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Sammendrag

Omega-3 fettsyrer er i starre grad bundet til fosfolipider (PL) enn triacylglyserol (TAG) i
umoden silderogn. Fettsyrene EPA (C20:5 n-3) og DHA (C22:6 n-3) er i hovedsak bare a finne
i sjgmat og disse fettsyrene har flere positive helseeffekter, som kan bidra til & redusere hjerte-
og karsykdommer. Umoden silderogn har et hgyt innhold av celler og inneholder relativt sett
lite depotfett og derav hgy andel PL. Til tross for kunnskap om verdifullt naeringsinnhold er
umoden silderogn et lite utnyttet restrastoff. Formalet med denne studien var a ekstrahere
lipider fra umoden silderogn med «grgnn teknologi», samt analysere fettklasse- og
fettsyresammensetningen.

«Grgnn teknologi» betyr i denne sammenhengen bruk av ikke-klorerte organiske
lesemidler. Fettutbyttet i ubehandlet silderogn ekstrahert med Folchs, heptan:isopropanol (2:1,
v/v) og etanol var henholdsvis 6,6; 5,1 og 7,1. Fra frysetarket silderogn ble det ekstrahert 15,3%
fett med etanol. Den best egnede «granne» metoden i denne studien var etanolekstraksjon og
av kostnadsgrunner bgr vat silderogn brukes.

Produktet Romega® ble analysert for sammenligning grunnet et angitt 35 % innhold av
silderognekstrakt. Fett fra silderogn hadde et hgyt innhold av PL (69,4%), sammenlignet med
Romega® hvor det ble pavist overraskende lite PL til tross for at det var deklarert 34%
fosfolipidinnhold pa pakningen. Hgyt innhold av frie fettsyrer (FFA) i Romega® kan tyde pa
at det har skjedd en nedbrytning av eventuelle PL i produktene. Innholdet av TAG var derimot
hgyt i Romega® sammenlignet med fett fra silderogn. Med bakgrunn i resultatene fra denne
studien er det usikkert hvorvidt produktet inneholder deklarert silderognekstrakt.

Det ble pavist et hgyt innhold av langkjedede flerumettede omega-3 fettsyrer, sarlig
eikosapentaensyre (12,7%) og dokosaheksaensyre (29,7%), i lipider fra umoden silderogn.
Naytrale lipider (NL) og PL i fettekstrakt fra etanolekstraksjon ble effektivt separert med fast
fase ekstraksjon. Fettsyreanalyser av fettklassene viste at PL hadde betydelig heyere mengde
EPA og DHA sammenlignet med NL. Basert pa anbefalinger fra europeisk myndighet for
naringsmiddeltrygghet (EFSA) vil inntak av 14-36 gram silderogn vaere nok for a dekke
dagsbehovet for EPA og DHA. | tillegg til et hgyt innhold av lipider, hadde silderogn en stor
mengde essensielle aminosyrer. Umoden silderogn er altsa neeringsrikt, og lipidene ble effektivt

ekstrahert med «grenn teknologi».

vii



Summary

In immature herring roe omega 3 fatty acids are mainly bound to phospholipids (PL) than
triacylglycerols (TAG). The fatty acids EPA (C20:5 n-3) and DHA (C22:6 n-3) are mainly
found in seafood and have several positive health effects, which can reduce cardiovascular
disease. Immature herring roe has a high content of cells, hence a high proportion of PL and a
relatively low content of depot fat. Despite knowledge of valuable nutrient content, immature
herring roe is an underutilized material. The purpose of this study was to extract lipids from
immature herring roe using “green technology”, as well as to analyze lipid classes and fatty
acids composition.

“Green technology” in this context means no use of chlorinated organic solvents. The
fat yield of untreated herring roe extracted with Folchs method, heptane:isopropanol (2:1, v/v)
and ethanol were respectively 6.6, 5.1 and 7.1%. From freeze-dried herring roe 15.3% fat was
extracted with ethanol. The most suitable “green” method in this study was ethanol extraction
and for cost reasons wet herring roe should be used.

The product Romega® was analyzed for comparison due to a stated 35% content of
herring roe extract. Lipids in herring roe had a high content of PL (69.4%), compared to
Romega® where surprisingly little PL was detected even though 34% PL content was declared
on the package. High content of free fatty acids (FFA) in Romega® may indicate that PL has
been decomposed. On the other hand, the content of TAG was high in Romega® compared to
lipids from herring roe. Based on the results of this study, it is uncertain whether the product
contained declared herring roe extract.

High levels of long-chain polyunsaturated omega 3 fatty acids, especially EPA (12.7%)
and DHA (29.7%), was detected in lipids from immature herring roe. Neutral lipids (NL) and
PL in lipid extract from ethanol extraction were effectively separated with solid phase
extraction. PL had higher levels of EPA and DHA than neutral lipids. Based on
recommendations from the European Food Safety Authority (EFSA) an intake of 14-36 grams
herring roe is enough to cover the daily needs of EPA and DHA. In addition to nutrient-rich
content of lipids, herring roe had a large amount of essential amino acids. Immature herring roe

Is nutritious, and lipids were efficiently extracted by “green technology”.
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1 Innledning

De langkjedede flerumettede omega-3 fettsyrene (LC-PUFA n-3) eikosapentaensyre (EPA;
20:5 n-3) og dokosaheksaensyre (DHA,; 22:6 n-3) finnes i hovedsak bare i sjgmat. De positive
helsemessige effektene av disse fettsyrene kom i fokus for 40-50 ar siden etter at to danske
forskere oppdaget at inuitter pa Grenland hadde lavere forekomster av hjerte- og karsykdommer
sammenlignet med dansker og inuitter i Danmark (Dyerberg et al., 1978; Bang & Dyerberg,
1980). Dette ble satt i sammenheng med deres hgye inntak av sjgmat, s&rlig sel og hval, med
hgyt innhold av EPA og DHA. | ettertid har det blitt publisert utallige vitenskapelige artikler
om temaet LC-PUFA n-3 og (potensielle) helseeffekter. Innholdet av EPA og DHA er
hovedgrunnen eller -arsak til at helsemyndigheter i mange land anbefaler et hgyt konsum av
sjgmat (Kris-Etherton et al., 2009). Som alternativ til sjgmat er helsekostprodukter med hgyt
innhold av disse fettsyrene populert. Helsekostprodukter inneholder ofte konsentrert LC-PUFA
n-3, fra fiskeolje som har gjennomgatt prosesser hvor fettsyrer uten omega-3 har blitt fjernet.
Ofte brukes pelagisk fiskeolje til slike prosesser, hvor TAG av sakalt 18:12 kvalitet (18% EPA
0g 12% DHA), transesertifiseres fra TAG til etylester (EE), og tilbake til opprinnelig form hvor
konsentratet bestar av for eksempel TAG 30:20 (30% EPA og 20% DHA). Fiskeolje som har
gatt gjennom slike prosesser benevnes som rTAG (re-esterified TAG).

LC-PUFA n-3 er vist & ha blant annet anti-inflammatorisk virkning (Calder, 2001;
Cleland et al., 2006) og dette kan bidra til & redusere risikoen for hjerte- og karsykdommer.
EPA og DHA er i stand til & hemme en rekke aspekter ved inflammasjon, blant annet ved &
endre sammensetningen av PL i cellemembranen og fettsammensetningen blir i stgrre grad
sammensatt av n-3 som gir opphav til mindre inflammasjon (Calder, 2015). Inflammasjon, pa
folkemunne mer kjent som betennelsessykdom, er en forsvarsmekanisme i kroppen ved
infeksjon eller andre skader, som initierer drap pa patogene organismer og reparasjon av skadet
vev. Kroppslige reaksjoner kan veere feber, hevelse og dannelse av cytokiner for & nevne noen.
EPA og DHA kan hemme produksjonen av proinflammatoriske cytokiner (Wang et al., 2010).
Det er ikke kjent hvilken mengde marine LC-PUFA n-3 som ma brukes for a oppna anti-
inflammatorisk effekt, men daglig dose bgr veere minst 2 gram (Calder, 2015). Hgyt inntak av
fiskeolje antas & ha gunstig effekt pa revmatoid artritt, noen typer psoriasis (guttat, pustulase),
mot tilbakefall av Chrohns sykdom og mot progresjon av kronisk nyrebetennelse (Cleland et
al., 2003; Calder, 2015; Grimminger et al., 1993; Mayser et al., 1998; Mayser et al., 2002;
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Belluzzi et al., 1996; Donadio et al., 1994). Nyere forskning viser at LC-PUFA n-3 reduserer
triacylglyserolrike lipoproteiner, noe som kan gi kardiovaskulere fordeler (Weinberg et al.,
2021). Omega-3 kan endre produksjonen av inflammatoriske, vasodilaterende og
antiaggregerende signalmolekyler, og pa den maten redusere inflammasjon, forhindre dannelse
av blodpropp og stabilisere areforkalkning (Weinberg et al., 2021).

Langkjedede flerumettede omega-3 fettsyrer kommer i all vesentlighet i to former: TAG
og PL. TAG bestar av tre fettsyrer forestret pa et glyserolmolekyl, og er ngytralt eller upolart.
Hos mennesker lagres TAG som depotfett, og brukes som energilager. PL bestar av to fettsyrer
og en fosfatgruppe bundet til glyserol. En gruppe er koblet til fosfatgruppen og dette kan
eksempelvis veere kolin, etanolamin og serin som danner henholdsvis fosfolipidene
fosfatidylkolin (PC) og fosfatidyletanolamin (PE). PL bestar altsa av bade en polar og en upolar
del, noe som gir fettklassen spesielle egenskaper. PL er viktige komponenter i oppbygningen
av cellemembraner og kan fungere som signalmolekyler. Cellemembraner bestar av et dobbelt
fosfolipidlag hvor de upolare fettsyrene er vendt inn mot hverandre, og fosfatgruppene danner
yttersiden av membranen. Dermed skilles vann innen- og utenfor cellemembranen fra
hverandre.

