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Forkortelser

EPA
DAG
DHA
FA
FFA
GC
KE
MAG
MUFA
PUFA
SPE
TAG
TLC

TVN

Eikosapentaensyre
Diacylglycerol
Dokosaheksaensyre
Fettsyrer

Frie fettsyrer
Gasskromatografi
Kolesterylester
Monoacylglycerol
Enumettetede fettsyrer
Flerumettede fettsyrer
Fast-fase ekstraksjon
Triacylglycerol
Tynnsjiktkromatografi

Totalt flyktig nitrogen






Sammendrag
Nesten halvparten (314 000 tonn) av restrastoff i norsk fiskeri- og havbruksnzring ble i 2016

konservert med ensilering. Dette er en enkel, veletablert og lennsom teknologi. Fra ensilasjen
kan det utvinnes proteinhydrolysat og olje som kan brukes i for til gris, kylling og oppdrettsfisk.
Slik utnyttelse av restrastoff bidrar til matproduksjon og er et viktig eksempel pa sirkuleer
biogkonomi.

Forskning og industriell erfaring har vist at kvaliteten pa olje utvunnet fra ensilasje kan
variere i stor grad. Et av kvalitetskravene pa marine oljer som brukes i fiskefor er at innholdet
av frie fettsyrer (FFA) i oljen ikke skal overskride 5 %. Om olje fra ensilasjen har et FFA-
innhold péa over 5 % ma oljen raffineres, eller selges til sterkt redusert pris. Hovedmalet med
denne oppgaven var a kartlegge mulige arsaker til dannelsen av et ugnsket hgyt niva av frie
fettsyrer i ensilasjeolje.

Resultatene i denne oppgaven viste at hovedarsaken til et hgyt FFA-innhold i oljer fra
ensilert torskeslo var for hgy pH i ensilasjen. Det har blitt anbefalt & redusere pH til 4,0 ved
produksjon av fiskeensilasje for & hindre bakteriell vekst, men dette er for hgy pH. Nar sloet
ble tilsatt maursyre for a redusere pH til 2,9 viste det seg at oljen utvunnet fra ensilasjen hadde
en akseptabel kvalitet (< 5 % FFA) selv etter 10 maneders lagring av ensilasjen. Olje utvunnet
fra ensilasje produsert med pH 3,5 og 4,0 hadde et mye hgyere innhold av FFA (14 og 26 %).
En annen mulig arsak til hgyt FFA-innhold viste seg a veere mage-tarminnholdet. Dette ble
undersgkt ved a lage ensilasjer ved pH 2,9 av mage-tarminnhold og av innvoller hvor mage-
tarmsystemet var temt for innhold. Resultatene viste at olje fra ensilasje av mage-tarminnholdet
hadde et mye hgyere FFA-innhold enn olje fra ensilasje av tamte innvoller. Frossen lodde som
brukes ved foring av villfanget torsk, ble ensilert ved lav pH og olje fra den hadde ogsa hgyt
FFA-innhold.

Ensilasjer med hgyt innhold av FFA ble separert ved fast-fase ekstraksjon og
fettsyresammensetning i triacylglyserol- og FFA-fraksjoner ble analysert. Analysen viste ingen
forskijell i de to fraksjonene som tyder pa at FFA hovedsakelig stammer fra triacylglyserol, ikke
fra fosfolipider.

Det ble ogsa sammenlignet FFA i olje utvunnet fra ensilasje av oppdrettslaks og
oppdrettstorsk. Olje utvunnet fra ensilert oppdrettslaks hadde ett lavere innhold av FFA enn

olje fra ensilert oppdrettstorsk. Dette kan tyde pa artsspesifikke forskjeller.






1 Innledning

1.1 Restrastoff fra fiskeri og havbruk i Norge

Restrastoff er det som ikke er det primare hovedproduktet ved foredling av marint rastoff.
Primare rastoffer er fisk og skalldyr som oppdrettes eller fanges pa norske kvoter i norske
farvann og/eller landes i Norge (Richardsen et al., 2017). Restrastoffet blir gjerne fordelt pa fire
sektorer; hvitfisk, pelagisk, havbruk og skalldyr (figur 1). | 2016 var grunnlaget for restrastoff
fra hvitfisk 319 000 tonn fra foredlingen av 746 400 tonn fisk. Av dette restrastoffet ble i
overkant av 140 000 tonn (44 %) utnyttet. Fra foredlingen av pelagisk fisk til konsum,
hovedsakelig sild, makrell, ble alt restrastoffet pa til sammen 177 600 tonn utnyttet. |
havbruksnaringen ble mer enn 90 % utnyttet mens en tilsvarende prosentandel i

skalldyrnaeringene var bare 28 % (figur 1).
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Figur 1: Rastoffgrunnlag og tilgjengelig restrastoff fordelt pa sektor. Av restrastoff fra skalldyr
blir 28% anslatt utnyttet, 2016 (fra Richardsen et al., 2017).

Arsaken til at mindre enn halvparten (44 %) av restrastoff fra hvitfisknaringen ble
utnyttet kommer av plassmangel om bord i havfiskeflaten og manglende gkonomiske insentiver
for fiskeflaten til a lande restrastoffet. Havfiskeflaten foredler gjerne fisken om bord til
hodekappet slgyd fisk (HG-fisk) eller fileter for de fryses inn. Restrastoffet males opp og spyles
pa havet, eventuelt blir det kastet direkte over bord. | dag kan nybygde tralere fa installert utstyr
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for utnyttelse av restrastoff om bord i batene. Eksempel pa dette er kompaktteknologi for
produksjon av presskakemel, men om disse er i bruk er usikkert (Haarslev Industries, 2018). |
eldre store fabrikktralere med god plass er det montert utstyr for ensilering (Fiskeri- og
havbruksnaringens forskningsfond 2015). Ved fremtidig nybygging av fartgyer til
havfiskeflaten bgr det kanskje settes av plass om bord slik at restrastoff kan tas vare pd. Men
da ma rederiene antageligvis gis insentiver til dette, for eksempel i form av gkte kvoter. Fra
havbruksnaringen utnyttes mer enn 90 % av restrastoffet. Noe gar til mat (hoder, rygger,
buklister), eller ved at det produseres foringredienser til oppdrettsnaringen eller annen
matproduksjon. Ferskt rastoff (rygger, buklister) benyttes i noen grad til produksjon av
helsekostprodukter til mennesker eller kjeeledyr. 1 all hovedsak er det bare blod fra slaktingen
av laks som ikke utnyttes. Dette sendes i avlgpsvannet fra produksjonen.

Arsaken til at en s& liten andel av restréstoff fra skalldyrsnaringene utnyttes kan vare
flere. Skall fra industriell foredling av reker benyttes til en viss grad til utvinning av kitin som
deretter omdannes til kitosan (Olsen et al., 2014). En viktig arsak til at en stor del av dette
restrastoffet ikke anvendes kan vere at de daglige volumene er for sma til & kunne forsvare en
lennsom utvinning av kitin eller tgrking til et skalldyrsmel. Alternativt blir hele skalldyr solgt
til konsumenter eller Horeca-segmentet (hotell, restaurant og catering). Volumene av restrastoff
blir for sma til & kunne utnyttes herfra.

Restrastoff (kategori 3) fra fiskeri- og havbruksnaringen har en rekke bruksomrader. |
2016 gikk nesten halvparten (46 %) til produksjon av ensilasjeprodukter (figur 2). Av det
resterende volumet gikk 21 % til tradisjonell fiskemel- og fiskeoljeproduksjon, mens 20 % ble
brukt til produksjon av olje og proteinprodukter fra ferskt restrastoff fra havbruksnzringen. En
mindre andel (6 %) ble benyttet til konsumprodukter som for eksempel kaviar og hermetikk fra
torskerogn, tarkede torskehoder og buklister og hoder fra laks. Fire prosent av restrastoffet ble
solgt som pelsdyrfér mens 3 % gikk til framstilling av torskelevertran.

| 2007 innferte EU biproduktforordningen (NO.1774/2002), som ogsa gjelder i Norge.
Denne forordningen fordeler biprodukter i kategorier fra 1 til 3 ut fra hvor i verdikjeden
biproduktene oppstar, sykdomssituasjon eller arsak til hvorfor produksjonsdyret har blitt
slaktet/ avlivet (Mattilsynet, 2014).



