05 <+ 0,11 (1,04 <+ 0,08 0,89 =+ 0,14
C18:0 0,35 + 0,08 0,27 + 0,19 10,34 <+ 0,08 [0,32 + 0,03 (0,32 <+ 0,03 (0,28 =+ 0,06
C20:0 0,05 + 0,00 10,03 + 0,01 ]0,05 <+ 0,02 [0,04 <+ 0,01 (0,06 =+ 0,03 (0,04 =+ 0,01
> SFA 1,61 + 032 |1,23 =+ 0,84 (1,54 <+ 0,26 [1,55 <+ 0,17 |1,56 =+ 0,16 (1,34 = 0,23
Cl16:1 n-7 0,13 + 0,01 |0,11 =« 0,07 0,14 <+« 0,03 [0,12 <+ 0,02 (0,13 <+« 0,01 (0,11 =+ 0,01
C18:1 n-9 4,04 + 0,55 3,32 + 226 |4,14 £ 0,71 [3,79 £ 0,57 [4,09 <+ 045 (3,37 £ 0,28
C18:1 n-7 0,27 + 0,04 10,21 + 0,15 ]0,26 + 0,04 [0,25 <+ 0,03 (0,27 <+ 0,02 (0,22 =+ 0,02
C20:1 n-9 0,35 + 0,04 10,29 + 0,19 |0,35 <+« 0,06 |0,32 £ 0,04 10,34 <+ 0,04 (0,28 + 0,03
C22:1 n-11 0,26 + 0,03 10,33 + 0,05 10,27 £ 0,08 [0,22 + 0,06 (0,23 <+ 0,04 (0,22 =+ 0,04
C22:1 n-9 0,06 + 0,01 |0,10 « 0,02 ]0,10 <« 0,08 |0,06 <+ 0,020,07 <« 0,03 (0,06 + 0,03
> MUFA 5,11 + 0,68 437 =+ 2,74 (525 + 1,00 |4,76 =+ 0,74 |513 =+ 0,59 (4,25 =+ 0,41
Cl182n-6 LA [1,51 + 0,20 |1,27 + 0,85 |1,58 + 0,30 [1,43 + 0,14 1,54 + 0,19 (1,26 + 0,09
C18:3n-3 ALA [1,26 + 0,17 |1,08 + 0,72 |1,34 + 0,27 [1,20 + 0,11 (1,28 + 0,17 1,04 =+ 0,06
C18:4 n-3 0,08 + 0,01 |0,07 « 0,04 10,08 <+« 0,01 [0,07 <« 0,01 (0,08 <« 0,01 (0,06 =+ 0,01
C20:2 n-6 0,13 + 0,02 |0,11 + 0,07 0,13 + 0,02 [0,13 + 0,01 (0,13 <+ 0,01 (0,11 =+ 0,01
C20:4 n-6 ARA (0,12 + 0,02 0,10 + 0,07 |0,12 + 0,02 [0,11 <+ 0,02 (0,12 <+ 0,01 (0,10 =+ 0,01
C20:5n-3 EPA (0,20 + 0,02 10,17 + 0,11 ]0,21 + 0,04 [0,22 + 0,03 (0,21 <+ 0,03 (0,17 =+ 0,01
C22:5n-3 DPA (0,11 + 0,01 0,09 + 0,06 0,11 <+ 0,02 [0,11 <+ 0,01 (0,11 <+ 0,01 [{0,09 =+ 0,01
C22:6 n-3 DHA [ 0,53 + 0,05 {044 + 0,28 10,49 <« 0,07 0,58 =+ 0,06 (049 <+ 0,14 (0,44 =+ 0,02
> PUFA 3,93 + 0,50 [3,32 + 2,20 |4,05 <+ 0,75 [3,85 =+ 0,39 3,95 <+ 0,57 (3,27 £ 0,22
> LC-PUFA 1,09 + 0,12 |091 =+ 0,59 |1,06 <+ 0,17 [1,15 <+ 0,13 (1,06 =<+ 0,20 (0,90 =+ 0,06
n-6/n-3 ratio 1,2 1,2 1,2 13 1,2 1,2

EPA + DHA 0,73 + 0,07 0,61 <+ 0,39 |0,70 <+ 0,11 [0,80 =+ 0,09 (0,70 <+ 0,17 (0,61 =+ 0,03
Sum UID 0,41 + 0,24 10,21 + 0,16 ]0,34 <+ 0,11 [0,32 + 0,050,337 <+ 0,11 (0,38 =+ 0,20
SUM 11,06 + 1,61 (9,13 + 1,40 |11,19 + 1,93 |1048 + 0,63 |[11,01 + 1,11 (9,23 <+ 0,89

SFA = mettede fettsyrer. MUFA = monoumettede fettsyrer. PUFA = flerumettede fettsyrer. LC-PUFA = langkjedede

flerumettede fettsyrer. EPA = eikosapentaensyre. DHA = dokosaheksaensyre. LA = linolsyre. ALA = alfa-linolensyre. ARA

= arakidonsyre. DPA = dokosapentaensyre. UID = uidentifisert. n-6 = omega-6. n-3 = omega-3.
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Figur 7: Graf som viser fettsyremengde (g/100 g) i melaninomrdde for kontrollfileter (n=3) og
melaninfileter (n=>5), med tilhorende rade omrdder for standardavvik. SFA = mettede fettsyrer. MUFA
= monoumettede fettsyrer. PUFA = flerumettede fettsyrer. LC-PUFA = langkjedede flerumettede
fettsyrer. EPA = eikosapentaensyre. DHA = dokosaheksaensyre. LA = linolsyre. ALA = alfa-
linolensyre. ARA = arakidonsyre. DPA = dokosapentaensyre. UID = uidentifisert. n-6 = omega-6.