Hvorvidt TAG eller PL er den beste kilden til LC-PUFA n-3 er et omdiskutert tema. For
a fa et overblikk over hvilken fettklasse som egner seg best som kilde til EPA og DHA
undersgkes ofte biotilgjengeligheten. Biotilgjengelighet brukes for & beskrive hvor mye av et
naeringsmiddel som faktisk blir gjenverende i kroppen etter fordgyelse og absorbsjon
(Ghasemifard et al., 2014). Det er flere rapporter som hevder at PL har bedre biotilgjengelighet
enn TAG (Schuchardt et al., 2011; Ulven et al., 2011; Maki et al., 2009). | disse studiene ble
det i hovedsak undersgkt krillolje og fiskeolje da LC-PUFA n-3 i stgrre grad er bundet til PL i
krillolje og bare til TAG i fiskeolje. Det ble funnet overraskende store mengder EPA og DHA
I FFA, som utgjer henholdsvis 22 og 21% av det totale innholdet av EPA og DHA i krillolje
(Schuchardt et al., 2011). Dette kan pavirke resultatene i studier hvor krillolje brukes, da det er
dokumentert hgy biotilgjengelighet for FFA (Lawson & Hughes, 1988). Med utgangspunkt i
dette, kan det ha en signifikant forskjell pa biotilgjengeligheten dersom krillolje blir benyttet
som kilde til PL. En gjengaende utfordring i disse studiene er ulikt inntak mengde av EPA og
DHA. PL har hgyere innhold av omega-3 fettsyrene (Gigliotti et al., 2011), og det ma derfor
inntas ulik dose, i dette tilfellet, krillolje og fiskeolje for & fa samme mengde EPA og DHA.

Det er gjort forsgk med hgyere inntak av krillolje enn fiskeolje, men samme innhold av EPA
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og DHA, men det ble ikke dokumentert signifikant forskjell i biotilgjengeligheten hos
mennesker av PL og TAG (Ghasemifard et al., 2014; Salem & Kuratko, 2014; Yurko-Mauro
et al., 2015). | dyrestudier ble det derimot dokumentert en signifikant starre forskjell i opptak
fra PL enn fra TAG malt i vev (Ghasemifard et al., 2014). Ulikt inntak av fettsyrene pavirker
resultatene i stor grad og gjer det vanskelig & trekke konklusjoner om hvorvidt den ene
fettklassen er mer biotilgjengelig enn den andre. Nevnte fordeler med LC-PUFA n-3 er basert
pa kronisk inntak, derfor bar ogsa biotilgjengeligheten ses pa etter en periode pa over 3 maneder
(Yurko-Mauro et al., 2015). Begge fettklassene er nyttige og komplementzre, og for a si noe
om biotilgjengeligheten til hver av fettklassene bgr bade PL og TAG tilfares kroppen samtidig
(Ghasemifard et al., 2014).

| denne studien skal lipider fra umoden silderogn ekstraheres, samt fettinnhold og
sammensetning skal analyseres. Umoden silderogn er et restrastoff som gar tapt i produksjonen
eller selges som lavkostprodukt, til tross for kjent innhold av LC-PUFA n-3 av hgy kvalitet
(Olsen et al., 2014). Utnyttelse av rogn vil kunne gi gkt inntjening pa restrastoffet og dermed
gkt lgnnsomhet for pelagisk industri (Carvajal et al., 2013). Rogn er et sesongbasert rastoff og
vektutbyttet gker gjennom sesongen mot gyting. Carvajal med flere (2013) fra SINTEF har
publisert rapporten: «Gonadeutvikling hos Norsk vargytende (NVG) sild», hvor blant annet
gonadeutviklingen gjennom sesongen for mellomstor og stor sild dokumenteres. | rapporten ble
det dokumentert starst utbytte av rogn med 19,0% for mellomstor sild og 21,3% for stor sild i
begynnelsen av februar. Dette betyr i praksis at innvollene nesten bare bestar av rogn. Rogn har
et hgyt innhold av celler med relativt sett lite depotfett og derav hgy andel PL. Som normalt
inneholder PL en hgyere andel LC-PUFA n-3 i rogn. Til tross kunnskap om verdifullt
neeringsinnhold er umoden silderogn en lite utnyttet ressurs.

Umoden silderogn skal ekstraheres med «grgnn teknologi» som i denne sammenhengen
betyr at klorerte organiske lgsemidler ikke benyttes siden fettekstraktet skal til humant bruk.
Formalet med ekstraksjon er a frigjgre fett, noe som ngdvendiggjer a gdelegge vev, og dette
kan gjagres mekanisk, enzymatisk eller kjemisk. Metoden som benyttes bar veere effektiv men
samtidig skansom for & hindre gdeleggelse av lipider eller fettsyrer gjennom hydrolyse eller
oksidasjon (Medina et al., 1998). Eksempler pa mekanisk denaturering/gdeleggelse kan vare
bruk av for eksempel termisk denaturering eller kverning og pressing av materialet. Enzymatisk
ekstrahering gjares ved bruk av proteaser, som spalter proteiner for a gjere lipidene lettere

tilgjengelige. Blant kjemisk ekstraksjon finnes det flere metoder og valget av metode avhenger
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av rastoffets fettinnhold. Ettersom «likt lgser likt» vil upolare lgsemidler ekstrahere NL, mens
polare lgsemidler ekstraherer polare lipider (Medina et al., 1998). NL har van der Waals krefter,
mens polare lipider har hydrogenbindinger mellom molekylene. De mest kjente
fettekstraksjonsmetodene er Bligh- & Dyer (1959) og Folch et al. (1957), som begge er
effektive metoder. Metodene benytter blandinger av polare og upolare lgsemidler slik som
kloroform, metanol og diklormetan, og kan ekstrahere bade ngytrale- og polare lipider.
Metodene kan ikke benyttes ved produksjon av kosttilskudd, grunnet bruk av klorerte organiske
lesemidler, og mulige rester i produktet som har negativ helseeffekt hos dyr og mennesker.
Dersom lgsemidlene erstattes av mindre skadelige eller mer flyktige lgsemidler som
eksempelvis 3-octanol, diethylene glycol monoethyl ether eller etanol kan ekstraktene benyttes.
For ekstraksjon av polare lipider er etanol godt egnet som lgsemiddel (Medina et al., 1998).
Etanol er et lgsemiddel som er relativt billig, har lav toksisitet og kan dermed benyttes til

ekstraksjon for humant konsum, i tillegg til at det kan destilleres av og gjenbrukes.

Formalet med denne studien var & ekstrahere lipider fra umoden silderogn med «grenn
teknologi», samt analysere fettklasse- og fettsyresammensetningen. Malet er at kvaliteten pa
fettekstraktet, spesielt innholdet av omega-3, skal gke under ekstraksjon og at det kan brukes

til humant bruk.



2 Materialer og metoder

2.1 Materialer

2.1.1 Produkter

Umoden silderogn fra Norsk vargytende (NVG) sild (Clupea harengus L.) ble levert i frossen
tilstand av selskapet Nergaard AS pa Senja, Norge. To batcher (16770, 17435) Romega® ble
kjopt pa Life AS. Romega® er et ekstrakt fra norsk silderogn og produseres av Arctic Nutrition
AS. Produkt og innholdsdeklarasjon er vist i figur 1.

L
=
L E— a
-
R O M E G A : Ingredienser: Silderognekstrakt (35%), fiskeoljekonsentrat (33%), gelatin,
,:_ glyserol, antioksidant (tokoferoler), aroma (vanilje).
; Naeringsinnhold pr. anbefalt dégndose: 2 kapsler 6 kapsler
| " Fiskeolje med Omega-3 fosfolipider 1000 mg 3000 mg
EKS'I'R -_ " z Hvorav:
AKT FRA SILDEROG (' Omega-3 fosfolipider 340 mg 1020 mg
SUNT FoR HIERNE. HJERTE OGS Total omega-3 470 mg 1410 mg
& oy -DHA 320 mg 960 mg
| rropy 180 :(‘;‘;3‘, — -EPA 100 mg 300 mg
Kolin 42 mg 126 mg
Vitamin D 1l (20%*) 3 ul (60%*)
*av referanseverdi

Figur 1. Romega® kapsler fra Arctic Nutrition AS.

Kapsler av Krillolje ble kjgpt pa Life AS. Krillolje er et ekstrakt fra krill (Euphausia superba)
fanget i Antarktis og produsert av Life AS Norge. Produkt og innholdsdeklarasjon er vist i figur
2.



Ingredienser: Killolje (Euphausia superba), kapsel (gelatin fra storfe,
fuktighetsbevarende middel (sorbitol, glyserol)), aroma (vanilje).
Naeringsinnhold pr. anbefalt dggndose: 1 kaps.
3 - Krillolje 500 mg
g ' — » ‘ Marine fosfolipider (70 % omega-3 fosfolipider) 200 mg
= 8 < i ® Omega-3 fettsyrer 110 mg
krll—l OII s Hvorav: EPA 60 mg
Lt @vrige 25mg
Astaxanthin 50 ul

2 kaps.
1000 mg
400 mg
220 mg
120 mg
55mg
50 mg
100 ul

Figur 2. Krillolje fra Life AS Norge.

2.1.2 Kjemikalier
Alle kjemikalier som ble brukt er av analytisk kvalitet (puriss p.a.).
Diklormetan; DCM (>99,9%), Metanol, Saltsyre (37%), Kloroform (99,0-99,4%), Dietyleter
(>99,8%), Svovelsyre (95-97%), Natriumklorid, Heptan, Norleucine (N-Leu) og A9906
fysiologisk aminosyrestandard var fra Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). LC-MS kvalitets
metanol; MeOH var fra Fisher Scientific (Loughborough, UK). Eddiksyre (>99,8%) og saltsyre
(37%) var fra Honeywell Fluka (Muskegon, MI, USA). Etylacetat (LC-grade), aceton (LC-
grade) og isopropanol (LC-grade) var fra Merck (Darmstadt, Germany). Lithium loading buffer
(pH 2,2) og Ultra Ninhydrin Reagent Kit var fra Biochrom Co. (Cambridge, UK).
Internstandard (IS) C17:0; Heptadecanoic Acid, og FAME-standard til GC: PUFA 1,
PUFA 2, PUFA 3 var produsert av Supelco Analytical (Bellefonte, PA, USA). 16-0A, 18-5A
(TLC-standarder) og GLC 411 (FAME-standard til GC) var fra Nu-Chek Prep, Inc. (Elysian,
MN, USA). Fosfatidylkolin produksjonsnummer 37-1700; PC, og FAME-standarder til GC-
MS: FAME mix 1300 var fra Larodan AB (Solna, Sverige).
Nitrogen-gass var fra Linde Gas AS (Oslo, Norge).