Anvendelse av restrastoff til ulike produksjoner 2016
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Figur 2: Anvendelse av restrastoff fra fiskeri- og havbruksnaringen (fra Richardsen et al.,
2017).

Forordningen legger altsa retningslinjer for hvilken kategori restrastoff skal under, og hvordan
det videre skal behandles og hva det kan brukes til. Restrastoff som faller under kategori 1 er
av lavest kvalitet fordi det omfatter rastoff hvor det er fare for at produktet kan overfare
sykdommer til mennesker eller andre dyr. Restrastoff som gar under kategori 1 skal holdes
langt unna neringskjeden og derfor gar alt restrastoff i denne kategorien til destruksjon
(brennes). | praksis har man ikke kategori 1 restrastoff i fiskeri- og havbruksnaringen. Kategori
2 omfatter stort sett fisk med klinisk tegn til sykdom, som er behandlet med medikamenter eller
dad fisk fra akvakultur. Restrastoff (hel fisk) i kategori 2 brukes til tekniske formal, bioenergi,
gjedsel og jordforbedring. Dette restrastoffet kan ogsa brukes i for til ikke-matproduserende
dyr som pelsdyr. For at restrastoff fra fisk skal kunne brukes til for eller konsumprodukter ma
dette komme fra fisk som er slaktet for humant konsum. Dette er kategori 3 biprodukter.
Restrastoff i kategori 3 blir enten brukt til mat, av forindustrien eller til produksjon av
helsekostprodukter.

Produksjon av ensilasje er en billig og enkel teknologi som er velegnet for konservering
av marint restrastoff i liten eller stor skala (Raa & Gildberg, 1982). | praksis blir restrastoffet
kvernet opp og tilsatt maursyre slik at pH blir mindre enn 4,0. 1 tillegg blir gjerne en

antioksidant, til nd ethoxyquin, ogsa tilsatt. Denne lave pH vil hindre eller i stor grad hemme



vekst av mikroorganismer. Restrastoffet vil imidlertid bli brutt ned av endogene enzymer,
hovedsakelig pepsin fra magesekker tilstede i restrastoffet. Dersom det er lite eller ingen
magesekker tilstede vil den endogene hydrolysen ta lengre tid og veere forarsaket av lysosomale
enzymer slik som katepsin D og L. Etter noen uker, avhengig av temperatur, vil fett (oljen)
skilles fra en veaeskefase som inneholder nedbrutte proteiner og andre vannlgselige stoffer.
Avhengig av hvor mye bein det er i restrastoffet vil det ogsa dannes et sterre eller mindre
bunnfall.

Industriell erfaring har vist at kvaliteten pa oljen utvunnet etter ensilering av restrastoffet
ved slakting av oppdrettslaks kan variere mye (R. L. Olsen, pers. med.). Det har ogsa blitt
rapportert at innholdet av frie fettsyrer (FFA) i olje fra ensilasje av torskeinnvoller kan vare sa
hgyt som 20 % (Gildberg & Raa, 1977). Dette begrenser bruken av en slik olje blant annet fordi
lakseférindustrien setter en maksimal grense pa 5 % FFA i olje som skal tilsettes for (Hertrampf
og Piedad-Pascual, 2000).

Det overordnede mal med denne oppgaven var a kartlegge mulige arsaker til dannelsen

av et ugnsket hgyt niva av frie fettsyrer i ensilasjeolje.

2 Bakgrunn

2.1 Ensilering

Ensilering er en metode som tradisjonelt ble brukt til & konservere grgnnfor til husdyr.
Teknologien ble utviklet av den finske kjemikeren Artturi llmari Virtanen pa 1930-tallet. 1 1945
fikk han medelt Nobelprisen i kjemi for sine undersgkelser og oppfinnelser i agrikulturell- og
naeringskjemi. Metoden for ensilering ble patentert i 1932. Virtanen fant ut at hvis nylagret korn
ble tilsatt en uorganisk syre under anaerobe forhold ville forratnelsen stoppe og samtidig ville
kornet beholde den naringsmessige verdien. Senere ble det foreslatt & bruke maursyre ved
ensilering av fiskeslo (Petersen, 1953).

| dag har de organiske syrene stort sett erstattet de uorganiske i ensilasjeproduksjon. De
uorganiske syrene er stort sett billigere, men de organiske syrene har en rekke fordeler som
veier opp for det. Blant annet representerer de uorganiske syrene en sterre fare for de som
arbeider med dem enn organiske syrer. Dette er fordi de uorganiske syrene er sterke syrer, mens
de organiske er svake syrer. Styrken til en syre bestemmes ut fra en pK-verdi. pK er et mal for
hvor mye et stoff er spaltet og brukes sarlig for syre- og baselikevekter i vann. Kaer et mal for
en syres styrke. Svake syrer har en lav Ka-verdi. Nar pH i en syrelgsning er lik pKa-verdien er



50 % av syremolekylene i lgsningen dissosiert. Uorganiske syrer er fullstendig dissosiert.
Dissosiasjon av syremolekyler betyr at de har spaltet av ett eller flere hydrogenion (H*). En
udissosiert syre i et surt miljg vil kunne diffundere gjennom cellemembranen og nar den
kommer inn i cytoplasma hvor pH er ngytral vil den dissosiere (figur 3).

Proton vil redusere den intracellulzere pH og bakterien ma pumpe det ut gjennom en
energikrevende prosess (ATPase) for a opprettholde ngytral pH. Dette vil hindre vekst av
bakterien. 1 tillegg vil anionet som dannes intracelluleert kunne skade DNA, RNA og
cellemembranen og derved bidra til bakteriedrepende effekt (Ricke, 2003; Olsen & Toppe,
2017).

ll”(h_\ \”(’/.'

RCOOH fom

Low pH
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Figur 3: Viser hvordan organiske syrer kan trenge gjennom cellemembranen til bakterier og
dissosieres pa innsiden av bakterien pa grunn av ngytral pH (Wilke, 2015)

Hvis en bruker organiske syrer kan en ha en ensilasje med pH 3,5 — 4,0 ved bruk av maursyre
og 4,5 ved bruk av propionsyre (Raa et al., 1983). Siden ensilasjen har en sa hgy pH kan den
tilsettes direkte i dyrefor uten at den ma ngytraliseres. Ved bruk av uorganiske syrer og lav pH
ma ensilasjen ngytraliseres med f. eks kalk far den kan tilsettes dyrefor. Organiske syrer har

konserverende effekter i tillegg til senket pH.



Ensilasje kan ogsa produseres ved a tilsette melkesyrebakterier som Lactobacillus
plantarum, som startkultur. Bakterier som tolererer lav pH vil omgjegre karbohydrater til
melkesyre og da fortsette & holde en lav pH. Det finnes dog lite melkesyrebakterier i fisk, og
heller ikke lett fermenterbart substrat (karbohydrater). Hvis ikke karbohydrater fra for eksempel
melasse eller biprodukter fra fruktforedling blir tilsatt vil ikke melkesyrebakteriene vokse
(Bower og Hietala, 2008; Dong et al., 1993; Fagbenro og Jauncey, 1995). Melkesyren som
produseres under fermenteringen vil redusere pH i ensilasjen slik at vekst av
bedervelsesbakterier hemmes (Faid, Zouiten, EImarrakchi og Achkari-Begdouri, 1997). Nivaer
av frie fettsyrer i olje fra fermentert ensilasje er rapportert til a veere mye hayere enn i olje fra
syreensilasje (Vidotti, Pachero og Goncalves, 2011)

Fermenterbare og billige karbohydrater som melasse fra produksjon av sukker fra

sukkerroer, er lite tilgjengelig ved fiskeforedlingsbedrifter i Norge.

Ensiling process Silage storage

HORDAFOR

Figur 4: Viser i enkle steg hvordan fiskeensilasje produseres. (fra Seliussen, 2016).