n-3 = omega-3.
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4.5 Fettklasser pavist ved HPLC

Tabell 6 viser gjennomsnittlig fettklassesammensetning (pg/ml) for de respektive fettklassene
opplistet, tilherende standardavvik, for henholdsvis kontrollfileter og melaninfileter. For
melaninfileter ble fire fileter (ikke fem) kjort pA HPLC, da maskinen ikke har veert i drift siste
del av kvartalet. Innhold av TAG i melaninflekk-omradet er heoyere for kontrollfilet enn
melaninfilet, med verdier pd henholdvis 324,9 + 78,9 ug/ml og 287,5 + 51,0 pg/ml (Figur 8).
For de to andre uttaks-punktene er forskjellene lave. Hoyere innhold av FAlc vises hos
melaninfileter i melaninflekk-omradet, der verdiene er pad henholdvis 51,1 + 3,2 pg/ml for
kontrollfilet og 61,2 + 4,0 pg/ml for melaninfilet. For 5 cm lenger bak og 13 cm lenger bak er
det rundt 5 pg/ml heyere konsentrasjon av FAlc i melaninfiletene. Innhold av DAG er ogsa
hayere i melaninflekk-omradet i melaninfileter enn i kontrollfileter, med verdier pa henholdsvis
23,6 £ 3,8 pg/ml for melaninfileter og 17,0 + 3,8 ng/ml for kontrollfileter. For de to andre
uttaks-punktene var innholdet henholdsvis 1,8 pg/ml og 4 pg/ml heyere i melaninfileter.
Innhold av FFA er i melaninflekk-omradde heyere for melaninfileter, med henholdsvis
25,2 £ 13,2 pg/ml for melaninfileter, og 3,3 + 1,0 pg/ml i kontrollfileter. Uttaks-punkt 5 cm
lengre bak hadde et innhold pd 13,6 + 9,6 ng/ml 1 melaninfiletene, og 4,4 £2,2 ng/ml i
kontrollfiletene, samtidig som uttaks-punkt 13 cm lengre bak hadde et innhold pa
19,0 £ 12,6 pg/ml i melaninfiletene, og 6,3 + 3,3 pug/ml i kontrollfiletene. Forskjellen mellom
en vilkérlig kontrollfilet og melaninfilet vises i kromatogram i Vedlegg 2, med spesielt hensyn
pa forskjellen mellom arealene av FFA. Et ukjent areal dukket opp mellom DAG og FFA, og
det var et hoyere areal i melaninflekk-omrade i melaninfiletene, enn i kontrollfiletene, for denne

toppen, se Vedlegg 3.
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Tabell 6: Gjennomsnittlig fettklassesammensetning (ug/ml) for TAG, FAlc, DAG og FFA, for
kontrollfileter (n=3) og melaninfileter (n=4) med tilhorende standardavvik etter analyse med HPLC.

Kontrollfileter Melaninfileter
Melaninflekk- Melaninflekk-
5 cm bak 13 cm bak 5 cm bak 13 cm bak

omrade omrade
TAG (pg/ml) 3249+ 78,9 313,8+69,4 326,7+74,7 287,5+ 51,0 301,0+ 77,9 3241 + 64,7
FAlc (ug/ml) 51,1 +£3,2 489+ 1,8 49,5+1,9 61,2+40 54,2 +5,1 56,1 +54
DAG (pg/ml) 17,0+ 3,8 15,0+ 3,2 16,6 +2.9 23,6 £3.8 16,8 +4,0 19,5+ 4,9
FFA (ug/ml) 33+1,0 44+22 6,3+33 252 +13,2 13,6 £ 9,6 19,0+ 12,6

HPLC = heypresisjonskromatografi. TAG = triacylglyserol. FAlc = fettalkoholer. DAG = diacylglyserol. FFA = frie

fettsyrer.
Fettklassemengde (ug/ml) i melaninomrade
FFA-* = Il Kontrolifilet, melanin
Melaninfilet, melanin
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Figur 8: Graf som viser fettklassemengde (ug/ml) i melaninomrdde for kontrollfileter (n=3) og
melaninfileter (n=4), med tilhorende rade omrdder for standardavvik. FFA = frie fettsyrer, DAG =
diacylglyserol, FAlc = fettalkoholer, TAG = triacylglyserol.
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4.6 Fettklasser pavist ved tynnsjiktkromatografi

Figur 9 viser resultater fra pavisning av fettklasser for kontrollfilet og melaninfilet, med
tynnsjiktkromatografi. Det er i prevene pavist TAG, FFA, DAG, kolesterol og MAG og/eller
PL.

‘ Kolesterylester
. Metylester

2000000

FFA
‘ ’ o Fac

Kolesterol ' Q DAG

PL_ & s & . @ - s A
Melaninomrade, 5 cm bak, 13 cm bak, Melaninflekk, 5 cm bak, 13 cm bak,
kontrolffilet kontrollfilet kontrolifilet i infil

Figur 9: Resultat fra padvisning av fettklasser i de ekstraherte provene fra en kontrollfilet og en
melaninfilet, pd tynnsjiktsplate. Pavisning av TAG, FFA, DAG, kolesterol og MAG/PL er synlig. TAG
= triacylglyserol. DAG =diacylglyserol. FAlc = fettalkoholer. FFA = frie fettsyrer. PL = fosfolipider.
MAG = monoacylglyserol.
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4.7 Forekomst av melaninflekker

Figur 10 viser prosentvis andel (%) av fileter med melanin fra ar 2017 til 2022, registrert under
kontrolltelling hver produksjonsdag gjennom érene for det aktuelle slakteriet. For arene 2017
til 2022 var lavest forekomst av fileter med melanin i 2017, mens det var heyest forekomst av

fileter med melanin i 2018. Arene 2019-2022 viser en jevn forekomst pa rundt 13 %.