2.2 Metoder

2.2.1 Vanninnhold

Vanninnhold for silderogn ble bestemt pa felgende mate: Ubehandlet silderogn (2 g) ble veid
ut i en forhandsveid aluminiumskal. Prgven ble satt i varmeskap av typen Heratherm (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) ved 105°C i 48 timer. Vanninnhold (%) ble beregnet ved bruk
av formel 1:

Formel 1:

vatvekt — tgrrvekt
Vanninnhold (%) = (jg) ©) * 100 %
vatvekt (g)

2.2.2 Askeinnhold

Askeinnhold for silderogn ble bestemt pa fglgende mate: Ubehandlet silderogn (2 g) ble veid
ut i en forhandsveid aluminiumskal. Prgven ble satt i en forbrenningsovn av typen Program
Controller S27 (Nabertherm GmbH, Lilienthal, Tyskland) ved 540°C i 16 timer. Askeinnhold
(%) ble beregnet ved bruk av formel 2:

Formel 2:

vekt etter tgrking og forbrennin
Askeinnhold (%) = Vé’lt\igekf @ g (8) * 100 %

2.2.3 Fettekstraksjon

Fettekstraksjonen ble utfert med en modifisert metode opprinnelig beskrevet av Folch et al.
(1957). Frossen silderogn ble tint i kjeleskap og kvernet med stavmikser til en jevn farse.
Silderognfarsen (0,5 g) og 9,5 ml lgsemiddel diklormetan:metanol (DCM:MeOH) (2:1, v/v) ble
tilsatt 15 ml Falcon-rgr. Rgr med kork ble ristet godt og plassert i en Multi Reax ristemaskin
(Heidolph Instruments GmbH & Co0.KG, Schwabach, Tyskland) i avtrekksskap i 30 minutter.
Rarene ble sa sentrifugert i en Heraeus Multifuge sentrifuge maskin 1 S_R (Thermo Scientific,
Osterode, Tyskland) i 10 minutter ved 4000 x g. Vaesken ble overfgrt til nye 15 ml Falcon-rgr
og tilsatt 2 ml 0,9% natriumklorid. Rarene ble ristet godt i 10 sekunder, deretter sentrifugert
ved 2000 x g i 10 minutter. Vann/metanol-fasen ble fjernet. Lipidfasen ble overfort til

forhandsveide 8 ml glassrgr og dampet tgrr med nitrogengass i en Sample Concentrator



SBHCONC/1 (Stuart Scientific, Staffordshire, England). Glassrer med lipider ble veid og
fettinnhold ble beregnet ved bruk av formel 3.

Olje fra Romega® kapslene ble trukket ut med en kanyle og fettinnholdet ble bestemt
med Folchs metode.

Fett fra silderogn ble ogsa ekstrahert pa ngyaktig samme mate med a bruke
heptan:isopropanol (2:1, v/v) istedenfor DCM:MeOH (2:1, v/v).

Fett fra silderogn ble ogsa ekstrahert pd samme mate med bruk av etanol istedenfor
DCM:MeOH (2:1, v/v). Praven ble dampet inn etter at vaesken ble skilt fra den faste fasen, da
det ikke ble dannet to faser.

Formel 3:
glassrgr med innhold (g) — glassrgr tom (g)

; 04 — 0
Fettinnhold (%) innveid mengde prgve (g) * 100%

2.2.4 Frysetgrket materiale ekstrahert med etanol
Umoden silderogn ble terket med en fryseterker Vir-Tis Genesis 35EL (SP Industries,
Gardiner, NY, USA) i 48 timer.

Frysetarket og pulverisert silderogn (10 g) ble tilsatt 90 ml etanol i et 250-ml begerglass,
losningen ble blandet ved bruk av magnetrgrer i 90 minutter ved 50°C. Lipid- og
etanollgsningen ble tilsatt to 50 ml Falcon-rgr, og rerene ble sentrifugert med en Eppendorf
Centrifuge 5804 (Eppendorf AG, Hamburg, Tyskland) ved 7800 x g i 10 minutter. Vaesken ble
tilsatt til nye Falcon-rgr, sentrifugert ved 7800 x g i 10 nye minutter og helt over i nye Falcon-
rar. En rundkolbe ble tilsatt lgsningen og terket med en rotavapor RV 10 control IKA-Werke
GmbH & Co. (KG, Staufen, Tyskland) ved 50 mBar, 25 rpm og vannbad pa 35 grader.

2.2.5 Fettsyresammensetning

2.2.5.1 Metylering

Fett ekstrahert fra umoden silderogn med Folchs og olje fra Romega® kapsler ble metylert som
beskrevet av Stoffel et al. (1959). Fett ble lgst til 10 mg/ml i DCM:MeOH (2:1, v/v).
Lipidlgsning (100 pl 10 mg/ml), internstandard (100 pl 1 mg/ml) (C17:0, Heptadecanoic Acid),
diklormetan (900 pl) og 2% H>SO4 i metanol (2 ml) ble tilsatt Duran GL18 Kimaxrer (Fisher
Scientific, USA). Prgven ble inkubert i en Drybath Stdrd varmeblokk (Thermo Scientific,
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Osterorde, Tyskland) pa 100°C i en time. Heptan (3,5 ml) og 5% NaCl (3,5 ml) ble tilsatt
lasningen og blandet godt. Heptan/lipid-fasen ble dampet tgrr med nitrogengass i en Sample
Concentrator SBHCONC/1. Inndampede prgver ble tilsatt 100 ul heptan og overfart til GC-vial
for analyse av fettsyresammensetningen bestemt med en gasskromatograf.

Isolerte fettklasser (NL og PL) isolert med fast fase ekstraksjon (SPE) fra fett ekstrahert
med etanol ble metylert med Stoffels metode. Det ble tilsatt 200 ul DCM:MeOH (2:1, v/v) til
30 ul av hver fraksjon, deretter ble fettklassene metylert etter standard prosedyre. Etter tilsetting
av 1,5 ml 5% NaCl og 1,5 ml heptan og risting, ble 1 ml heptan overfert til GC-MS rgr for

analyse av fettsyresammensetning bestemt med en gasskromatograf.

2.2.5.2 GC-FID
Metylerte  fettsyrer ble separert med en Agilent 6890N gasskromatograf
flammeionisasjonsdetektor (GC-FID) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). En GC-
kolonne: CP7419 Kapillzerkolonne (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) med helium
(AGA, Oslo) som beregass ble benyttet. Injektoren hadde en temperatur pa 240°C og
detektoren 250°C. Foglgende temperaturprogram ble benyttet: GC-ovnen ble holdt ved 60°C i
ett minutt, for sa a gke til 130°C (30°C/min), videre opp til 195°C (1,3°C/min) og til slutt opp
til 240°C (30°C/min) i 10 minutter.

Kjente fettsyrestandarder (PUFA 1, PUFA 2, PUFA 3 OG GLC 411) ble benyttet for
identifikasjon av fettsyrer i de ulike prevene. Fettsyrer med arealprosent under 0,5% ble
ekskludert fra kromatogrammet. Andelen av de enkelte fettsyrene ble bestemt av arealprosent

og mengde fettsyrer pr. 100 g preve, til disse utregningene ble formel 4 og 5 benyttet.

Formel 4:

arealet av den enkelte fettsyretoppen i kromatogrammet
Arealprosent = * 100 %
totalt areal av alle fettsyretoppene

Formel 5:
areal topp FA tilsatt IS (g)
%

areal topp IS  vektprgve (g) i

Mengde fettsyre (g) pr.100g prgve = 100g

2.2.5.3 GC-MS
Metylerte fettsyrer ble analysert ved bruk av en gasskromatograf (GC) (Aglient Technologies
7890 GC) sammen med en Waters Micromass Quattro micro GC massespektrometer (MS).
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Maskinen var utstyrt med en Aglient Technologies 7693 Autosampler og Aglient G4513A serie
injektor. Kolonnen som ble brukt for kromatografisk seperasjon var en «wall-coated open
tubular (WCOT) kapilleerkollone med lengde 30 m, 0,25 mm i indre diameter og filmtykkelse
pa 0,25 um (Restek Famewax). Helium (6.0) ble brukt som baeregass. Separasjonen av de ulike
komponentene ble malt ved & bruke temperaturprogram pa GC-kolonne ovnen.
Starttemperaturen var pa 40°C i 2 minutter. Temperaturen steg med 5 grader i minuttet til 250°C
og ble holdt pa denne temperaturen i 16 minutter. Den totale tiden er 60 minutter.

Kjente fettsyrestandarder (FAME mix 1300) ble analysert og en standardkurve for hver
fettsyre ble laget. Standardkurven ble benyttet for & identifisere fettsyrer i pravene. Andelen av
de enkelte fettsyrene ble bestemt som arealprosent og mengde fettsyrer pr. 100 g prave, til disse

utregningene ble formel 4 og 5 benyttet.