I Norge brukes det Ensilox (maursyre tilsatt antioksidanten ethoxyquin) ved ensilering av
fiskeslo. Ensilasjeproduksjonen er en relativt enkel prosess. Rastoffet blir farst oppmalt far syre
tilsettes og det blandes sammen. Det er viktig at rastoffet er godt oppmalt og blandet sammen
slik at hele blandingen far en jevn pH (figur 4). Hvis rastoffet er darlig oppmalt eller ensilasjen
er lite homogen vil det veere ujevn pH i ensilasjen, og en risikerer lokal forratnelse i delene av

ensilasjen med hgy pH.



Ensilasje produseres ved foredlingsanlegg for fisk. Kategori 2 og kategori 3 ensileres
separat. Her kan ensilasjen lagres opp til 6 maneder fer den blir samlet inn med bater eller
tankbiler. Ensilasjen transporteres til prosesseringsanlegg hvor den blir varmet opp til minst
95 °C for & deaktivere enzymene i ensilasjen og som et hygienetrinn (figur 6). Deretter separeres
olje, limvann (proteinvann) og grakse (grakse bestar av emulsjoner mellom fett og proteiner,
aske og mineraler) i en dekanter eller trikanter. Oljefasen puttes i en tank hvor den star rolig og
«setles». Eventuelt vanninnhold blir deretter tappet ut pa bunnen av tanken. Fiskeoljen som er
igjen i tanken er da det ferdige produktet. Limvannet settes til inndamping slik at mesteparten
av vannet dampes bort og tarrstoffinnholdet er over 40 %. Etter konsentreringen av limvannet
ender man opp med ett proteinhydrolysat og hvis det oppstar grakse i produksjonen blir den

gjerne tilsatt sammen med proteinhydrolysatet.

Prosessering av ensilasje
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Figur 5: Prosessering av ensilasje i Norge. Ensilasje samles inn langs kysten med bat eller bil
og transporteres til prosesseringsanlegg hvor ensilasjeolje, proteinhydrolysat og eventuelt
grakse separeres. (Hordafor AS).



2.2 Kvalitet og bruk av ensilasjeproduktene

2.2.1 Dannelse av frie fettsyrer

Frie fettsyrer (FFA) er fettsyrer som ikke er esterifisert til en alkohol. | levende dyr finnes det
lite FFA, de oppstar etter at dgden inntreffer. Andel FFA er blant de viktigste kvalitetskriteriene
for fiskeolje. Olje utvunnet fra fersk pelagisk fisk har en veldig lav andel FFA, men denne vil
gke jo lengre tid fisken lagres for produksjon til mel og olje (Huss, 1995). Det er flere arsaker
til denne gkningen. Blant annet fiskens egne fordgyelsesenzymer, en annen arsak er eksogene
lipidspaltende enzymer. Disse eksogene enzymer kan komme fra byttedyr som zooplankton, i
fiskens eget fordgyelsessystem, og/ eller fra mikroorganismer som vokser under lagringen.
Siden dannelsen av FFA er en enzymkatalysert prosess vil hastigheten vaere
temperaturavhengig (figur 6). Maling av frie fettsyrer er en enkel titreringsanalyse og har i
mange ar, sammen med maling av totalt flyktig nitrogen (TVN) blitt brukt som en
kvalitetsindikator pa rastoff levert til fiskemel- og fiskeoljeindustrien. Dette for & forsikre seg

mot at rastoff ikke er i en tilstand av begynnende forratnelse.
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Figur 6: Utvikling av frie fettsyrer i sild lagret ved 12 °C, 6 °C og 0 °C (Huss, 1995)

Tidligere har det blitt brukt kjemiske stoffer for a drepe eller hindre vekst av bakterier.

De fleste av disse har hatt skadelige effekter og er derfor ikke lenger i bruk.



Konserveringsvasken V65 ble tatt i bruk i fiskemel- og oljeindustrien i 1965. V65 inneholdt
natriumnitritt og formalin (Handbok for sildemelindustrien 1993). Disse stoffene kan enten
danne kreftfremkallende stoffer (nitrosaminer) eller er kreftfremkallende i seg selv (Aune,
2007; Sun, 1981). Etter de kreftfremkallende egenskaper ble pavist ble det forbudt & bruke V65.
Tilstrekkelig tilsetning av syre for & oppna lav nok pH er nok for & hindre vekst av bakterier i
ensilasjen. Dannelse av FFA skjer ved enzymatisk hydrolyse av enkeltbindinger i
triacylglyserol (TAG) og i fosfolipider. I hydrolysen av triacylglycerol vil lipase katalysere
nedbrytningen av triacylglycerolet til frie fettsyrer og glycerol. Fosfolipaser er en type enzymer

som bryter ned fosfolipider til frie fettsyrer (figur 7 og 8).

Lipase Lipase Lipase
TAG 2 DAG+FFA - MAG+FFA =2 Glycerol + FFA

Fosfolipase
Fosfolipid < Lysofosfolid + FFA

Figur 7: TAG og fosfolipider spaltes av lipase og fosfolipase til FFA og andre forbindelser;
DAG, MAG, glycerol og lysofosfolipid.
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Figur 8: 1,3 lipase er et enzym som hydrolyserer enkeltbindingen i
posisjon 1 og 3 (sn-1 og sn-3) i TAG mens en uspesifikk lipase kan
hydrolysere alle, inkludert enkeltbinding i posisjon sn-2. Fosfolipase
Al og A2 hydrolyserer enkeltbindingene i fosfolipider.

Tabell 1 viser en oversikt over gvre grenseverdier for ulike kvalitetsparametere for marine oljer
som skal anvendes i fiskefor. Her kommer det frem at FFA ikke ma overskride 5 % mens Totox

(total oksidasjonsverdi ikke ma overskride 25.



Tabell 1: Grenseverdier for innhold av FFA, Totox, vann, urenheter (faste stoffer) dioxiner,
tungmetaller og antioksidanter i marine oljer som skal brukes i for (R. L. Olsen, pers. med.).

Kvalitetsparametere Maksimalt innhold

Frie fettsyrer (FFA) 5%

Totox (2PV + AV) 25

Vann 0.5%

Urenheter (faste stoffer) 0.5%

Dioxiner 4.5 TEQ/kg

Tungmetaller Skal ikke overskride EU’s regler om innhold
av tungmetaller

Antioksidanter 150 mg/kg

AV = anisidinverdi, PV = peroksidverdi, TEQ = Toksiske ekvivalenter (1 TEQ =1 ng 2,3,7,8
tetraklorodibenzodioxin).

2.2.2 Effekter av frie fettsyrer

Innholdet av FFA i fiskeolje vil vaere en avgjerende faktor for oljens kommersielle verdi pa
grunn av sammenhengen mellom oljens kvalitet og FFA-verdier (Aidos et al., 2003). Frie
fettsyrer er blant annet mer utsatt for autooksidasjon enn fettsyrer som er forestret i triglycerider
og vil fungere som prooksidanter (Choe og Min, 2006). | tarm kan de frie fettsyrene, i store
konsentrasjoner, fungere som sape og lgse opp celleveggen til tarmceller hos fisk (Sale et al.,
2013). Mindre mengder frie fettsyrer er sannsynligvis ikke skadelig for tarmvev. Dyerberg et
al. (2010) gjennomfarte et forsgk med kommersielle konsentrerte omega-3 helsekostprodukter
for & undersgke hvilken form av fettsyrene, reeserifisert TAG, etylestere eller FFA, som hadde
best biotilgjengelighet. Forsgkspersonene rapporterte ingen negative effekter av a innta 3,1 til
3,6 g av preparatene (omega-3 fettsyre) daglig. Forgvrig hadde reesterifisert TAG og FFA

produktene best biotilgjengelighet, noe bedre enn etylesterformen.

2.2.3 Effekter av kortkjedede organiske syrer i for
Bruk av kortkjedede organiske syrer er ikke bare en metode som enkelt konserverer marint

restrastoff. De kan ogsa ha positive effekter pa vekst og overlevelse nar de tilsettes for. Ikke-
terapeutisk bruk av sma doser antibiotika, det vil si for a stimulere vekst, ikke for a kurere
sykdommer, tilsatt for, har veert brukt/ brukes i ganske mange land. Flere har foreslatt at
kortkjedede organiske syrer i for til gris og kylling kan erstatte slik bruk av antibiotika (Defoirdt
et al., 2009; Dibner & Buttin, 2002; Khan & Igbal, 2016). Slike syrer har i mange ar blitt tilsatt
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for til gris for gkt vekst og overlevelse (Dibner & Buttin, 2002; Eisemann & van Heugten, 2007,
Opheim et al., 2016).