PROSENTVIS ANDEL MELANINFILETER ARENE 2017-2022

25%
20%
15%
13%

10%

5%

———— |
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Figur 10: Prosentvis andel (%) av melaninfileter drene 2017-2022, beregnet ut ifra data fra
registreringer hver produksjonsdag gjennom drene, for det aktuelle slakteriet. Y-akse viser
prosentandel, tallene over stolpene er det aktuelle drets prosentvise andel og x-aksen viser darstall.
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Figur 11 viser prosentvis andel (%) melaninfileter for hver méned i1 hvert &r, i alle drene 2017
til 2022, for alle produksjonsdager pd det aktuelle slakteriet. Manedene der forekomsten topper
seg er var- og sommermanedene, spesielt april, juni og juli, med forekomster fra 12-28 %.
Senvinter- og varméanedene (februar-mai) har ogsé noe heyere forekomst, 10-20 %, mens det
er jevnt rundt 10-12 % fra august til januar for de fleste drene. Arene med lavest og hoyest
forekomst, 2017 og 2018, er ulike i forekomsten gjennom sesongene. I 2017 gkte forekomst
hestmanedene og toppet seg i desember, mens 1 2018 gkte den i var- og sommerménedene og
toppet seg i juli. For aret 2018 var forekomsten over 15 % 1 alle andre maneder enn januar.
Figuren viser en utheving i juli-toppen i 2018, og slaktninger gjennomfert denne maneden
stammet fra to lokaliteter, lokalitet A og lokalitet B. Lokalitet A hadde en forekomst pa 42 %

og lokalitet B hadde en forekomst pa 58 %. Lokalitetene er ikke i geografisk narhet.

Andel melaninfileter hver méned i drene 2017-2022

/\

25

Lokalitet A: 42 %
Lokalitet B: 58 %

Prosent (%)
&

januar februar mars mai Jjuni juli august september oktober november desember

—2017 —2018 2019 2020 2021 2022

Figur 11: Prosentvis andel (%) av melaninfileter for hver maned over drene 2017-2022, beregnet ut fra registreringer gjort
hver produksjonsdag gjennom drene, for det aktuelle slakteriet. Rod utheving overst i figuren viser den hoyeste toppen, denne
er i juli 2018 og slaktinger denne mdneden ble gjort fra to lokaliteter, lokalitet A og lokalitet B, der lokalitet B har hoyere
forekomst av melaninfileter. Rode uthevinger nede i figuren viser de mdneder med hoyest okning i melaninfileter hos det
aktuelle slakteriet.
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5 Diskusjon

Formaélet med denne oppgaven var & undersgke neringsinnhold i form av fett i fileter med
melaninflekker, herunder fettinnhold, fettsyresammensetning og fettklasseoppbygging.
Forekomsten av melaninfileter ble ogsé undersekt, utfra et datasett med registreringer av laks
slaktet i Nord-Norge. Det ble undersgkt tre kontrollfileter og fem melaninfileter (for HPLC-
analyse: n=4), der det var tre korresponderende uttaks-punkt: Et punkt i forparten av fileten

hvor melaninflekkene befant seg, samt to punkter 5 cm og 13 cm lengre bak.

5.1 Metodeutproving

For bestemmelse av ekstraksjonsmetode ble det utfert en metodeutproving av gullstandarden
Folchs metode mot etylacetatmetoden (Folch et al.,, 1957; NS9402, 1994). Begge
ekstraksjonsmetodene er godt innarbeidet i forskningslaboratoriet som masteroppgaven ble
gjiennomfort hos. Etylacetatmetoden benytter seg av etylacetat som lgsemiddel, mens i den
modifiserte Folchs-metoden, blir det klorerte organiske lesemidlet diklormetan (DCM) brukt.
Det er onskelig a utfase klorerte losemidler fra metoder ved forskningslaben, da lesemidlene er
klassifisert som CMR-substans (karsinogene, mutagene, eller reproduktive toksiske
forbindelser) (Cayot et al., 2016). Hosten 2023 innforte HMS-ansvarlige ved UiT et krav om
bruk av hansker godkjent for klorerte lasemidler, i henhold til sikkerhetsdatabladet til DCM
(Merck Life Science AS, 2023). Dette representerte en utfordring, ettersom de aktuelle
hanskene er betydelig tykkere og mindre egnet for arbeid som krever finmotorikk i
forskningslaboratoriet. Metodeutproving ble 1 tillegg gjennomfert for & underseke om
fettekstraksjonsmetodene ga reproduserbare resultat pa selve melaninflekkene, da metodene er
standardiserte for normal laksefilet (uten melanin). Begge ekstraksjonsmetodene ga
reproduserbare fettprosenter som tilsvarte fettekstraksjon av kontrollfilet (laksefilet uten
melanin). Etylacetat ga ogsd ett prosentpoeng heyere fettinnhold for bade melaninfileter og
kontrollfileter ssmmenlignet med Folchs, i motsetning til tidligere studier der ekstraksjon med
DCM og ekstraksjon med etylacetat/etanol og etylacetat/heksan ble sammenlignet, og DCM ga
et hoyere prosentutbytte sammenlignet med begge etylacetat-kombinasjonene (Cayot et al.,
2016; Mitra & Mishra, 2019). Vanninnhold p& melaninflekk og kontrollfilet var begge
tilsvarende tidligere studier (Jensen et al., 2020; Jensen et al., 2012). Basert pa dette kunne
etylacetat, som fortrenger vannet i preven, anvendes uten nedvendige modifikasjoner med

tanke pa justering av kjemikalieinnholdet i forhold til vanninnholdet (NS9402, 1994).
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5.2 Fettinnhold