2.2.6 Fettklassesammensetning

2.2.6.1 Hoaytrykk veeskekromatografi, HPLC

Fettklassesammensetningen ble analysert ved bruk av en High-performance liquid
chromatography-metode basert pa Abreu & Solgadi (2017). Fettklasser i ekstrahert fett fra
umoden silderogn og Romega® ble separert med hgytrykks veeskekromatografi (HPLC).
Ekstrahert fett ble lgst til 1 mg/ml og 0,1 mg/ml med Mobilfase A/Chloroform (2:1, v/v) i
glassvialer. Lipidprgvene ble identifisert pd en Waters 2795 seperasjonsmodul (Waters,
Milford, MA, USA) ved bruk av en Supelcosil LC-SI15mm (25 cm x 4,6 mm) kolonne (Supelco
HPLC produkter, Bellefonte, PA, USA), ved en temperatur pa 40°C og 40 ml injeksjonsvolum.
Standardblandingene 16-0 A (MAG, DAG, TAG, Metylester) (1) og 18-5 A (PL, kolesterol,
FFA, TAG, kolesterylester) (2) ble benyttet for & identifisere fettklasser i lipider ved bruk av
Waters 2424 ELS-detektor (Waters, Milford, MA, USA) med fglgende innstillinger:
forsterkning 100, nebulizer 30% oppvarmingseffekt, drivrar 40°C og trykk lik 40 PSI.

Kjeretiden var omtrent 40 minutter og gradientprofilen er framstilt i tabell 1.
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Tabell 1. Gradientprofil for HPLC-programmet. Mobilfase A = Isooktan/etylacetat (99,8:0,2;
vlv), Mobilfase B = Aceton/etylacetat (2:1, v/v) 0,15% eddiksyre, Mobilfase C =
Isopropanol/H20 (85:15, v/v).

Tid (min) Mobilfase A Mobilfase B Mobilfase C Flow (ml/min)
(%) (%) (%)
0,0 100 0 0 1,5
1,5 100 0 0 15
1,6 97 3 0 1,5
6,0 94 6 0 1,5
8,0 50 50 0 1,5
8,1 46 39 15 15
14,0 43 30 27 15
141 43 30 27 15
18,0 40 0 60 1,5
23,0 40 0 60 15
24,0 0 100 0 15
25,0 0 100 0 2,0
27,0 0 100 0 2,0
27,1 100 0 0 2,0
36,0 100 0 0 2,0
36,1 100 0 0 15

2.2.6.2 Tynnsjikt kromatografi, TLC
Fettklasser i oljeprgvene ble separert via tynnsjikt kromatografi (TLC). Olje fra Romega®
kapsler og ekstrahert olje fra umoden silderogn ble Igst i diklormetan til en konsentrasjon pa 10
mg/ml og 1 eller 2 pl av hver prgve ble avsatt pa hgyopplgselig tynnsjiktskromatografi (HP-
TLC) silica 10x10 cm plater med en konsentrasjonssone pa 2,5 cm (Merck, Darmstadt,
Germany). Elueringskaret ble tilsatt lgpemiddel (heptan:dietyleter:eddiksyre, 70:30:1, v/v/v)
og platen ble satt oppreist i karet. Platen ble tatt ut nar lapemiddelfronten var ca. 1 cm fra toppen
av platen, og sprayet med 10% koppersulfat og 8% fosforsyre som beskrevet av Vaghela &
Kilara (1995). Platen lufttarket stdende, ble deretter satt i et avkjalt varmeskap og fremkalt med
oppvarming til 180°C. Standardblandingene 16-0 A (MAG, DAG, TAG, Metylester) og 18-5
A (PL, kolesterol, FFA, TAG, kolesterylester) ble benyttet for a identifisere de separerte
fettklassene.

Forsgket ble gjentatt med et mer polart Ilgpemiddel i karet (DCM:MeOH:H0, 25:10:1,
v/v/Iv). Fosfatidylkolin ble brukt som internstandard for & identifisere PL.

11



2.2.7 Separasjon av fettklasser med fast fase ekstraksjon

Fettklasser i fettekstraksjon av umoden silderogn ble isolert med SPE basert pa en modifisert
versjon av Vaghela og Kilara (1995). Mega bond Elut — NH2 (5 g) aminopropyl SPE disposable
kolonne (Aglient Technologies, Inc. Folsom, CA, USA) ble satt pa en manifoldvakuum
(Aglient Technologies, CA, USA). Kolonnen ble tilsatt 20 pl heptan. Fettekstrakt fra umoden
silderogn (200 mg) ble lgst i 4,5 ml kloroform, og tilsatt kolonnen. Det ble tilsatt 10 ml
elueringslgsning (tabell 2) til kolonnen for & separere ut henholdsvis NL, FFA og PL, dette ble
gjort totalt fem ganger. Prgven ble dampet tgrr med nitrogen, og ble deretter tilsatt 1 ml

kloroform.

Tabell 2. Elueringslgsninger brukt for separasjon av fettklassene ngytrale lipider, fosfolipider
og frie fettsyrer i SPE-kolonner. Hentet og tilpasset fra Vang et al., 2013.

Fettklasser Elueringslgsning Volum forhold  Volum (ml)
Ngytrale lipider Kloroform:isopropanol 2:1 20
Frie fettsyrer Dietyleter:eddiksyre 98:2 20
Fosfolipider Metanol ren 20

2.2.8 Aminosyresammensetning
Aminosyrer i silderogn ble analysert med en metode beskrevet av Mahre et al. (2013).
Ubehandlet silderogn (200 mg) ble blandet med 500 pl 20 mM norleucine (N-leu)
(internstandard) og 700 pl milli-Q H20. Det ble tilsatt 1,2 ml konsentrert saltsyre (37%) og
praven ble flushet med nitrogen i 10-15 sekunder. Prgvene ble satt i varmeskap ved 110°C i 24
timer (Moore & Stein, 1963).

Pravene ble avkjglt og 1,5 ml eppendorfrer ble tilsatt 1000 pl prgve og sentrifugert med
en Eppendorf Centrifuge 5424 R (Eppendorf AG, Hamburg, Tyskland) pa 14.000 rpm i 5
minutter. Lipidlgsning (100 ul) ble overfart til analyserar og dampet tgrr med nitrogengass.
Inndampet prove ble tilsatt 1 ml loading buffer (Lithium loading buffer, pH 2,2).

Prevene ble analysert ved bruk av Biochrom 30 aminosyreanalysator (Biochrom Co.
Cambridge, UK) med litiumcitrat likevekts kolonne og post-kolonne derivert med ninhydrin.
Signalene ble analysert med Chromeleon Software (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) og

aminosyrer ble identifisert med A9906 fysiologisk aminosyrestandard.
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Proteininnholdet ble bestemt som summen av det totale antallet aminosyrer der
molekylvektene til de individuelle aminosyrer ble redusert med molekylvekta til vann (18) som
anbefalt av FAO (2003) (formel 6).

Formel 6:

o mg AA molekylvekt AA — molekylvekt vann
Proteininnhold (%) = * * 100 %

g prgve molekylvent AA
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3 Resultater

3.1 Vann-, aske-, fett- og proteininnhold
Vann-, aske-, fett- og proteininnhold i ubehandlet silderogn, samt fettinnhold i frysetarket
silderogn, i restmaterialet etter etanolekstraksjon av frysetarket silderogn og Romega® (batch

nr. 16770) er oppgitt i prosentandel basert pa vekt (tabell 3).

Tabell 3. Vann- (n=3), aske- (n=4), fett- (n=3) og proteininnhold (n=3) i ubehandlet silderogn
(vektprosent). Fett fra ubehandlet silderogn ble ekstrahert med modifisert Folchs metode mens
proteininnhold ble bestemt ut fra aminosyresammensetning. Fett fra fryseterket silderogn ble
ekstrahert med etanol (n=3). Fett fra restmaterialet (n=3) etter etanolekstraksjon og i Romega®-
produktet (n=3) ble ekstrahert med modifisert Folchs metode. Strek (-): ikke analysert.

Silderogn, Silderogn, Restmaterialet, Romega®,

vatvekt frysetarket etanolekstraksjon  batch nr. 16770
Vanninnhold % 64,4 £0,0 - - -
Askeinnhold % 1,5+0,0 - - -
Fettinnhold % 6,6 +1,2 153+£1,0 19+0,2 85,624
Proteininnhold % 22,7+0,8 - - -

Vann-, aske- og proteininnhold i ubehandlet silderogn ble funnet a veere henholdsvis
64,4; 1,5 og 22,7%. Pa vatvektsbasis ble fettinnholdet i silderogn bestemt med modifisert
Folchs metode til 6,6%. Tas det hensyn til vanninnholdet kan fettinnholdet kalkuleres til 18,5%
pa tarrvektsbasis. Ved & ekstrahere med etanol ble frysetgrket silderogn funnet & inneholde
15,3% fett. | restmaterialet etter etanolekstraksjon og i Romega®-produktet ble det med

modifisert Folchs metode funnet et innhold pa henholdsvis 1,9 og 85,6% fett.

3.2 Fettsyresammensetning

3.2.1 GC-FID
Gjennomsnittlig fettsyresammensetningen (arealprosent) i fettekstrakt fra ubehandlet silderogn

ekstrahert med modifisert Folchs og olje fra Romega® ble analysert med GC-FID (tabell 4).
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Tabell 4. Gjennomsnittlig fettsyreinnhold (arealprosent) i ubehandlet silderogn (n=3),
Romega® batch nr. 16770 (n=3) og batch nr. 17435 (n=3). Internstandard C17:0. ND = ikke
pavist. SFA = mettede fettsyrer, MUFA = enumettede fettsyrer, PUFA = flerumettede fettsyrer,

FA = fettsyrer, LC-PUFA n-3 = langkjedede flerumettede omega-3 fettsyrer.