Det konsentrerte proteinhydrolysatet man far fra ensilert marint restrastoff har vist seg
a inneholde 4-5 % maursyre (B. Dulavik, Hordafor; pers. med.). Flere publikasjoner har vist at
tilsetning av maursyre eller andre kortkjedede organiske syrer i for til fisk kan gke vekst og/
eller gke overlevelsesrate ved bakterielle smitteforsgk (Goosen et al., 2014; Churchird et al.,
2015; Ng et al., 2015; Koh et al., 2016). Det vil imidlertid veere sma mengder maursyre i

ensilasjeolje fordi den vanligvis bare inneholder sma mengder vann.

3 Materialer og metoder

3.1 Materialer
Torskesloet benyttet i forsgkene var hentet fra forskjellige kilder. I del 4.1 ble det brukt slo

hentet fra villfanget torsk som stod i merder ved Havbruksstasjonens anlegg pa Ringvassgy.
Fiskene hadde en vekt pd 4-7 kg og hadde vart foret med russisk lodde. | del 4.1 ble helt
torskeslo (alt av innvoller) ensilert ved forskjellige pH-verdier. | del 4.2 ble det lagd ensilasje
av foret (frossen lodde), mageinnhold, hele innvoller med lever og temte innvoller med lever.
Magesekk og tarmsystem ble klippet og skjart opp med saks og kniv for & temme innhold og
lage ensilasje av mage-tarminnholdet. De tamte innvollene ble ikke vasket, som kan ha fort til
rester av mage-tarminnhold i denne ensilasjen. Alle ensilasjer i andre del av forsgket ble tilsatte
maursyre til pH 2,9.

| del 4.3 ble det lagd ensilasje av innvoller fra oppdrettstorsk slaktet ved
Havbruksstasjonen i Tromsg. Torsken hadde veert foret med ekskludert pellets. pH-verdiene i
disse ensilasjene ble justert til 2,9. Det ble ogsa lagd ensilasje av innvoller fra oppdrettet laks
og oppdrettet torsk fra Havbruksstasjonens landanlegg. Bade laks og torsk hadde veert foret
med pellets. Fiskenes starrelse varierte fra 1-2,5 kg. pH i ensilasjene ble justert til 2,9.

| del 4.4 kom sloet fra villfanget torsk levert til Gunnar Klo Fiskemottak, Myre,
Vesteralen. Det ble lagd ensilasje av lever, hele innvoller med lever, hele innvoller uten lever,
rensede innvoller med lever, rensede innvoller uten lever og mage-tarminnhold. Det ble lagd

ensilasjer med pH-verdier pa 2.9, 3.5 og 4.0 av alle typer ensilasje.
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Alle kjemikaliene som ble brukt var av p.a. kvalitet. Kloroform, metanol, isopropanol,
heptan, hexan, dietyleter, NaOH, kobbersulfat, eddiksyre, fosforsyre, diklormetan (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Tyskland), maursyre (99 %), saltsyre, natriumacetat (Merck, Darmstadt,
Tyskland), natriumklorid (VWR, Heverlee, Belgia). Fettsyrestandardene som ble brukt for &
identifisere fettsyrene var PUFA 1, PUFA 2, PUFA 3 (Supelco Analytical, Bellefonte, PA,
USA) og GLC 411 (Nu-Chek prep., Inc., Elysan, MN, USA). Det ble brukt to standarder til
TLC-analysene (16:1A) som inneholdt monopalmitin (MAG), dipalmitin (DAG), tripalmitin
(TAG), palmitinsyre (FFA), kolesterol, kolesteryl palmitat (kolesterylester) og lecithin (PL)
eller 18:5A som inneholdt lecithin (PL), kolesterol, oljesyre (FFA), triolein (TAG) og kolesteryl
oleate (kolesterylester) (Nu-Chek prep., Inc., Elysan, MN, USA) lgst i diklormetan til en

konsentrasjon pa 20mg/ ml.

3.2 Metoder

3.2.1 Maling av pH
Det ble brukt et pH-meter av typen Phenomenal 111 (VWR, Tyskland) for @ male pH i

ensilasjer. pH-metret ble renset med destillert vann mellom hver maling.

3.2.2 Frie fettsyrer

Andel frie fettsyrer ble malt ved & veie ut 0,1-1g olje med tre paralleller til hver prave. Hver
oljeprave ble lgst opp i 75 ml kloroform:metanol:isopropanol (2:1:2). Det ble sa tilsatt 4 draper
indikator (0,5 % meta-crescolpurpur). Lasningen ble rart om med magnetrgrer og titrert med
automatisk titrator (Schott Instruments, Mainz, Tyskland) til lasningen fikk et fargeskifte fra

gul til fiolett.
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Formel for beregning av andel FFA (%):

(pr — bl) * M * 282

m(g) * 10003

* 100 %

Frie Fettsyrer (%) =

Hvor:

pr = titreringsvolum av prgve (ml)

bl = titreringsvolum av blindprgve (ml)
M = molaritet av NaOH (0,05 mol/Il)
282 = molekylvekt av oljesyre (g/mol)

M = vekt av prave (Q)

3.2.3 Ensilering av torske- og lakseslo

Sloet ble oppmalt med kvern (Bosch MFW68660, Kina). Det oppmalte torskesloet ble flyttet
over i beger og deretter ble det tilsatt maursyre (99 %). Maursyren ble blandet godt med det
oppmalte sloet for & fa en homogen blanding. pH ble malt og justert ved & tilsette maursyre med
1-3 dagers mellomrom til pH i ensilasjen hadde stabilisert seg. Hvor lenge pravene ble ensilert
fgr utvinning av olje varierte, og er spesifisert i Resultater. | del 4.3 av forsgket ble det brukt
maursyre som var tilsatt antioksidanten ethoxyquin. Ved justering av pH av disse ensilasjene

ble det brukt maursyre (99 %). Alle prgvene ble ensilert ved romtemperatur.

3.2.4 Utvinning av olje fra ensilasje
| ensilasjer av torskeslo som inneholdt lever ble det dannet en oljefase i gverste sjikt i begrene.
Olje ble pipettert over i sentrifugergr og sentrifugert (Multifuge 1 S-R Heraceus, Osterode,
Tyskland) i 10 minutter ved 2000 g for a fjerne urenheter. Etter sentrifuge ble oljefasen pipettert
oVer i nye provergr.

| ensilasjer hvor lever ikke var tilstede var det ett sveert lavt fettinnhold. Det ble forsgkt
a ekstrahere fett vha. Folch’s metode for fettekstraksjon (Folch et al., 1957) men resultatene her

ga usannsynlig haye verdier av FFA og derfor ble disse resultatene forkastet. Arsaken til lavt
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fettinnhold i ensilasjer uten tilsatt lever er at torsk er en art som lagrer fett i leveren, ikke rundt
organene som hos laks.

3.2.5 Tynnsjiktskromatografi (TLC)

Oljepraver fra ensilert torskeslo ble lgst i diklormetan til en konsentrasjon pa 10 mg/ml.
Inndampede fraksjoner fra fast-fase ekstraksjon ble ogsa lgst i diklormetan fgr TLC-analyse.
Et elueringskar ble fylt med elueringslasning (heptan:dietyleter:eddiksyre, 70:30:1) til bunnen
av karet ble dekket. HP-TLC plater (Merck, Darmstadt, Tyskland) ble merket med blyant for &
koordinere hvor prgvene og standard skulle appliseres. 2 pl av hver oljeprave ble applisert pa
platen med kapillarrgr. En standard (16:1A) som inneholdt monopalmitin (MAG), dipalmitin
(DAG), tripalmitin (TAG), palmitinsyre (FFA), kolesterol, kolesteryl palmitat (kolesterylester)
og lecithin (PL(fosfolipider)) eller 18:5A som inneholdt lecithin (PL), kolesterol, oljesyre
(FFA), triolein (TAG) og kolesteryl oleate (kolesterylester) ble applisert for a kunne identifisere
de separate fettklassene i oljepravene. Platen ble satt oppreist i elueringskaret til lgsningen
hadde trukket opp i platen til ca 1 cm av platen gjensto. Platen ble sa tatt ut og plassert opp mot
elueringskaret til den var terr. Deretter ble platen sprayet med kobberlgsning (10 %
kobbersulfat, 8 % fosforsyre). Deretter ble platen luftterket i ca 10 minutter far den ble plassert
i en kald varmeovn som ble varmet opp til 180 °C i varmeskap (Termaks, Labolytics AS,
Trondheim, Norge).