Prosentvist fettinnhold i tre korresponderende uttaks-punkt i melaninfileter og kontrollfileter
ble bestemt ved fettekstraksjon med etylacetat. En marginalt lavere fettprosent ble vist i
melaninfiletene sammenlignet med kontrollfiletene. Hoye SD indikerer imidlertid at de
individuelle variasjonene kan vaere en mulig arsak, noe som ogsa er stottet av tidligere studier
hvis individuelle variasjoner var store (Fengle et al., 2014; Morkere et al., 2001). En tidligere
studie viste en hgyere fettprosent i tydelig merke melaninflekker (opp mot 28 %) sammenlignet
med kontroll, samtidig som flekker omtalt som gralig og mindre, hadde samme fettinnhold som
kontrollfiletene (Merkere et al., 2022). Dette antyder at melaninflekker analysert i denne
oppgaven ikke pavirket fettprosent, men det ma ogsé tas hensyn til uttaks-punkt, da det er en
generell utfordring at fettprosent i laksefilet har en stor forskjell fra omrddet med minst
fettinnhold til omradet med mest, noe som ble dokumentert allerede i 2001. Det ble i studien
vist et fettinnhold i ryggomradet pa 4-12 %, og i bukomradet 16-20 % (Katikou et al., 2001).
Siden da har fettinnholdet endret seg ettersom nye forressurser har tilkommet foret (Moxness
Reksten et al., 2022), men distribusjonen av fettinnhold er til dels uforandret, med bukomradet
som det mest fettrike (Merkare et al., 2022). Det var derfor et fokus 4 sikre at de omrader som
ble analysert i denne masteroppgaven, korresponderte med hverandre, og avstand fra
melaninflekk til uttaks-punkt lengre bak ble mélt opp og fastsatt pa forhand. Melaninflekker
befinner seg vanligvis i bukomrddet av fileten (Merkere et al., 2022), men det vil veare
variasjoner i hvor melaninflekken konkret befinner seg fra filet til filet. Denne variasjonen vil
fore til at provetakingen av melaninflekk og de to péfelgende uttaks-punktene kan vare
forskjellig mellom filetene, og uttak naermere buk vil ha heyere fettprosent da dette som
tidligere nevnt er det mest fettrike omradet. I tillegg vil selv relativt smé vektforskjeller hos
fiskene medfere store variasjoner i fettprosent, ogsd mellom samme omréder i ulike individer.
Parameteren for helvekt har ikke vaert mulig & kontrollere i denne masteroppgaven, ettersom

tilgjengelig ramateriale allerede var ferdig filetert.

5.3 Fettsyresammensetning

Fettsyresammensetning i det ekstraherte fettet fra de tre korresponderende uttaks-punktene ble
analysert ved hjelp av GC-FID. Det var ingen store forskjeller i fettsyresammensetning i de
forskjellige uttaks-punktene for kontrollfiletene og melaninfiletene, og for selve
melaninflekkene var funnene marginale. Dette antyder at melaninflekkene ikke innehar en ulik
fettsyresammensetning sammenlignet med kontrollfileter. En tidligere studie fra 2022

analyserte fettsyresammensetning i fettklassene TAG og PL i melaninflekker, og de observerte
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lite til ingen forskjell mellom melaninflekker og kontroll, uavhengig av melaninflekkenes
fargeintensitet (Merkeore et al., 2022). I tillegg har en tidligere studie vist at melaninflekker
inneholder nekrotiske muskelceller i muskelvevet (Brandshaug, 2016), samt at en annen studie
viste at flekkene inneholder gkt mengde bindevev, spesielt i de storre flekkene (Meorkore et al.,
2022). Dette kan antyde at pavirkningen fra melaninflekkene i storre grad innvirker pa
muskelfibrene enn péd fettsyresammensetningen 1 fettvevet. En sammenlignbar
fettsyresammensetning mellom kontrollfiletene og melaninfiletene tyder derfor pa at 100 g
laksefilet, uavhengig av melanininnhold, gir tilsvarende mengde fettsyrer. Dette gjelder ogsa
for de langkjedede flerumettede fettsyrene. Anbefalt forhold mellom n-6 og n-3 fettsyrer har
tidligere veert fastsatt til 5:1 i studier som har undersekt den vestlige dietten med dens haye n-
6/n-3 ratio pa 20:1 (Simopoulos, 2002, 2016). Til tross for en gkning i planteoljer og derav n-6
1 dagens laksefor, opprettholder laks et nivd av n-6/n-3 ratio som er godt innenfor anbefalte
verdier, med tidligere studier som rapporterer et forhold pa 0,7-1:1 (Jensen et al., 2020; Aas et
al., 2019). Melaninfiletene viste samme n-6/n-3 ratio som kontrollfiletene, hvor verdiene var i
samsvar med bade anbefalt kostholds-ratio og tidligere studier pd n-6/n-3 ratio i laksefilet. Det
materialet som skjeres vekk pa fileteringslinja og representerer et skonomisk tap, har derfor en
fettsyreprofil som er sammenlignbar med fileter uten flekker. Imidlertid kan det vere
utfordrende for et kresent forbrukermarked & akseptere misfarging i laksefileten selv om
fettsyresammensetning ser ut for & vaere sammenlignbar, og det ville vaere mer fordelaktig &

fastsla drsakssammenhenger for a kunne begrense forekomsten melaninflekkene.