Fettsyrer Silderogn Romega® Romega®
batch nr. 16770 batch nr. 17435

C14:.0 38+0,2 19401 16+0,1
C16:0 20,5+0,7 10,8 +0,7 55+£1,0
C18:0 2,2+0,1 6,9+0,6 25+0,3
> SFA 26,5+1,0 196+14 96+14
C16:1 n-7 38%0,1 1,4+0,0 1,7+£0,0
C18:1n-9 95+04 45+0,1 53+0,1
C18:1n-7 40+0,8 09+0,0 1,1+0,1
C20:1n-9 29+0,1 2,0£0,0 22+0,0
C24:1n-9 ND 1,7+0,0 1,9+0,1
> MUFA 202+14 105+0,1 12,2+0,3
C16:3n-4 ND 1,7+£0,2 ND
C18:2 n-6 1,3+£0,0 ND 0,8£0,0
C18:3n-3 1,3+£0,0 1,4+04 0,7+£0,0
C18:4n-3 1,6+0,0 1,0+£0,1 1,1+0,0
C20:4 n-6 ND 09+0,0 1,0+£0,0
C20:4 n-3 2,1+£0,1 1,9+0,0 2001
C20:5n-3 (EPA) 12,7+0,4 11,7+0,3 13,8+0,1
C22:4 n-6 ND 1,0+£0,0 1,1+0,0
C22:5n-3 1,2+0,0 41+0,1 4,7+0,1
C22:6 n-3 (DHA) 29,714 445+ 11 52,8+ 1,0
> PUFA 499+19 68,2+ 2,2 78,0+1,3
> FA 1004 + 4,4 100,1 + 3,8 99,8 +3,0
> LC-PUFA n-3 457+19 62,2+ 1,5 73,3+1,3
Uidentifiserte fettsyrer 38x0,1 1,8+£0,1 ND

Silderogn inneholdt 26,5% mettede fettsyrer (SFA), 20,2% enumettede fettsyrer
(MUFA) og 49,9% flerumettede fettsyrer (PUFA). Romega® batch nr. 16770 inneholdt 19,6%
SFA; 8,5% MUFA og 64,6% PUFA. Romega® batch nr. 17435 inneholdt 9,6% SFA; 12,2%
MUFA og 78,0% PUFA. Palmitinsyre (C16:0) dominerte blant SFA med en arealprosent pa
20,5% for silderogn, 10,8% for batch nr. 16770 og 5,5% for batch nr. 17435. Oljesyre (C18:1
n-9) dominerte blant MUFA med en arealprosent lik 9,5 for silderogn, 4,5 for batch nr. 16770
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og 5,3 for batch nr. 17435. DHA utgjorde det hgyeste mengden blant PUFA, med en
arealprosent lik 29,7 for silderogn, 44,5 for batch nr. 16770 og 52,8 for batch nr. 17435.
LC-PUFA n-3 utgjorde 45,7% av fettsyrene i silderogn, 62,2% i Romega batch nr.
16770 og 73,3% i batch nr. 17435. Bade silderogn og Romega® hadde et hgyt innhold av de
langkjedede flerumettede fettsyrene EPA og DHA med en arealprosent pa henholdsvis 12,7 og
29,7% for silderogn, 11,7 og 44,5% for batch nr. 16770, og 13,8 og 52,8% for batch nr. 17435.
Internstandard C17:0 ble benyttet for & beregne gjennomsnittlig fettsyreinnhold i
gram/100 gram for ubehandlet silderogn og Romega® (batch nr. 16770 og 17435) (tabell 5).

Tabell 5. Gjennomsnittlig fettsyreinnhold i g/100 g ubehandlet silderogn (n=3) og Romega®
(batch nr. 16770 (n=3) og 17435 (n=3)). Internstandard C17:0. ND = ikke pavist. Forkortelsene
er som i tabell 4.

Fettsyrer Silderogn Romega® Romega®

batch nr. 16770 batch nr. 17435
C14:.0 0,1+0,0 12+0,1 15+ 0,2
C16:0 06+0,1 28,0+25 52+ 0,8
C18:.0 0,1+0,0 17117 23+ 03
>, SFA 08+0,1 46,3 +4,3 90+ 13
Ci16:1n-7 0,1+0,0 12+0,1 16+ 0,2
C18:1n-9 03+0,0 32+0,2 51+ 06
Ci8:1n-7 0,1+0,0 ND 10+ 01
C20:1n-9 0,1+0,0 13+0,1 21+ 03
C24:1n-9 ND 1,1+0,1 18+ 0,2
>, MUFA 0,6+0,0 6,8+0,5 116+ 14
C18:2n-6 ND ND 0,7+ 0,1
C18:3n-3 ND ND 0,7+ 0,1
C18:4n-3 0,1+0,0 ND 11+ 01
C20:4 n-6 ND ND 10+ 01
C20:4 n-3 0,1+0,0 ND 20+ 0,3
C20:5n-3 (EPA) 04+0,1 84+0,3 132+ 14
C22:4n-6 ND ND 11+ 01
C22:5n-3 ND 30+03 45+ 0,6
C22:6 n-3 (DHA) 1,0+£0,1 313+1.2 504+ 6,1
Y PUFA 16+0,2 42,7+18 747+ 89
> FA 31+03 102,6 £9,4 953+11,6
Y, LC-PUFA-n-3 15+0,2 42,7+18 70,1+ 8,4
Uidentifiserte fettsyrer 0,1+£0,0 6,8+2,8 ND
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Silderogn inneholdt 0,8 g SFA, 0,6 ¢ MUFA og 1,6 g PUFA/100 g silderogn. Romega®
batch nr. 16770 inneholdt 46,3 g SFA, 6,8 g MUFA og 42,7 g PUFA/100 g Romega®. Batch
nr. inneholdt 9,0 g SFA, 11,6 g MUFA og 74,7 g PUFA/100 g Romega®.

For bade silderogn og Romega® (batch nr. 16770, 17435) utgjorde palmitinsyre den
starste mengden blant SFA med henholdsvis 0,6; 28,0 og 5,2 g/100 g. MUFA hadde hgyest
innhold av oljesyre med henholdsvis 0,3; 3,2 og 5,1 g/100 g. PUFA hadde hgyest innhold av
DHA med 1,0; 31,3 og 50,4 g/100 g.

Silderogn og Romega® (batch nr. 16770, 17435) hadde et hgyt innhold av LC-PUFA
n-3 hvor innholdet av fettsyrene EPA og DHA var henholdsvis 1,4; 39,7 og 70,1 g/100 g.

3.2.2 GC-MS

Fettsyresammensetningen i fettekstrakt fra ubehandlet silderogn og frysetarket silderogn
ekstrahert med henholdsvis modifisert Folchs metode og etanol, samt olje fra Romega® (batch
nr. 16770), ble analysert med GC-MS (tabell 6). Arealprosenten gjelder bare de identifiserte
fettsyrene og ikke det totale innholdet, antakelig er det sma mengder andre fettsyrer til stede
samt andre ting som ikke er fettsyrer. FAME mix 1300 (figur 3) ble benyttet som
internstandarder i dette forsgket. Det skiller seg fra IS C17:0 som ble benyttet i GC-FID med
at konsentrasjonen pa IS er ulik for hver fettsyre. Fettsyrer som ikke inngar i denne

internstandarden, ble ikke analysert.
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Figur 3. Internblanding: FAME mix 1300. Oversikt over fettsyrer som inngar i
internblandingen og dets retensjonstid.
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Tabell 6. Gjennomsnittlig fettsyreinnhold (arealprosent) analysert med GC-MS i fettekstrakt
fra silderogn ekstrahert med Folchs (n=3) og etanol (n=3), og olje fra Romega® batch nr. 16770
(n=3). Internstandard: FAME mix 1300. Forkortelsene er som i tabell 4.

Fettsyrer Fettekstrakt, Fettekstrakt, Romega®
Silderogn (vatvekt) Frysetarket silderogn  batch nr. 16770
Folchs Etanol

C14:0 45+ 0,6 2,8+0,6 3304
C16:0 305+ 41 193+24 12,7+0,1
C18:0 30+ 04 1,4+£0,2 3,300
C21:0 0,3+ 0,0 0,4+0,0 05+0,0
> SFA 383+ 51 23,9+ 3.2 198 +0,5
C16:1 n-7 33+ 0,0 29+0,2 1,6 +£0,0
C18:1n-9 10,1+ 0,1 8,7+0,0 4,2+0,0
C18:1 n-7 ND 2,7+0,1 ND

C20:1n-9 2,7+ 0,3 1,6 £0,0 3,000
C22:1n-9 10+ 01 0,6+0,0 1,2+0,0
> MUFA 171+ 0,5 16,5+0,3 10,0+ 0,0
C18:2 n-6 39+ 01 0,8+0,0 1,7+0,0
C18:3n-3 05+ 01 0,7+0,0 0,2+0,0
C18:4n-3 06+ 01 0,7+0,0 0,3+0,0
C20:4n-3 03+ 01 0,3+0,0 ND

C20:5 n-3 (EPA) 81+ 13 99+0,6 8,3+0,0
C22:5n-3 06+ 01 0,8+0,1 2,6%0,0
C22:6 n-3 (DHA) 21,3+ 3,0 243+14 42,6 £0,2
> PUFA 353+ 48 375+21 55,7+£0,2
> FA 100,2+ 11,8 87,3+79 100,0 £ 0,7
> LC-PUFA Nn-3 30,3+ 4,5 353+21 53,5+£0,2
Uidentifiserte fettsyrer 95+ 14 94+23 145+0,0

Fett ekstrahert fra silderogn med Folchs modifiserte metode inneholdt 38,3% SFA,
17,1% MUFA og 35,3% PUFA. Fett ekstrahert fra frysetgrket silderogn med etanol inneholdt
23,9% SFA, 16,5% MUFA og 37,5% PUFA. Romega® inneholdt 19,8% SFA, 10,0% MUFA
0g 55,7% PUFA. Fett ekstrahert fra silderogn med Folchs metode og etanol hadde et hgyt
innhold av palmitinsyre blant SFA sammenlignet med Romega®, med henholdsvis 30,5; 19,3
0g 12,7%. For MUFA var innholdet av oljesyre hagyest med 10,1; 8,7 og 4,2% for henholdsvis

fett fra silderogn ekstrahert med Folchs, etanolekstraksjon og Romega®.
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LC-PUFA n-3 utgjorde 30,3% for fett fra ubehandlet silderogn ekstrahert med
modifisert Folchs, 35,3% for fett fra frysetarket silderogn ekstrahert med etanol og 53,5% for
Romega®. Bade fettekstrakt fra silderogn og Romega® hadde et hgyt innhold av EPA og DHA.
Fett fra ubehandlet silderogn ekstrahert med modifisert Folchs inneholdt 8,1% EPA og 21,3%
DHA, fett fra frysetarket silderogn ekstrahert med etanol inneholdt 9,9% EPA og 24,3% DHA,
0g Romega® inneholdt 8,3% EPA og 42,6% DHA.