3.2.6 Fast-fase-ekstraksjon av lipidklasser (SPE)

SPE-engangskolonner (Varian Bond Elut NH>) ble plassert i et vakuum-manifold og kolonnen
ble aktivert ved a tilsette 7,5 ml hexan. 20 mg pregve ble lgst i 150 pl hexan:kloroform:metanol
(95:3:2) og tilsatt kolonnen. Det ble deretter tilsatt 5 ml kloroform for a separere ut ngytrale
lipider (fraksjon 1). For & separere ut frie fettsyrer (fraksjon 3) ble det tilsatt 5 ml
dietyleter:eddiksyre (98:2). Deretter ble polare lipider separert ut i to fraksjoner (fraksjon 3 og
4), farst ble det tilsatt 2,5 ml metanol:kloroform (6:1) og til slutt ble det tilsatt 2,5 ml 0,05 M
natriumacetat i metanol:kloroform (6:1). Fraksjon 3 og 4 ble blandet sammen og alle
fraksjonene ble dampet tarr med nitrogen. Fraksjonene ble deretter lgst opp i 1 ml diklormetan

og det ble gjort TLC av fraksjonene for & dokumentere separasjonen av fettklassene.
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Tabell 2: Oversikt over SPE-metoden.

Fraksjoner Lgsninger Separerte fettklasser
Aktivering 7,5 ml hexan -
Prave 20 mg i 150 pl -
hexan:kloroform:metanol
(95:3:2)
Fraksjon 1 5 ml kloroform Ngytrale lipider (TAG)
Fraksjon 2 5 ml dietyleter:eddiksyre Frie fettsyrer (FFA)
(98:2)
Fraksjon 3 2,5 ml metanol:kloroform Polare lipider
(6:1)
Fraksjon 4 2,5ml 0,05 M natriumacetat Polare lipider
I metanol:kloroform (6:1)

3.2.7 Fettsyresammensetning
Lipidpraver ble lgst ut i DCM:MeOH (2:1) til en konsentrasjon pa 10 mg/ ml. Deretter ble 100
ul prave tilsatt Kimax-rgr. Det ble sa tilsatt 0,9 ml diklormetan og 2 ml 2 % H»SO4i metanol i
hvert rgr. Pravene ble satt i varmebad med en temperatur pa 100 °C i en time. Deretter ble det
tilsatt 3,5 ml heptan og 3,5 ml 5 % NaCl og pravene ble blandet godt sammen med vortex (VF2
(IKA-Werke GmbH & Co.KG, Staufen, Tyskland). Det ble dannet to faser hvor den gverste
besto av heptan og lipider. Lipid-heptanfasen ble pipettert over i nye rgr og ble dampet tarr ved
nitrogengass. Pravene ble deretter lgst opp i 100 pl heptan og overfort til analyserar.
Fettsyresammensetningen ble analysert ved & benytte en Agilent 6890N gasskromatograf
utstyrt med en 7683B autoinjektor og flammeionisasjonsdetektor (FID). Helium ble benyttet
som beaeregass. De ulike fettsyrene ble separert som fglge av ulik vandringshastighet gjennom
en Varian CP7419 kapillerkolonne (50 m x 250 pm x 25 um nominal). Temperaturen pa
injektoren var 240 °C og temperaturen i detektoren var 250 °C. De enkelte fettsyrene ble

identifisert med basis pa retensjonstiden som ble sammenliknet med kjente standarder.
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4 Resultater

4.1 Ensilering av torskeinnvoller |
- Effekt av ulik pH pa FFA-niva

| dette forsgket ble torskeinnvoller, inkludert lever, fra villfanget torsk féret med frossen lodde
ensilert ved ulike pH-verdier. Ensilasjen ble lagret i 10 maneder far utskilt olje ble analysert
for innhold av FFA. To parallelle ensileringer ble gjennomfart ved hver pH-verdi.

Olje fra de to parallelle ensileringene ved pH 2,9 hadde et FFA-niva pa 3,2 og 4,2 %
(tabell 3 a og b). Verdiene fra ensilering ved pH 3,5 (c og d) var pa 13,3 og 14,8 %. Ensilering
ved pH 4,0 (e og f) ga et FFA-innhold pa 25,8 og 26,8 %.

Tabell 3: Frie fettsyrer (FFA %)
I olje fra torskeslo ensilert ved
ulik pH. Ensilasjen hadde veert
lagret i 10 maneder ved 20 °C for

analysen.
Prove pH FFA %
a 2,9 3.2
b 2,9 4.2
C 3,5 13.3
d 3,5 14.8
e 4,0 25.8
f 4,0 26.8

Oljene fra ensileringen ved de ulike pH-verdiene ble ogsa analysert ved hjelp av
tynnsjiktskromatografi (figur 9). Resultatene viste at ensilering ved pH 2,9 ikke hadde pavisbart
innhold av frie fettsyrer, men bare triacylglyserol. Ved gkende ensilerings-pH ble FFA synlig
pa tynnsjiktsplata. Ved pH 4,0 var FFA-flekken kraftigst og samtidig kunne spor av
diacylglyserol (DAG) skimtes. Alle prevene hadde en svak flekk nar eller pa

pasetningspunktet.
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Figur 9: Tynnsjiktskromatografi (TLC) av oljer fra
ensilasje av torskeslo (tabell 3). Ensilasjen ble lagret i 10
maneder far analyse. Ensilering ved: a og b: pH 2,9, ¢ og
d: pH 3,5, e og f pH 4,0. Standard: 18:5A

Triacylglyserol og frie fettsyrer i oljen utvunnet ved ensilering ved pH 4,0 (preve f, tabell 3)
ble fraksjonert ved hjelp av fast-fase ekstraksjon (SPE) som beskrevet i Materialer og Metoder
(3.2.6). De eluerte fraksjonene ble analysert ved hjelp av tynnsjiktskromatografi (figur 10).
Resultatet viste at TAG og DAG ble eluert med kloroform mens FFA kom ut av SPE-kolonnen
ved a bruke dietyleter:eddiksyre (98:2 v/v). Polare lipider (fosfolipider) ble forsgkt eluerte som
beskrevet i metoden uten at noen klar flekk kunne pavises i TLC-analysen (spor 4).
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Figur 10: TLC av preve f (tabell 3) hvor spor 1. er
useparert olje; spor 2: TAG; spor 3: FFA og spor 4: Polare
lipider. TAG, FFA og polare lipider har blitt separert ved
fast-fase ekstraksjon (SPE). Standard: 18:5A

Fettsyresammensetningen i den ufraksjonerte oljen utvunnet ved ensilering ved pH 4,0 og i SPE
isolerte TAG og FFA fraksjoner ble analysert. Resultatene viste ingen tydelige forskjeller i det
prosentvise innholdet av de enkelte fettsyrene i TAG og FFA (tabell 4). Innholdet av de
langkjedede omega-3 fettsyrene (EPA, DPA og DHA) var 22 og 20,9 % i henholdsvis TAG og
FFA.
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Tabell 4: Fettsyresammensetning (areal %) av olje utvunnet fra torskeslo ensilert ved pH 4,0
(tabell 3, prave f). Sammensetning ble ogsa bestemt i TAG- og FFA-fraksjon isolert ved SPE.
C18:1 n-9%: inneholder ogsd mindre mengder C18:1 n-7. -: ikke pavist.