5.4 Fettklassesammensetning

Tilstedevearelse av fettklasser (ug/ml) i melaninfiletene og kontrollfiletene ble undersekt med
HPLC-analyse og for visuell pavisning, tynnsjiktkromatografi. HPLC-analysen gav et redusert
innhold av TAG og ekt innhold av DAG, FAlc og FFA i melaninfiletene sammenlignet med
kontrollfiletene. Resultatene viste ogsé her store SD, noe som indikerer betydelige individuelle
forskjeller. Ved & gke antall analyserte individer (n) kunne man potensielt ha fatt et mer presist
estimat for 4 avgjere om de observerte forskjellene er statistisk signifikante.
Tynnsjiktkromatografi paviste ogsd TAG, FFA, DAG 1 bdde melaninfiletene og
kontrollfiletene. I tillegg ble det ogsa pavist kolesterol og MAG eller PL i begge rdmaterialene,
og dette hadde man ikke standarder for & pavise i HPLC-analysen. Tynnsjiktkromatografi kan
ikke angi hvorvidt det er MAG eller PL som er pavist pd tynnsjikts-plata. Det er forventet at
PL pévises i disse ramaterialene ettersom denne klassen er en integrert del av alle

cellemembraner, sammen med kolesterol (Olsen, 2023). Folgelig vil disse komponentene
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kunne detekteres i laksefilet. I laks fungerer TAG som lagringsfettet og representerer dermed
den mest dominerende fettklassen i laksefilet (Olsen, 2023). Fettklassene DAG, MAG og FFA
er produkter av hydrolyse av TAG (Erickson et al., 2022), og i tillegg til TAG og PL, er disse
naturlig & detektere i sma mengder i filet (Jin et al., 2021). Det er viktig 4 papeke at pavisningen
av fettklassene i tynnsjiktkromatografi ikke er kvantitative, men kun angir tilstedevarelse. Alle
omtalte fettklasser er detektert i bade kontrollfileter og melaninfileter, og dette er i
overensstemmelse med litteratur (Jin et al., 2021). I HPLC-analysen ble det pavist FAlc, men
denne fettklassen ble ikke detektert pé tynnsjikts-plata. En mulig forklaring pa dette kan vere
egenskapene til FAlc og dets loselighet i mobilfase A i HPLC-analysen, sammenlignet med
elueringslesning som brukes i tynnsjiktkromatograf. Dette forblir imidlertid spekulativt, gitt

mangelen pa eksisterende litteratur pa omradet.

Okt andel FFA i1 melaninfileter antyder en ekt hydrolyseaktivitet, noe som er uensket i
naringsmiddelindustrien. Frie fettsyrer oksiderer lettere enn fettsyrer bundet i et triglyserid,
noe som kan fore til dannelse av uenskede oksidasjonsprodukter som forringer kvaliteten og
kan fordrsake darlig lukt eller smak (Olsen, 2023). En heyere forekomst av FFA kan ogsa
pavirke proteinet i fileten ved & forarsake denaturering, noe som resulterer i darligere
proteinkvalitet og negativt pavirker proteinets funksjoner, blant annet evne til & binde vann
(Olsen, 2023). En tidligere histologisk studie av melaninflekker har bekreftet okt oksidasjon,
ved at det ble pavist en akkumulering av 4-HNE (en indikator pé fettoksidasjon) i flekkene,
men ikke i kontrollfilet (Moarkere et al., 2022). Langkjedede umettede fettsyrer er serlig utsatt
for oksidasjon, og det kunne vert forventet at en reduksjon i disse fettsyrene ville vaert synlig i
en analyse av fettsyresammensetningen. Dette har imidlertid ikke blitt bekreftet i denne
oppgaven, og det er mulig at oksidasjonen i melaninflekkene som ble analysert i denne
masteroppgaven ikke var omfattende nok til & endre forekomsten av fettsyrer, eller at
vevsendringene 1 melaninflekken ikke hadde utviklet seg tilstrekkelig. Forskjeller i
konsentrasjon av FFA ble ogsa observert i to uttaks-punktene lengre bak, noe som antyder at
melanisering kan pévirke pa fileten utenfor omradet med melaninflekker. Det kan ikke
fullstendig utelukkes at det ikke finnes melanin i punktene de bakre punktene som kan forarsake

denne effekten.
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Den ukjente toppen som angir arealet vist i1 tabellen i Vedlegg 3 viser en forskjell i
melaninflekk-omradet mellom melaninfiletene og kontrollfiletene. Siden det ikke finnes noen
standard for denne toppen i kromatogrammet, er det begrenset hva som kan kommenteres om
det ukjente arealet. Likevel, med tanke pa forskjellene i innholdet av TAG, DAG og FFA, kan

det antydes at det er et degraderingsprodukt som danner denne toppen i kromatogrammet.