Den totale arealprosenten i fett fra frysetarket silderogn ekstrahert med etanol var ikke
lik 100% av ukjent arsak.

| tillegg til retensjonstid ble fettsyrene identifisert ved a analysere molekylets struktur
og vekt. Det ble tatt stikkprever av henholdsvis DHA (figur 4 og 5), EPA (figur 6) og
palmitinsyre (figur 7). Strukturformel og molekylvekt til fettsyrene som ble undersgkt bekreftet

at retensjonstiden for de enkelte fettsyrene stemte.
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Figur 4. Bekreftelse pa at C22:6 n-3, DHA, har retensjonstid lik 43,69. Internstandard: FAME
mix 1300.
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3.3 Fettklassesammensetning

3.3.1 HPLC
Fettklassesammensetningen (arealprosent) i fett fra ubehandlet silderogn ekstrahert med

modifisert Folchs og olje fra Romega® (batch nr. 16770 og 17435) ble bestemt som andel av
areal ved bruk av HPLC (tabell 7).

Tabell 7. Fettklasser (arealprosent) i fett ekstrahert fra silderogn med Folchs modifiserte
metode (n=3) og Romega® batch nr. 16770 (n=3) og 17435 (n=3). Internstandard: FAME mix
1300. ND = ikke pavist. WE: voksester, TAG: triacylglyserol, FAIlc: fettalkoholer, DAG:
diacylglyserol, FFA: frie fettsyrer, PG: fosfatidylglyserol, DGTS:
diacylglyceryltrimethylhnomo-Ser, PC: fosfatidylkolin.

Fettklasser Silderogn Romega® Romega®
batch nr. 16770 batch nr. 17435

WE 05+0,1 32+0,2 24+ 22
TAG 20,0+1,8 56,5+2,4 758+ 11,1
FAlc 0,1+£0,1 0,1+£0.1 02+ 0,2
DAG/Sterol 6,5+0,2 10,1+0,8 142+ 2,1
FFA 04%£0,1 22,435 7,3+ 9,3
PG 10,7+ 0,6 ND ND

DGTS 3,31£0,2 ND ND

PC 58,7+0,8 7,7+£172 ND

Silderogn hadde hgyest innhold av TAG og PL med henholdsvis 20,0 og 69,4% (PG:
10,7%; PC: 58,7%). Romega batch nr. 16770 og 17435 inneholdt mest NL og FFA. For batch
nr. 16770 og 17435 var innholdet av TAG henholdsvis 56,5 og 75,8%, DAG/sterol: 10,1 og
14,2%, og FFA: 22,4 og 7,3%. Det ble ikke pavist PL i batch nr. 17435, men batch nr. 16770
inneholdt 7,7% (PC: 7,7%).
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3.3.2 TLC

Med bakgrunn i manglende pavisning av PL i Romega® som ikke var forventet ble fettklassene
i fettekstrakt fra ubehandlet silderogn, olje fra Romega® og krillolje ogsa bestemt kvalitativt
ved bruk av TLC (figur 8). Krillolje ble analysert grunnet antatt hgyt innhold av PL. Fettekstrakt
fra ubehandlet silderogn (spor 2) hadde hegyt innhold av PL/MAG og kolesterol, andre
fettklasser som ble dokumentert var: FFA, TAG og kolesterylester. Romega® (batch nr. 16779
(spor 3) og 17435 (spor 4) hadde hgyt innhold av TAG og DAG/kolesterol, andre fettklasser
som ble dokumentert var: PL, FFA og metylester. Krillolje (spor 5) inneholdt haye mengder
PL og FFA, andre fettklasser som ble dokumentert var: DAG, kolesterol og TAG.

T —— - |

' ' Kolesterylester

Metylester

- - . TAG
e 2 5 |
- - FFA
_— - Kolesterol
DAG - -
MAG - K = .. .k PL
1 2 3 4 5 6

Figur 8. TLC av ngytrale og polare lipider. 1: Standardblanding 16-0 A (MAG, DAG, TAG,
Metylester) 20 mg/ml, 2: Fett fra silderogn 10 mg/ml, 3: Romega® batch nr.: 16770 10 mg/ml,
4: Romega® batch nr.: 17435 10 mg/ml, 5: Krillolje 10 mg/ml, 6: Standardblanding 18-5 A
(PL, kolesterol, FFA, TAG, kolesterylester) 20 mg/ml. Det ble pasatt 1 pl av hver prave pa
platen. Lgpemiddellgsning: heptan:dietyleter:eddiksyre (70:30:1, v/v/v).

Lepemiddellgsning for polare lipider og standardblandingene 18-5 A (spor 1) og
fosfatidylkolin (spor 6) ble benyttet for & identifisere PL i silderogn (spor 2), Romega® (batch
nr. 16770 (spor 3) og 17435 (spor 4) og krillolje (spor 5) (figur 9). Silderogn (spor 2) og krillolje
(spor 5) hadde hgyt innhold av PL, mens begge batchene av Romega® (sporene 3, 4) inneholdt

lite.
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Figur 9. TLC for polare lipider. 1: Standardblanding 18-5 A (PL, kolesterol, FFA, TAG,
kolesterylester) 20 mg/ml, 2: Umoden silderogn 10 mg/ml, 3: Romega® batch nr. 16770 10
mg/ml, 4: Romega® batch nr. 17435 10 mg/ml, 5: Krillolje 10 mg/ml, 6: Standardblanding
Fosfatidylkolin 20 mg/ml. Det ble pasatt 2 pl av hver prgve pa platen. Lgpemiddellgsning:
DCM:MeOH:H20 (25:10:1, viv/v).

3.4 Grgnn teknologi

En justert versjon av Folchs modifiserte metode der DCM:MeOH (2:1, v/v) ble erstattet med
ikke klorerte lgsemidler, heptan:isopropanol (2:1, v/v) og ren etanol, ble benyttet som «grgnn
teknologi» sammen med ekstraksjon av frysetgrket silderogn med etanol. Fettinnholdet
(vektprosent) i ubehandlet silderogn ekstrahert med nevnte lgsemidler, i fryseterket silderogn
ble ekstrahert med etanol, samt i restmateriale etter etanolekstraksjon av fryseterket materiale

ekstrahert med Folchs modifiserte metode er vist i tabell 8.

Tabell 8. Fettinnhold (vektprosent) i ubehandlet silderogn ekstrahert med DCM:MeOH (2:1,
v/v) (n=3), heptan:isopropanol (2:1, v/v) (n=2) og etanol (n=3), frysetarket silderogn ekstrahert
med etanol (n=3), og restmateriale etter etanolekstraksjon av frysetgrket silderogn ekstrahert
med Folchs (n=3).

Silderogn (vatvekt) Frysetorket Restmateriale
silderogn
ekstrahert med ekstrahert med ekstrahert ekstrahert ekstrahert med
DCM:MeOH  heptan:isopropanol  med etanol  med etanol* Folchs*
(2:1, viv)* (2:1, viv)
Fettinnhold 6,612 51+0,3 7,1+£0,2 153+1,0 19+0,2

%

* hentet fra tabell 3
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Fettinnholdet i ubehandlet silderogn ekstrahert med heptan:isopropanol (2:1, v/v) og
etanol var henholdsvis 5,1 og 7,1%. Dersom man gar ut fra at vanninnholdet i silderogn er
64,4% vil fettmengden pa tarrvektsbasis bli henholdsvis 14,3 og 19,9% i disse to prevene. For
frysetarket silderogn ekstrahert med etanol var fettinnholdet 15,3%. Restmaterialet etter
etanolekstraksjon av frysetarket silderogn ble ekstrahert med Folchs modifiserte metode og
fettinnholdet ble malt til 1,9%.

3.4.1 Ekstraksjon av lipider i silderogn med heptan:isopropanol og
etanol

Fettekstrakt fra ubehandlet silderogn ekstrahert med heptan:isopropanol (2:1, v/v) (spor 4) og
etanol (spor 5) ble kvalitativt analysert med TLC (figur 10). Olje fra Romega® (batch nr. 16770
spor 2) og fett fra ubehandlet silderogn ekstrahert med modifisert Folchs metode (spor 3) ble i
tillegg analysert for sammenligning. Romega® (spor 2) hadde hegyt innhold av TAG, andre
fettklasser som ble dokumentert var: MAG, DAG, kolesterol, FFA og metylester. PL var det
lite av. Fettekstrakt fra silderogn (sporene 3, 4, 5) hadde et relativt hgyt innhold av PL og

kolesterol, andre fettklasser som ble dokumentert var: FFA og TAG.
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Figur 10. TLC for ngytrale og polare lipider. 1: Standardblanding 16-0 A (MAG, DAG, TAG,
Metylester) 20 mg/ml, 2: Olje fra Romega® batch nr. 16770 10 mg/ml, 3: Fett fra ubehandlet
silderogn ekstrahert med DCM:MeOH (2:1, v/v) 10 mg/ml, 4: Fett fra ubehandlet silderogn
ekstrahert med heptan:isopropanol (2:1, v/v) 10 mg/ml, 5: Fett fra ubehandlet silderogn
ekstrahert med etanol 10 mg/ml, 6: Standardblanding 18-5 A (PL, kolesterol, FFA, TAG,
kolesterylester) 20 mg/ml. Det ble pasatt 2 pl av hver prgve pa platen. Lgpemiddellgsning:
heptan:dietyleter:eddiksyre (70:30:1, v/v/v).
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MAG og PL separeres darlig fra hverandre pa platen i figur 10, og derfor ble en ny
lepemiddellgsning for polare lipider benyttet (figur 11). Romega® (spor 2) hadde et lavt

innhold av PL, i motsetning til fettekstrakt fra ubehandlet silderogn som hadde et hgyt innhold.