Ufraksjonert olje TAG FFA

C14:0 2,5 2,3 3,1
C16:0 11,6 11,0 13,5
C18:0 4,7 49 4,6

> Mettede FA 18,8 18,2 21,2
C16:1 n-7 4,7 4,3 53
C18:1n-12 - 1,9 14
C18:1 n-9! 26,3 29,9 28,9
C20:1 n-9 2,8 6,6 4,4
C22:1n-11 - 4,9 3,0
C22:1n-9 5,0 1.2 11

> Enumettede FA 38,8 48,8 44,1
C18:2n-6 6,0 5,6 6,8
C18:3n-3 1,6 1,3 2,2
C18:4 n-3 - 3,6 3,0
C20:5n-3 8,4 75 9,7
C22:5n-3 1,4 1,6 11
C22:6 n-3 12,1 12,9 10,1

> Flerumettede FA 29,5 32,5 32,9
> LC-PUFA n-3 21,9 22 20,9
> FA 87,1 99,5 98,2

Triacylglyserol og frie fettsyrer i oljen utvunnet ved ensilering ved pH 3,5 (tabell 3 prave d)
ble ogsa fraksjonert ved SPE. De eluerte fraksjonene ble analysert ved hjelp av TLC (figur 11).
Resultatet viste at TAG-fraksjonen (spor 2) var fri for FFA mens FFA-fraksjonen inneholdt en
liten andel TAG. Polare lipider ser ikke ut for & vere tilstede i oljen (spor 4). TAG-fraksjonen

inneholdt ogsa litt DAG og noe som tentativt kunne veere kolesterol.
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Figur 11: Separering av TAG og FFA i olje fra torskeslo
ensilert ved pH 3,5 (tabell 3, preve d). Spor 1: ikke
fraksjonert olje, spor 2: Isolert TAG og DAG, spor 3: FFA,
spor 4: polare lipider, KE = Kkolesterylester (standard).
Standard 18:5A

Fettsyresammensetningen i den ufraksjonerte oljen utvunnet ved ensilering ved pH 3,5 og i SPE
isolerte TAG og FFA fraksjoner ble analysert. Resultatene viste her heller ingen tydelige
forskjeller mellom det prosentvise innholdet av de enkelte fettsyrene i TAG og FFA (tabell 5).
Innholdet av de langkjedede omega-3 fettsyrene (EPA, DPA og DHA) var 20,2 og 23 % i
henholdsvis TAG og FFA.
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Tabell 5: Fettsyresammensetning (areal %) av olje utvunnet fra torskeslo ensilert ved pH 3,5
(tabell 3, prave D). Sammensetning ble ogsa bestemt i TAG- og FFA-fraksjon isolert ved SPE.
C18:1 n-9%: inneholder ogsd mindre mengder C18:1 n-7. -: ikke pavist.

Ufraksjonert olje TAG FFA

C14:.0 2,5 2,5 2,7
C16:0 12,7 12,2 15,7
C18:0 51 5,0 54

> Mettede FA 20,3 19,7 23,8
C16:1 n-7 4,7 4,7 4,6
C18:1n-12 - - 14
C18:1n-9 26,1 26,5 26,5
C20:1 n-9 59 6,2 4,4
C22:1n-11 - 4,6 2,9
C22:1n-9 5,0 12 1,0

> Enumettede FA 36,7 43,2 40,8
C18:2 n-6 6,0 6,0 6,0
C18:3n-3 1,6 15 1,8
C18:4n-3 3,4 3,6 2,7
C20:5n-3 8,2 7,6 9,4
C22:5n-3 1.4 1,4 1,2
C22:6 n-3 11,7 11,2 12,4

> Flerumettede FA 32,3 31,3 33,5
> LC-PUFA n-3 21,3 20,2 23
> FA 89,3 94,2 98,1

4.2 Ensilasje av slo fra levendelagret torsk
| dette forsgket ble slo fra villfanget torsk som hadde blitt féret med frossen lodde ensilert ved

pH 2,9. Det ble laget separate ensilasjer av intakte innvoller, innvoller hvor mage-tarminnhold
var fjernet, mage-tarminnhold og foret (frossen lodde). Ensilasjen ble lagret i 9 maneder far
utskilt olje ble analysert for innhold av FFA (tabell 6). Oljen fra den ensilert lodde hadde et
FFA-niva pa 15,9 %. Ensilert mageinnhold hadde et FFA-innhold pa 21,8 %, mens hele
innvoller m/ lever hadde et FFA-innhold pa 5,9 %. Temte innvoller m/ lever hadde et FFA-niva
pa 1,9%.

Tabell 6: FFA (%) i olje fra ensilasje av lodde (fér), mage-
tarminnhold, hele innvoller og temte innvoller fra villtorsk torsk
som holdes i merder. Alle ensilasjene ble lagd med pH 2,9.
Ensilasjen ble lagret i 9 maneder ved 20 °C far analyse.

Prgve Prave FFA %
a For (frossen lodde) 15.9
b Mage-tarminnhold 21.8
c Hele innvoller m/ lever 5.9
d Teamte innvoller m/ lever 1.9
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Olje fra ensilasjene av prgvene i tabell 6 ble ogsa analysert ved hjelp av tynnsjiktskromatografi
(figur 12). Resultatene viste at olje fra ensilert lodde (spor a) hadde et tydelig innhold av
triacylglyserol, frie fettsyrer og diacylglycerol. Olje fra ensilert mageinnhold (spor b) hadde
meget svake flekker av bade TAG og FFA. Det var omtrent tilsynelatende like mye av disse to
fettklassene tilstede. Utskilt olje fra bade ensilasje av hele innvoller m/ lever (spor c) og av
temte innvoller m/ lever (spor d) viste tydelig innhold av TAG. Betydelig mindre mengder FFA
og DAG var tilstede. Den relative andelen av FFA sammenlignet med TAG var imidlertid

hgyere i hele innvoller med lever (spor c) enn i temte innvoller (spor d).

S
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Standard a b c d

Figur 12: TLC av oljepraver fra ensilasjene av
torskeslo i tabell 6. spor a: for (frossen lodde),
spor b: mage-tarminnhold, spor c: intakte
innvoller, d: innvoller hvor mage-tarminnhold
var fjernet. Standard: 16:1A
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4.3 Ensilering av slo fra oppdrettstorsk og oppdrettslaks
Farst i dette forsgket ble det laget ensilasjer av innvoller med og uten lever og ren lever fra

oppdrettstorsk foret med ekskludert pellets. Ensilasjene ble lagret i 9 maneder ved 20 °C for
olje ble utvunnet og analysert. Ensilasje av torskeinnvoller uten lever ga ikke tilstrekkelig fett
til & gjennomfare analysen. FFA-niva i olje av ensilert torskelever var pa 1,4 % etter 9 maneders

lagring. Innvoller med lever hadde et noe hgyere FFA-innhold pa 11,2 %.

Tabell 7: FFA (%) i olje fra ensilert lever og
ensilerte innvoller med lever av oppdrettstorsk
fra havbruksstasjonens landanlegg i Karvika.
Ensilasjene ble lagd med pH 2,9 og lagret i 9
maneder ved 20 °C for analyse.

Prave FFA %
Lever 14
Innvoller med lever 11.2

Oljene utskilt fra ensilasjer i tabell 7 ble analysert ved hjelp av tynnsjiktskromatografi (figur
13). Olje fra ensilert torskelever (spor 1) viste et tydelig innhold av TAG, mens FFA kan nesten
ikke synes pa platen. Oljen fra ensilerte torskeinnvoller m/ lever viste tydelig innhold av TAG
og FFA.

TAG " .
FFA
DAG W

. MAG ¢ ‘
Standard 1

[N

Figur 13: TLC av olje fra ensilering av slo fra
oppdrettstorsk (tabell 7). 1: olje fra ensilert lever, 2: olje
fra ensilerte innvoller med lever. Standard 16:1A
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Ensilasjer av innvoller (m/ lever) fra oppdrettslaks og oppdrettstorsk ble produsert ved pH 2,9.
etter tre ukers lagring ved romtemperatur ble oljen utvunnet og analysert for FFA. Oljen fra
lakseslo og torskeslo hadde henholdsvis 1,9 og 4,8 % FFA.

Tabell 8: Frie fettsyrer fra ensilerte innvoller
m/ lever fra oppdrettslaks og oppdrettstorsk.
Ensilasjene ble laget med pH 2,9 og ble lagret i
3 uker ved 20 °C fgr analyse.