5.5 Forekomst

For & undersgke forekomst av melaninfileter hos et slakteri, ble et datasett med registreringer
fra kontrolltellinger pa slakteriets fileteringslinje analysert. Forekomsten var lavest i 2017 og
hayest 1 2018, og jevn arene 2019-2022. Et dypdykk i fiskehelserapporter for de aktuelle arene
viser at fiskehelseproblemer i 2017 og 2018 bestdr av lakselus-behandlinger, vintersar og
virussykdommer, da spesielt HSMB i Nord-Norge (Hjeltnes et al., 2018; Hjeltnes et al., 2019).
Forekomst av sykdommene, samt lakselus-behandlinger var ca. pa samme niva disse to arene,
og det er vanskelig & se noen fiskehelserelatert sammenheng i forskjellen mellom forekomsten
av melaninfileter i disse to arene. Lakselus-behandlinger, vintersar og virussykdommer er de
tre storste fiskehelseproblemene for alle de seks analyserte drene, med sma forskjeller fra ar til
ar, 1 henhold til fiskehelserapporten 2023 (Sommerset et al., 2024). Dette antyder at forekomster
registrert pé slakteriet ikke er sammenlignbart med fiskehelseproblemer oppnevnt pa
landsbasis, eller for Nord-Norge. Pa landsbasis var det i 2017 rapportert inn en forekomst pa
17 % fra januar til august, av registreringer som baserer seg pa samme type kontrolltellinger
som analysert i denne masteroppgaven (Merkere, 2017). Noe senere eksisterer det per dags
dato ikke noe data pa. Dette styrker antagelsen om at det analyserte datasettet gir for lite
grunnlag for videre diskusjon om grunner til forekomst. Den lave forekomsten i 2017, og den
haye forekomsten i 2018 kan ikke knyttes opp mot noe som kan nevnes spesifikt. Med hensyn
pa arsakssammenhenger for melaninflekker som til nd er foreslatt, ville det vert fordelaktig
med et dypdykk i fiskehelserapporter og handteringer av fisken pé lokalitetsnivd gjennom ar og
méneder, for & dermed kunne si noe om grunner til de aktuelle forekomstene. Slike analyser vil
potensielt kunne vere med pa & forklare arsakssammenhenger, og kanskje fore til kunnskap

som kan bidra til reduksjon av melaninflekker og det ekonomiske tapet som medferes.

I juli maned 2018 ble det registrert hoyest forekomst, og denne maneden ble det slaktet ut fra
to lokaliteter ble det for det aktuelle slakteriet. Lokalitetene hadde begge en hey forekomst av
melaninfileter, og lokalitetene er ikke i geografisk narhet, men i samme produksjonsomrade.

P& ménedsbasis over de seks arene var det gjennomsnittlig jevnt, med et storre innslag av
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melaninfileter i var- og sommermanedene mars til juli, hovedsakelig april, juni og juli, og et
lavere innslag pa hesten og vinteren. Et hgyere innhold av EPA og DHA 1 for, og dermed i filet,
har vist & redusere forekomst av melaninflekker (Sissener et al., 2016). I relasjon til at
melaninflekker forekommer mest pé laks slaktet pa var/sommer, i dette tilfellet, kan fiskens
appetitt og sesongvariasjoner i filetens innhold ha noe & si, da laksen gjerne har darligere
appetitt ved kaldere temperaturer (Smith et al., 1993). Det ble ogsa sett en sammenheng med
okningen av melaninflekker rundt den tiden det ble mer innhold av omega-6 og mindre innhold
av omega-3 i for, grunnet bruk av mindre marine oljer og mer planteoljer som réstoff i for
(Jensen et al., 2020). Dette foreslar at foret og sesongbaserte variasjoner i appetitt kan ha noe a
si for en heyere forekomst av melaninflekker i enkelte sesonger, i kombinasjon med
sykdommer og miljefaktorer. Denne teorien er derimot avhengig av mer kunnskap om nér
melaninflekkene oppstér, og flekkdannelsens tidsforlep. Litteraturen forteller om melaninflekk-
dannelse etter fisken har kommet i sjo (Morkere et al., 2022), men mer enn dette er utfordrende

a si noe om og derfor blir sesongvariasjoner i melaninflekker relatert til appetitt spekulativt.
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5.6 Forslag til videre arbeid

I denne masteroppgaven ble det sett pd vann- og fettinnhold, samt fettsyre- og
fettklassesammensetning i totalt atte fileter av atlantiske laks slaktet samme uke. Et mer
storskala forsgk med flere individer kunne vert interessant 4 undersegke, for a ha mer data til
sammenlikning av melaninfilet og kontrollfilet. Her kan det ogsd med fordel sammenlignes
bare melaninflekk-omrade i filetgruppene. Da kan man ogsd si noe mer om signifikans i
forseket som folge av heyere n. Det kunne veart spesielt interessant & gjore en HPLC-analyse,
med flere standarder, eksempelvis standard for PL, da en akkumulering av melanomakrofager
tilferer mer celler i omrédet og vil potensielt gke konsentrasjonen av PL. I tillegg til analyse av
filet, vil det veere hensiktsmessig & analysere foret den aktuelle fiskegruppen har fatt, da forets
fettsammensetning vil gjenspeiles i filet. For et helhetlig forsek vil vekt av filet ogsd vere

hensiktsmessig & ha med.

I oppgaven var alle melaninflekkene av samme karakter med hensyn til farge, dybde i filet og
plassering. Det kunne vert interessant & analysere et utvalg av flekker med ulik karakter (men

pa samme plassering i fileten), for eksempel ulik fargeintensitet.