I —— o

PL

1 2 3 4 5 6

Figur 11. TLC for polare lipider. 1: Standardblanding 18-5 A (PL, kolesterol, FFA, TAG,
kolesterylester) 20 mg/ml, 2: Olje fra Romega® batch nr. 16770 10 mg/ml, 3: Fett fra
ubehandlet silderogn ekstrahert med Folchs 10 mg/ml, 4: Fett fra ubehandlet silderogn
ekstrahert med heptan:isopropanol (2:1, v/v) 10 mg/ml, 5: Fett fra ubehandlet silderogn
ekstrahert med etanol 10 mg/ml, 6: Standardblanding fosfatidylkolin 20 mg/ml. Det ble pasatt
2 ul av hver prave pa platen. Lgpemiddellgsning: DCM:MeOH:H,0 (25:10:1, v/v/v).

3.4.2 Frysetgrket materiale ekstrahert med etanol

Fettklassesammensetningen i fett fra ubehandlet silderogn ekstrahert med modifisert Folchs
metode (spor 2), fettekstrakt fra fryseterket silderogn ekstrahert med etanol (spor 3) og
fettekstrakt fra restmaterialet etter etanolekstraksjon ekstrahert med Folchs (spor 4), ble
analysert ved bruk av TLC (figur 12). Alle fettekstraktene (sporene 2, 3, 4) hadde et hagyt
innhold av MAG/PL og kolesterol, andre fettklasser som ble dokumentert var: FFA og TAG.

Et sveert lavt innhold av kolesterylester ble i tillegg dokumentert for spor 4.
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Figur 12. TLC. 1: Standardblanding 16-0 A (MAG, DAG, TAG, Metylester) 20 mg/ml, 2: Fett
fra ubehandlet silderogn ekstrahert med Folchs 10 mg/ml, 3: Fett fra frysetarket silderogn
ekstrahert med etanol 10 mg/ml, 4: Fett fra restmateriale etter etanolekstraksjon ekstrahert med
Folchs 10 mg/ml, 5: Standardblanding 18-5 A (PL, kolesterol, FFA, TAG, kolesterylester) 20
mg/ml. Det ble pasatt 2 pl av hver preve pa platen. Lepemiddellgsning:
heptan:dietyleter:eddiksyre (70:30:1, v/v/v).

Polare lipider i fett fra ubehandlet silderogn ekstrahert med Folchs (spor 2), fett fra
frysetarket silderogn ekstrahert med etanol (spor 3) og fett fra restmateriale etter
etanolekstraksjon av frysetarket silderogn ekstrahert med modifisert Folchs (spor 4) ble

analysert (figur 13). Alle sporene (2, 3, 4) hadde hgyt innhold av PL.

PL ) v ' PC

1 2 3 4 5

Figur 13. TLC. 1. Standardblanding 18-5 A (PL, Kolesterol, FFA, TAG, kolesterylester) 20
mg/ml, 2: Fett fra ubehandlet silderogn ekstrahert med Folchs 10 mg/ml, 3: Fett fra frysetarket
silderogn ekstrahert med etanol 10 mg/ml, 4: Fett fra restmateriale etter etanolekstraksjon
ekstrahert med Folchs 10 mg/ml, 5: Standardblanding Fosfatidylkolin 20 mg/ml. Det ble pasatt
2 ul av hver prave pa platen. Lgpemiddellgsning: DCM:MeOH:H,0 (25:10:1, v/v/v).
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3.5 SPE - seperasjon av fettklasser

Fettklasser i fett fra frysetarket silderogn ekstrahert med etanol ble separert ved bruk av SPE.
Eluerte NL ble analysert kvalitativt med TLC (figur 14). Fraksjoner fra SPE ble samlet opp
etter eluering med kloroform:isopropanol (2:1, v/v) (tabell 2) etter henholdsvis 10 ml (spor 2),
20 ml (spor 3), 30 ml (spor 4), 40 ml (spor 5) og 50 ml (spor 6). TAG og kolesterol kom sammen
med spormengder av PL og kolesterylester allerede ut i de fgrste 10 ml. | tidligere TLC-analyser
med 16-0 A og 18-5 A som standardblanding har MAG og PL kommet ut pa samme punkt.

Kolesterylester ‘ -
TAG - .
FFA -
Kolesterol - .-
PL = -
[ —— Se—— ews————EE SRR ]
1 2 3 4 5

5 N

Figur 14. TLC av ngytrale lipider eluert med kloroform:isopropanol (2:1, v/v), fra SPE
kolonnen. 1: Standardblanding 18-5 A (PL, kolesterol, FFA, TAG, kolesterylester) 20 mg/ml,
2: separert med SPE elueringslasning kloroform:isopropanol (2:1, v/v) henholdsvis 10 ml, 3:
20 ml, 4: 30 ml, 5: 40 ml, 6: 50 ml. Det ble pasatt 1 ul av hver prgve pa platen.
Lgpemiddellgsning: heptan:dietyleter:eddiksyre (70:30:1, v/v/v).

FFA eluert fra SPE kolonnen med dietyleter:eddiksyre (98:2, v/v) (tabell 2) ble ogsa
analysert med TLC (figur 15). Silderogn hadde et lavt innhold av FFA, og de ble eluert i
hovedsak farst etter 30 ml (spor 4) og 40 ml (spor 5).
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Figur 15. TLC av frie fettsyrer eluert med dietyleter:eddiksyre (98:2, v/v), fra SPE kolonnen.
1: Standardblanding 18-5 A (PL, kolesterol, FFA, TAG, kolesterylester) 20 mg/ml, 2: separert
med SPE elueringslgsning dietyleter:eddiksyre (98:2, v/v) henholdsvis 10 ml, 3: 20 ml, 4: 30
ml, 5: 40 ml, 6: 50 ml. Det ble pasatt 1 ul av hver prgve pa platen. Lgpemiddellgsning:
heptan:dietyleter:eddiksyre (70:30:1, v/v/v).

PL ble eluert fra SPE kolonnen med metanol (tabell 2) og analysert med TLC (figur
16). PL ble ogsa eluert fra SPE med henholdsvis 10 ml (spor 2), 20 ml (spor 3), 30 ml (spor
4), 40 ml (spor 5) og 50 ml (spor 6). Silderogn hadde et hgyt innhold av PL, og disse ble
eluert allerede etter 10 ml (spor 2, figur 16).

Kolesterylester 3

TAG

S
FFA -
Kolesterol -
PL e
1 2 3 4 5

6
PL
Figur 16. TLC av fosfolipider eluert med metanol, fra SPE kolonnen. 1: Standardblanding 18-
5 A (PL, Kolesterol, FFA, TAG, Kolesterylester) 20 mg/ml, 2. separert med SPE
elueringslgsning metanol henholdsvis 10 ml, 3: 20 ml, 4: 30 ml, 5: 40 ml, 6: 50 ml. Det ble
pasatt 1 ul av hver prave pa platen. Lgpemiddellgsning: heptan:dietyleter:eddiksyre (70:30:1,
VIVIV).
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3.5.1 Fettsyresammensetning av utvalgte fettklasser etter SPE
Fettsyresammensetningen i fettklasser isolert med SPE ble analysert med GC-MS og
identifisert ved bruk av internstandarden FAME mix 1300 (tabell 9). Arealprosenten baseres pa

total mengde identifiserte fettsyrer, antakeligvis er noen fettsyrer ikke identifisert.

Tabell 9. Gjennomsnittlig fettsyreinnhold (arealprosent) i ngytrale lipider og fosfolipider
isolert fra fettekstrakt av umoden silderogn med SPE. Internstandard: FAME mix 1300.
Forkortelsene er som i tabell 4.

Fettsyrer Ngytrale lipider Fosfolipider
C14:0 11,4 52
C16:0 19,6 29,5
C18:0 2,7 2,3
> SFA 33,7 37,0
C16:1n-7 6,0 3,8
C18:1n-9 19,0 6,2
C18:1n-7 2,8 3,6
C20:1n-9 3,4 18
> MUFA 31,2 154
C18:2 n-6 4,8 2,2
C18:3n-3 2,1 0,6
C18:4n-3 2,1 0,8
C20:5 n-3 (EPA) 11,9 14,6
C22:6 n-3 (DHA 14,1 29,3
S PUFA 35,0 47,5
> FA 99,9 99,9
Y LC-PUFA n-3 26,0 43,9

NL inneholdt 33,7% SFA, 31,2% MUFA og 35,0% PUFA. PL inneholdt 37,0% SFA,
15,4 % MUFA og 47,5 % PUFA. Fettsyrene palmitinsyre, oljesyre, EPA og DHA utgjorde en
hgy andel av begge fettklassene. Bade NL og PL hadde hgyt innhold langkjedede flerumettede
omega-3 fettsyrer pa henholdsvis 26,0 og 43,9%. Innholdet av EPA og DHA var hgyest for PL
med henholdsvis 14,6 og 29,3%, mens NL inneholdt henholdsvis 11,9 og 14,1%.

Figur 17 og 18 viser fettsyresammensetningen i NL og PL analysert med GC-MS. NL
hadde et hgyere innhold av C14:0 og C18:0, og et lavere innhold av EPA og DHA enn PL.
Innholdet av resterende fettsyrer var ganske like.
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Figur 17. Kromatogramanalyse av NL-fraksjon. Toppene illustrerer innholdet av fettsyrene.
Internstandard: FAME mix 1300.
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Figur 18. Kromatogramanalyse av PL-fraksjon. Toppene illustrerer innholdet av fettsyrene.
Internstandard: FAME mix 1300.