Prgve FFA %
Laks 1.9
Torsk 4.8

4.4 Ensilering av slo fra villfanget Vesteralstorsk
Det ble laget ensilasjer av innvoller fra villfanget torsk levert til Gunnar Klo Fiskemottak, Myre,

Vesteralen. Det ble lagd ensilasjer med pH 2,9, 3,5 og 4,0 av lever, hele innvoller med lever og
innvoller der mage-tarminnhold var fjernet (rensede innvoller). Det ble ogsa gjennomfart
ensilering uten lever og av mage-tarminnhold. I disse to sistnevnte prgvene var det ikke mulig
a isolere fett ved sentrifugering. Ensilasje av hele innvoller m/ lever ensilert ved pH med 3,5 ga
heller ikke tilstrekkelig fett til analyse. Trolig pa grunn av at leverinnholdet var sveert lavt
sammenlignet med de andre ensilasjene. Ensilasjene ble lagret i en maned far utskilt olje ble
analysert for ferste gang. Deretter ble olje utvunnet og analysert etter 3 og 7 maneders
ensilering.

Utskilt olje fra ensilasjene av lever pH ved 2,9, 3,5 og 4,0 hadde etter én maneds lagring
et FFA-niva pa 0,6, 2,8 og 6,3 %. Etter 3 maneders lagring hadde FFA-innholdet gkt i
ensilasjene, henholdsvis til 2,3, 10,9 og 11,5 %. Nye analyser ble gjennomfart etter 7 maneders
lagring og FFA-innhold hadde pa dette tidspunktet blitt redusert i samtlige ensilasjene av lever.
FFA-innhold var pa dette tidspunktet 0,6, 4,7 og 6,0 %. Det ble gjort nok en analyse av ensilert
lever fire dager senere som viste omtrent like FFA-verdier, henholdsvis 0,4, 3,9 og 5,6 %.

Resten av prevene ble analysert etter 1 og 3 maneders lagring. Olje utskilt fra ensilasje
av hele innvoller m/ lever pH ved 2,9 og 4,0, hadde henholdsvis ved farste analyse et FFA-
innhold pa 12,5 og 14,6 %. Ved andre analyse hadde FFA-innholdet gkt til 16,2 og 19,2 %.
Utskilt olje fra ensilasje av rensede innvoller m/ lever pH 2,9, 3,5 og 4,0 hadde etter en maned
lagring et FFA-innhold pa henholdsvis 3,9, 7,7 og 8,8 %. Etter tre maneder hadde FFA-nivaet
steget til 6,7, 8,2 og 14,1 %. Pravene med hgy FFA prosent hadde en utfelling under analysen

og disse verdiene er derfor usikre.
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Tabell 9: Ensilasje av lever, hele innvoller, rensede innvoller m/ lever, hele innvoller u/ lever,
rensede innvoller u/ lever. Det ble lagd ensilasjer med pH 2.9, 3.5 og 4.0. Ensilasjen ble
produsert sa raskt som mulig etter slgying. Prgvene med veldig hey FFA verdi hadde en
utfellingsreaksjon, uvisst hva som er arsaken til utfellingen. Ensilasjen ble lagret i en maned
far farste analyse.

m/ lever

Prove Prave pH | FFA% 1mnd | FFA%3mnd | FFA% 7 mnd | FFA % 7 mnd
1 Lever 2.9 0.6 2.3 0.6 0.4
2 Lever 3.5 2.8 10.9 4.7 3.9
3 Lever 4.0 6.3 115 6.0 5.6
4 Hele innvoller 2.9 12,5 16.2 1A 1A
5 Hele innvoller 3.5 1A 1A 1A 1A
6 Hele innvoller 4.0 14.6 19.2 1A 1A
7 Rensede innvoller | 2.9 3.9 6.7 1A 1A
m/ lever

8 Rensede innvoller | 3.5 7.7 8.2 1A 1A
m/ lever

9 Rensede innvoller | 4.0 8.8 14.1 1A 1A
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Triacylglyserol og frie fettsyrer i oljen utvunnet ved ensilering av lever ved pH 4,0 (tabell 9,
prgve 3) ble separert ved SPE. De eluerte fraksjonene ble analysert ved hjelp av TLC (figur
14). Resultatene viste at TAG-fraksjonen (spor 2) var fri for FFA, mens FFA-fraksjonen (spor
3) inneholdt en liten andel TAG. Polare lipider ser ikke ut til & vaere tilstede i oljen. TAG-

fraksjonen inneholdt ogsa litt DAG og noe som tentativt kunne veere kolesterol.

3 AR SRR R 1 5 TR T —
KE ‘

-l

FFA S
DAG®

MAG.»

Standard
Figur 14: TLC av olje fra ensilert lever ved pH 4,0
(tabell 9 prave 3). TAG og FFA har blitt separert ved
SPE. Spor 1: ufraksjonert olje, spor 2: TAG, spor 3: FFA
og spor 4: Polare lipider. Standard 18:5A

1 2 3 4
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Fettsyresammensetningen i den ufraksjonerte oljen utvunnet ved ensilering av torskelever ved
pH 4,0 og i SPE isolerte TAG- og FFA-fraksjoner ble analysert. Resultatene viste ingen tydelige
forskjeller mellom det prosentvise innholdet av de enkelte fettsyrene i TAG og FFA (tabell 10).
Innholdet av de langkjedede omega-3 fettsyrene (EPA, DPA, DHA) var 26,0 og 22,3% i
henholdsvis TAG og FFA.

Tabell 10: Fettsyresammensetning (areal %) av olje utvunnet fra torskelever ensilert ved pH
4,0 (tabell 8, prave 3). Sammensetning ble ogsa bestemt i TAG- og FFA-fraksjon isolert ved
SPE. C18:1 n-9%: inneholder ogsé mindre mengder C18:1 n-7. -: ikke pévist.

Ufraksjonert olje TAG FFA

C14:.0 4,2 4,1 4,5
C16:0 11,7 11,1 13,4
C18:0 3,1 2,9 34

> Mettede FA 19 18,1 21,3
C16:1 n-7 7,0 7,0 7,0
C18:1n-12 - 2,3 1,9
C18:1n-9 18,0 20,0 19,1
C20:1 n-9 10,1 9,6 7,6
C22:1n-11 - - 59
C22:1n-9 9,2 8,5 1,3

> Enumettede FA 443 47,4 42,8
C18:2 n-6 2,2 2,2 2,3
C18:3n-3 1,2 1,2 1,4
C18:4n-3 3,2 3,9 3,7
C20:5n-3 9,2 9,4 9,0
C22:5n-3 1,2 1,3 1,1
C22:6 n-3 14,4 15,3 12,2

> Flerumettede FA 30,2 33,3 29,7
> LC-PUFA n-3 24,8 26,0 22,3
> FA 93,5 98,8 93,8

5 Diskusjon

Ensilering med maursyre er en enkel, veletablert og lgnnsom teknologi for konservering av
restrastoff fra foredling av fisk. | Norge er det to store bedrifter, Hordafor AS og Scanbio AS,
som utnytter denne metoden for & ta vare pa restrastoff bade fra oppdrettsnaringen og fra
foredling av villfisk.

Forskning har tradisjonelt rapportert at ensileringen bar skje ved pH 4,0 eller lavere for
a hindre bakteriell vekst (Tatterson, 1982; Espe & Lied, 1999; Gallardo et al., 2012; van ‘t
Land, Vanderperren & Raes, 2017). Industriell erfaring og publiserte resultater tyder imidlertid
pa ugnskede forandringer i innholdet av frie fettsyrer ved lengere tids lagring av slik ensilasje
(Gildberg & Raa, 1977; Reece, 1981; Tatterson, 1982).