Det ble bare foretatt analyse av et datasett fra ett enkelt slakteri. Det ville vaert interessant a
sammenligne samme type data fra flere slakteri i ulike omréader i landet, for & kunne knytte
sammen arstider med heye forekomster, og sette det i sammenheng med informasjon om
fiskehelse m.m. pd landsbasis. Det ville vart spesielt interessant & se pa forekomst ned pa
merdniva pa ulike anlegg, og kanskje kunne ha sporet det tilbake til settefiskanlegg og historien

til den aktuelle fiskegruppen.
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6 Konklusjon

Formaélet med denne oppgaven var & sammenligne naringsinnhold i form av fettinnhold,
fettsyresammensetning og fettklassesammensetning i melaninfileter og kontrollfileter, samt &
analysere et datasett med registreringer av melaninflekker fra et slakteri med fileteringslinje,
som slakter for lokaliteter i Nord-Norge. Det var lite forskjell i fettinnhold mellom filetene med
og uten melaninflekker, og datasettet inneholdt store individforskjeller. Det er derfor lite trolig
at melaninflekkene analysert i denne masteroppgaven pévirker fettinnholdet i laksefileten
sammenlignet med kontrollfilet. Fettsyresammensetning i filetene var ogsa tilnermet like.
Melaninfiletene hadde et heyere innhold av fettklassene DAG, FAlc og FFA, samt et lavere
innhold av TAG i filetene. Det er likevel viktig a fremheve at okt mengde FFA i melaninfileter
sammenlignet med kontrollfileter antyder en sterre hydrolyseaktivitet og potensiale for
oksidering av fettsyrer. Store standardavvik antyder individuelle forskjeller innad i gruppene
med rdmateriale og viser at de vil vaere hensiktsmessig 4 oke individ-antallet (n) for & underseke
om forskjellene er statistisk signifikant. Forekomsten av melaninfileter hos det aktuelle
slakteriet viste seg & vare jevn fra 2019-2022, mens det hadde et &r med hey forekomst i 2018
og lav forekomst i 2017. Det ble ikke funnet noen sammenhenger med forekomstene registrert
pa dette slakteriet og informasjon om fiskehelse m.m. fra de aktuelle arene. Melaninflekker
bestar som et kvalitetsproblem og videre undersokelser pa arsakene til flekkene vil kanskje

kunne fore til losninger som kan vaere med pa 4 redusere forekomsten og det gkonomiske tapet.
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Vedlegg

Vedlegg 1

Fettsyresammensetning i arealprosent (%)

Gjennomsnittlig arealprosent (%), inklusive standardavvik. Mettede fettsyrer, monoumettede

fettsyrer og flerumettede fettsyrer er summert, samt langkjedede flerumettede fettsyrer og EPA

+ DHA.

Kontrollfileter Melaninfileter

Melaninflekk- .

omride 5 em bak 13 em bak Melaninflekk | 5 cm bak 13 em bak
C14:0 1,3 + 0,1 1,3 + 0,113 +01(13 +£00(1,3 +£0,1]14 + 0,1
C16:0 9,5 + 0,7 |9,1 + 0,7 19,1 + 0,71100 £ 0,389 £ 1,2]9,6 + 0,7
C18:0 32 + 04 |30 =+ 04130 + 0231 +£01(29 =+ 04130 + 04
C20:0 0,5 + 0,1 |0,5 + 0,304 + 0,104 +=01(05 =+« 0305 + 0,2
> SFA 14,5 + 1,3 139 =+ 1,5 13,8 + 1,2 1148 + 0,5]13,7 £ 1,9|14,5 + 1,3
Cl16:1 n-7 1,2 + 0,1 1,2 =+ 0,1/|1,2 +01(1,2 =+01]1,2 =+ 0,0]|1,2 + 0,0
C18:1n-9 36,6 + 0,7 36,7 =+ 04 (36,9 + 0,7 1360 £ 1,3(36,9 + 0,8|36,5 + 0,9
C18:1 n-7 2.4 + 0,1 |24 =+ 0,112,3 + 0124 =+£01(24 =+ 00|24 + 0,1
C20:1 n-9 32 + 0,1 (3,2 <+ 00]3,1 + 0,131 =+0,1(31 +0,1]3,0 + 0,1
C22:1n-11 2.4 + 0,1 (32 <+ 0,723 + 0320 =+04(2,1 =+ 03|24 + 04
C22:1n-9 0,6 + 0,1 1,0 =+ 04108 + 0506 =+ 02/0,7 £ 0306 + 0,3
> MUFA 46,3 + 1,3 47,6 =+ 1,7 46,6 + 1,8 (453 £+ 2,0(46,3 = 1,5(46,0 + 1,8
C18:2n-6 LA | 13,7 + 0,6 |13,9 =+ 04 14,0 + 0,6 13,7 = 041139 + 0,6 13,7 + 0,6
Ci183n-3 ALA | 11,4 + 0,7 |11,6 + 04 (11,8 + 05 11,5 £ 0,5(11,5 £ 0,7|11,3 + 0,7
C18:4 n-3 0,7 + 00 |0,7 £ 0,110,7 + 0,007 =+« 001(07 <« 0,110,7 + 0,1
C20:2 n-6 1,2 + 0,1 1,2 =+ 0,1/|1,2 +01(1,2 =+£00(1,2 =+ 0,0|1,2 + 0,0
C20:4n-6 ARA | 1,1 + 0,1 1,1 + 0,1 (1,1 +00(1,1 =+01(1,1 =+ 0,1]|1,1 + 0,0
C20:5n-3 EPA | 1,8 + 0,1 1,8 =+ 0,0/|1,8 + 0,121 +£00(19 +«0,1]18 + 0,1
C22:5n-3DPA | 1,0 + 0,1 1,0 =+ 0,0]|1,0 + 0110 +£00]1,0 =« 00109 + 0,0
C22:6n-3 DHA | 4,8 + 04 |47 £ 0,21(4,8 + 02155 0249 <+ 03148 + 0,3
> PUFA 35,6 + 2,1 36,0 + 1,2 |36/4 + 1,5136,8 + 1,3(36,1 = 1,9|35,5 + 1,9
> LC-PUFA |9,9 + 08 |98 =+ 04199 + 0,5(10,8 = 0,41]10,0 + 0,6 9,8 + 0,5
EPA +DHA |6.,6 + 0,5 |6,5 + 0,2 16,6 + 0376 =+ 03]68 =+ 04]6,6 + 0,4
Sum UID 3,6 + 1,9 |2,1 + 0,5 (3,2 + 1,3 13,1 +£05(34 <+ 12140 + 1,8
SUM 100,L0 £ 6,5 99,6 =+ 4,9(100,0 <+ 59999 =+ 43(99,5 + 6,5|100,1 =+ 6,7
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Vedlegg 2
Kromatogram fra HPLC