27



| denne oppgaven ble det undersgkt hvordan pH pavirket innholdet av FFA i ensilasje
av slo fra villtorsk foret med frossen lodde. Selv etter 10 maneders ensilering ved pH 2,9 var
FFA i utvunnet olje under grenseverdien til bruk i for (tabell 3). Ensilering ved hgyere pH (3,5
og 4,0) ga verdier langt over grenseverdien. Analyse med TLC bekreftet resultatet ved at
flekken som viser FFA var av gkende intensitet nar ensileringen skjer ved pH 2,9 til 4,0 (figur
9). Denne pH-avhengige dannelsen av FFA i torskeslo er tilsvarende det som ble funnet i slo
fra oppdrettslaks (Habbestad, 2016). En sannsynlig arsak til hgyere FFA-verdier ved ensilering
ved hgyere pH er aktive fettspaltende enzymer, f. eks lysosomale enzymer som er aktive ved
sur pH. Alternativt sa kan det vaere enzymer fra sopp (Aspergillus flavus) som har vist seg a
kunne vokse i maursyreensilasje ved pH 4,0 (Strem et al., 1980).

Det er kjent fra analyse av sildeolje (Addison et al., 1969) og av raudateolje (Vang et
al., 2013) at FFA i oljene i stor grad stammer fra fosfolipider. Dette basert pa at fosfolipider har
et mye hgyere innhold av langekjedede omega-3 fettsyrer enn triacylglyseroler. De fant et
tilsvarende hgyt innhold av EPA og DHA i FFA som fins i fosfolipider. For a undersgke dette
ble TAG og FFA i oljene utvunnet etter 10 maneders ensilering ved pH 3,5 og 4,0 fraksjonert
med fast-fase ekstraksjon. Fraksjoneringen ble verifisert med TLC analyse (figur 10 og 11).
Deretter ble fettsyresammensetningen i TAG og FFA analysert. Resultatene viste et ganske likt
innhold av EPA og FFA i TAG og FFA (tabell 4 og 5). Dette ma bety at det ikke er noen selektiv
hydrolyse av fettsyrer i fosfolipider under ensilering ved pH 3,5-4,0. Sildeoljen og raudateoljen
nevnt ovenfor var produsert med ngytral pH.

| del 4.2 av Resultater ble det undersgkt om foret (torskens mageinnhold) var en kilde
til hgyt FFA-innhold i olje fra ensilasje. Denne torsken var villfanget og hadde veert foret i merd
med frossen lodde. Resultatene viste at olje fra ensilert fér og mage-tarminnhold hadde et sveert
hgyt innhold av FFA. Dette er ikke overaskende fordi det er kjent at innholdet av frie fettsyrer
gker under fryselagring av fet fisk seerlig ved hgy temperatur (Refsgaard et al., 2000). At det er
noe hgyere FFA i mage-tarminnholdet enn i foret kan forklares med at fiskens egne enzymer
har frigjort fettsyrer. FFA i ensilasjeoljen fra hele innvoller med lever var 5,9 % mens i de tamte
innvoller med lever var den bare pa 1,9 %. Forskjellen forklares med at mage-tarminnholdet er
tilstede i det farste tilfellet. Torsk foret i merd med frossen lodde har god appetitt og kan fa en
leverindeks pa hele 12 % (Kristoffersen et al., 2006). Den store andelen lever forklarer det
betydelig lavere FFA-innholdet i hele innvoller sammenlignet med mage-tarminnholdet.
Tynnsjiktskromatografi av ensilasjeoljene bekreftet resultatene fra titrering av fettsyrenivaene.
Spor a viste tydelig at olje fra ensilert lodde har et hagyt innhold av FFA og DAG. Spor b (mage-
tarminnhold) skulle etter beregninger av FFA ha det tydeligste utslaget av FFA pa platen, men
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bade TAG, FFA og DAG var svert utydelig. Relativ mengde FFA i forhold til TAG viser at
prgven har et hgyt innhold av FFA. Hele innvoller med lever hadde et relativt lavt innhold av
FFA (spor c). Innvoller uten innhold hadde minst relativt innhold av FFA og DAG (spor d).

| del 4.3 av Resultater ble det farst analysert oljer fra ensilasjer av lever, innvoller med
og uten lever av oppdrettstorsk som fores med pellets. Selv etter 9 maneders ensilering av lever
var FFA-innholdet sveert lavt (tabell 7), noe som ogsa kom fram pa tynnsjiktsplaten (figur 13).
Dette betyr at ensilering av fersk torskelever kan veere en konserveringsmetode far tran
produseres. Pa mindre plasser langs kysten kan volumene av landet lever vere sa sma at det
ikke er lgnnsomt & produsere tran av ferskt rastoff. Fryselagring av lever er et darlig alternativ
fordi det fort dannes et hgyt FFA-niva (Karlsdottir et al., 2016). Innvoller med lever hadde et
hgyere FFA-innhold og dette kom ogsa frem pa tynnsjiktsplaten. Et FFA-innhold pa 11,2 %
etter 9 maneders ensilering ved pH 2,9 er vanskelig a forklare og er omtrent tilsvarende det som
ble funnet ved ensilering ved pH 3,5 i det forste forsgket (tabell 3). Ekstudert for gitt
oppdrettstorsken inneholder ikke aktive enzymer pa grunn av varmebehandling og kan derfor
ikke sammenlignes med den frosne lodden gitt villtorsken. | ettertid kan man si at oljen utvunnet
fra innvoller med lever burde ha veert analysert ved starten av ensileringen og s& ved noen
tidspunkter senere i lagringsperioden. Dette kunne fortalt oss om innvollene hadde hatt et hgyt
FFA-innhold i utgangspunktet eller om disse ble dannet enzymatisk i lgpet av ensileringen.
Resultatet i det neste forsgket (tabell 8) kan tyde pa dette. | forsgk presentert i tabell 8 ble slo
med lever fra oppdrettstorsk ensilert i 3 uker ved pH 2,9. FFA-innholdet i oljen ble funnet &
veere 4,8 %. | dette forsgket ble slo fra oppdrettslaks ogsa ensilert men her ble FFA etter 3 uker
funnet a veare 1,9 %. En mulig forklaring pa forskjellen kan veere artsspesifikk. For eksempel
sa er fettet i lakseslo i depoter i bukhulen mens i torskeslo er det i levra, et aktivt metabolsk
organ som antakelig inneholder ganske mye enzymer.

| del 4.4 av Resultater ble det lagd mange ensilasjer med forskjellige sammensetninger
av innvoller fra villfanget torsk. Det ble lagd flere ensilasjer hvor lever ikke var tilstede, og alle
disse ensilasjene manglet fett til analyser. Dette innebearer at ensilasje av torskeslo hvor lever
(og rogn) er fjernet, antakelig ikke trenger a separere oljen fer inndampingen til et konsentrert
hydrolysat. Resultatene presentert i tabell 9 bekrefter generelt de funnene som er rapportert
tidligere i oppgaven. Det er tydelig en pH-avhengig dannelse av FFA hvor pH 2,9 gir lavest
verdi. Samtidig ser man nar hele innvoller ensileres sa blir FFA hgyere en nar mage-
tarminnholdet er fjernet. Den sannsynlige drsaken er at enzymer fra byttedyr i
fordgyelseskanalen bidrar til hydrolyse av forsapbart fett. Ved analyse av oljer med et FFA-

innhold hgyere enn omtrent 10 % fikk man en utfelling under titreringsanalysen. Dette kan ha
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bidratt til for eksempel det tilsynelatende lavere innhold av FFA etter 7 maneders ensilering av
lever sammenlignet med analyser etter 3 méneder. Arsaken til utfellingen var det ikke tid til &
undersgke naermere.

Analysen av fettsyresammensetning i isolert TAG og FFA fra ensilering av lever ved
pH 4,0 (tabell 10) bekreftet det tidligere resultatet om at de frie fettsyrene kommer fra TAG og
ikke fosfolipider spesielt.

Konklusjonen pa denne oppgaven er at fiskeslo bar ensileres ved lav pH (f. eks 2,9) for
a unnga dannelse av frie fettsyrer. Et forhgyet niva av frie fettsyrer kan ogsa stamme fra
innholdet i torskens fordgyelseskanal. Ensilasjeolje fra torskelever har et lavere innhold av frie
fettsyrer enn olje fra ensilasje lagd av resten av sloet. Sammenligningen av de frie fettsyrene i
ensilasjeoljer tyder pa at de stammer fra hovedsakelig triacylglyserol, ikke fra fosfolipider. Olje
fra ensilert lakseslo hadde lavere FFA-verdier enn olje fra ensilert torskeslo, arsaken til dette

kan veere artsspesifikke forskjeller.
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