Kromatogram fra HPLC, med en konsentrasjon for kvantifisering av fettalkoholer, DAG og
FFA. Et ukjent areal oppstér rundt 9.30, og er betydelig hagyere i melaninflekk enn i samme
omréde pa kontrollfilet. Toppen pa FFA er ogsa betydelig hayere i melaninflekk enn i samme

omrade pa kontrollfilet.

Kvantifisering av alt unntatt TAG
231123 Fac_s mgmi
871,
40.000- / \
2 Melaninfilet, [ o 947
= 20,000 . 849 | p=s /
melaninflekk \ o\ .
600 810 820 530 640 850 .60 870 6.80 650 500 510 520 950 | 540 550 5,60 570 550 550 10.00
231123_F30_5 ma mi (1) ELSD Signal
Range: 263
851 930 9.48
40000
2 Melaninfilet, / o\ | [
3 20000 . \
melaninflekk — J
" TN
o 8i0 | 820 890 640 550 | 860 570 800 550 500 910 520 9% | 940 | 950 960 570 980 so0 | 1000
231123_F3a_5 mg mi (1)ELSD Signal
e 169
40.000-
2 Melaninfilet, 05 - 9.8
= 20,000 .
melaninflekk M
800 8.10 820 830 840 850 8.60 8.70 8.80 890 9.00 9.10 920 930 940 950 960 9.70 980 990 10,00
251123_K2e_s mgml (1)ELSD Signal
875, Range: 90
40.000 Kontrollfilet, \
> " 2
% wm{ melaninomrade \
853 / )
~ == 948
7/—/ . - J . e ~— .
"800 810 620 530 | 840 | 850 | 860 §r0 | 880 | 890 | 800 .10 520 950 540 550 560 570 580 550 | 1000
1123 _1k20_5 mg i
877
40.000- ‘/ \
- Kontrollfilet, [
] N 2 | \
- w00{ melaninomrade 856 [\ Bl
——— )\ " 23
350 510 3% 350 S5 35 5 () T80 35 35 Pt B 35 B 35 35 B %) LT
123 K23 5 my i (1) ELSD Sigral
a7 Range 133
™
wmd  Kontrollfilet, [
i 3 [
S w00 melaninomrade . I\ 92 947
8 \ ~ ~
- — / \. — ~— .
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time.
800 8.10 820 830 840 850 8.60 8.70 8.80 890 9.00 9.10 920 930 940 950 960 9.70 980 990 10.00

Vedlegg 3

Tabell for ukjent areal

Gjennomsnittlig areal for kontrollfileter og melaninfileter tilherende standardavvik. Det eksisteres ikke
standarder for & gjare utregninger for disse ukjente toppene, som opptrer mellom DAG og FFA, med tid

ca. 9.30.

Melaninflekk-

omrade! 5 cm bak 13 cm bak

Ukjent areal

. 5373,5+2213,7
Melaninfilet

2960,8 + 1483,2 4338,3,0 £2760,5

Ukjent
Kontrollfilet

areal

1829,3 + 970,9 1385,3 +717,6 1763,0 + 872,2
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Vedlegg 4

Gradientprofil for HPLC-program

Gradientprofil for HPLC-programmet under fettklasseanalysen. Mobilfase

A: Isooktan/etylacetat (99,8:0,2), mobilfase B: Aceton/etylacetat (2:1) 0,15% eddiksyre og
mobilfase C: Isopropanol/H20(85:15) (Graeve & Janssen, 2009).

Tid (min)  Mobilfase A  Mobilfase B Mobilfase C  Flow (ml/min)  Kurve

0,0 100 0 0 1,5 1
1,5 100 0 0 1,5 6
1,6 97 3 0 1,5 6
6,0 94 6 0 1,5 6
8,0 50 50 0 1,5 6
8,1 46 39 15 1,5 6
14,0 43 30 27 1,5 6
14,1 43 30 27 1,5 6
18,0 40 0 60 1,5 6
23,0 40 0 60 1,5 6
24,0 0 100 0 1,5 6
25,0 0 100 0 2,0 6
27,0 0 100 0 2,0 6
27,1 100 0 0 2,0 6
36,0 100 0 0 2,0 6
36,1 100 0 0 1,5 6
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