3.6 Aminosyresammensetning

Aminosyresammensetningen i umoden silderogn ble funnet med syrehydrolyse. Glutamin og
asparagin deamineres under syrehydrolyse og er derfor inkludert i henholdsvis glutamat- og
asparaginsyre. Tryptofan @delegges under syrehydrolyse og ble ikke detektert. For
sammenligning er mg/g protein i fiskemuskel (Damodaran, 1996) oppgitt i tabell 10.
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Tabell 10. Innhold av essensielle og ikke-essensielle aminosyrer i g/100g ubehandlet silderogn
(n=3), mg/g protein i silderogn (n=3) (FAO, 2003) og fiskemuskel. a: Damodaran, 1996.
Internstandard: N-leu. ND = ikke bestemt. AA = aminosyrer.

g/100 g silderogn mg/g protein, mg/g protein,
Essensielle AA silderogn fiskemuskel 2
Fenylalanin + Tyrosin 21+04 83,7+1,6 76
Histidin 0,6%0,2 22,8+0,7 35
Isoleucin 1,3+£0,2 50,7+ 0,5 48
Leucin 29+0,2 109,0+ 0,6 77
Lysin 2,1+£0,.2 81,6 £0,6 91
Metionin + Cystein 1,0£0,2 39,1+£0,7 40
Treonin 15+0,2 57,2+0,5 46
Tryptofan ND ND 11
Valin 16+0,3 57,6 £0,9 61
> Essensielle AA 13,1+£19 501,7+6,1 485
Ikke-essensielle AA
Alanin 26+0,2
Arginin 15+£0,9
Asparaginsyre* 1,8+0,1
Glutaminsyre* 34104
Glycin 1,0£0,0
Prolin 16+0,3
Serin 16+0,1

> Ikke essensielle AA 134+20
* Glutamin og asparagin deamineres under syrehydrolyse og er derfor inkludert i henholdsvis
glutamat- og asparaginsyre.
** Tryptofan gdelegges under syrehydrolyse og ble ikke detektert.

Silderogn inneholdt totalt 13,1 g essensielle aminosyrer pr. 100 gram silderogn og 13,4
g ikke essensielle aminosyrer pr. 100 gram silderogn. Blant de essensielle aminosyrene var det
hgyest innhold av leucin, fenylalanin + tyrosin og lysin med henholdsvis 2,9; 2,1 og 2,1 g/100g
silderogn. Blant de ikke-essensielle aminosyrene er det hgyest innhold av glutaminsyre, alanin
og asparaginsyre med henholdsvis 3,4; 2,6 og 1,8 g/100g silderogn. Proteininnholdet ble
bestemt pa basis av aminosyresammensetningen som beskrevet i metodekapitlet.

Totalt var innholdet av essensielle aminosyrer 501,7 mg/g protein i silderogn (minus
tryptofan) og 485,0 mg/g protein i fiskemuskel. Innholdet av lysin, leucin og fenylalanin +

tyrosin var hgyest med henholdsvis 91, 77 og 76 mg/g protein i fiskemuskel.
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4 Diskusjon

Formalet med studien var & ekstrahere lipider fra umoden silderogn med «grenn teknologi»,
klassifisere fettklassene og analysere fettsyreinnholdet.

Umoden silderogn er et interessant rastoff pa grunn av et rikt innhold av naringsstoffer
med 64,4% vann, 22,7% protein, 6,6% fett og 1,5% aske (tabell 3). Neringsinnholdet i NVG
silderogn avhenger blant annet av nar pa sesongen fisken fanges, sesongvariasjonene er starst
fra oktober fram mot gyting i februar (Larssen et al., 2014). Protein- og fettinnholdet er stabilt
pa henholdsvis 26 og 6-7% fram til januar deretter reduseres innholdet til henholdsvis 20 og
5%, innholdet av aske (mineraler) er relativt stabilt med 1-2% gjennom hele sesongen.
Silderogn som ble undersgkt i denne studien hadde et lavt innhold av aske, noe som kan sees i
sammenheng med fravaer av bein og brusk, og at rogn kun er beskyttet av en cellevegg og
rognsekk. Vanninnholdet stiger fra om lag 65 til 72% i februar, noe som kan forklares med at
rogn sveller og tar opp mer vann fram mot gyting (Larssen et al., 2014). Ngyaktig fangstdato
for sild som er brukt i denne studien er uvisst, men den er fanget utenfor gytetid og er dermed
umoden. Fettinnholdet for oljen i Romega® kapslene var som forventet hgyt med 85,6%.
Kapslene besto i tillegg til olje av gelatin og glyserol, og noe av disse ikke-fettlgselige stoffene
kunne ha kommet med nar oljen ble trukket ut av kapslene. Dette kan muligens forklare hvorfor
det ikke ble funnet 100% fett.

Silderogn er se&rlig interessant med bakgrunn i et hgyt innhold av fettsyrene EPA
og DHA (tabell 4), som har vist anti-inflammatoriske effekt pd blant annet hjerte- og
karsykdommer (Dyerberg et al., 1978; Bang & Dyerberg, 1980; Cleland et al., 2006; Weinberg
et al., 2021). Omega-3 fettsyrer er hovedsakelig representert av EPA og DHA i marine arter,
og rogn har hgyere innhold av disse fettsyrene enn fiskekjgtt pa grunn av hgyt innhold av PL i
rogn (Shirai et al., 2006). Resultatene i denne studien viste et hgyt innhold av EPA og DHA i
ubehandlet umoden silderogn med henholdsvis 12,7 og 29,7% av det totale lipidinnholdet, noe
som er i god overenstemmelse med litteraturen (Shirai et al., 2006). Sammenlignet med
Romega® var innholdet av SFA og MUFA i ubehandlet umoden silderogn hgyere og PUFA
lavere. Det sveert hgye innholdet av marine langkjedede omega-3 fettsyrer i Romega®, er ikke
overraskende da produktet inneholder 33% konsentrert fiskeolje, dvs. et produkt som har et
forhgyet innhold omega-3 fettsyrer uten at innholdet er spesifisert i varedeklarasjonen. To
batcher Romega® ble analysert i denne studien og resultatene viser et ulikt innhold av fettsyrer

I batchene. Batch nr. 17435 hadde betydelig hgyere innhold av flerumettede fettsyrer enn batch
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nr. 16770. Tabell 5 viser store forskjeller i mengde fettsyrer g/100 g ubehandlet silderogn og
Romega®. Dette skyldes ulikhet i fettinnholdet for produktene. | praksis far man i seg omtrent
lik mengde EPA og DHA ved inntak av produktene fordi Romega® tas som kosttilskudd i form
av sma kapsler og silderogn inntas som et maltid hvor en porsjon gjerne er 100-200 gram rogn.
Helsedirektoratet har ikke gitt norske tallfestede anbefalinger om inntak av EPA og DHA, men
EFSA anser 200-500 mg EPA og DHA som dekkende for dagsbehovet for friske voksne. Basert
pa disse anbefalingene og resultatene fra denne studien vil dagsbehovet dekkes ved inntak av
14-36 gram silderogn daglig. Basert pa oppgitt innhold i Romega® vil 1-2 kapsler daglig vil
veere nok for & dekke dagsbehovet. Blant mettede og enumettede fettsyrer var det hgyest innhold
av fettsyrene palmitinsyre (C16:0) og oljesyre (C18:1 n-3) for bade silderogn og Romega®.
Disse fettsyrene har en viktig rolle som energikilde for mange arter fiskelarver (van der Meeren
etal., 1993).

Fettsyreinnholdet i fett fra umoden silderogn og Romega® ble i tillegg til GC-FID,
analysert med GC-MS (tabell 6). Fordelen med GC-MS er at molekylvekt og molekylets
struktur analyseres for & identifisere fettsyrene i tillegg til retensjonstid. En annen fordel er at
en internstandard med ulik konsentrasjon for hver fettsyre benyttes og dermed gker
ngyaktigheten pa analysen. Fettsyreinnholdet analysert med GC-MS er kun oppgitt i
arealprosent i denne studien grunnet manglende verdier for arealet av internstandard for hver
fettsyre. To ulike fettekstrakt fra umoden silderogn ble analysert: Ubehandlet silderogn
ekstrahert med en modifisert Folchs metode og frysetarket silderogn ekstrahert med etanol, for
a kartlegge forskjeller i fettsyresammensetningen (tabell 6). Fett fra frysetarket silderogn
ekstrahert med etanol inneholdt noe mer LC-PUFA n-3 (35,3%) sammenlignet med fett
ekstrahert med Folchs modifiserte metode (30,3%), og mindre SFA og MUFA. Med
utgangspunkt i prinsippet for likt-lgser-likt vil etanol i starre grad ekstrahere PL enn NL.
Resultatet er derfor som forventet sett i sammenheng med tidligere studier som er gjort hvor
det ble dokumentert at 68-74% av det totale lipidinnholdet fra rogn er bundet i PL (Tocher et
al., 1985; @stvik et al., 2009; Bjerndal et al., 2014). | likhet med resultatene fra GC-FID
analysen hadde Romega® et hgyt innhold av LC-PUFA n-3.

Rogn har et hgyt innhold av PL (Tocher et al., 1985; @stvik et al., 2009; Bjgrndal et al.,
2014). PL er amfipatiske og noen mener at fettsyrer forestret til PL forbedrer
biotilgjengeligheten sammenlignet med nar fettsyrene er forestret i TAG (Schuhardt et al.,
2011; Ulven et al., 2011; Maki et al., 2009). Resultatene fra HPLC-analysen viste at fett fra
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silderogn inneholdt 69,4% PL og 20,0% TAG (tabell 7). Dette er i trad med litteraturen (Jstvik
et al., 2009). Innholdet av FFA i silderogn ble malt til bare 0,4% av de totale lipidene, mens
Romega® batch nr. 16770 og 17435 inneholdt henholdsvis 22,4 og 7,3%. FFA dannes oftest
pa grunn av enzymatisk aktivitet, noe som tyder pa nedbryting og forringelse av disse batchene
med Romega®. Grenseverdien av FFA for oljer til humant konsum er satt til 2% (European
Pharmacopeia, 2005). Det var forventet lavt innhold av TAG da rogn inneholder lite depotfett.
Derfor var det overaskende at Romega® inneholdt sveert lite/ingen PL og 75% TAG. Det hgye
innholdet av TAG kommer ogsa av at sakalt konsentrert fiskeolje, dvs. TAG med forhgyet
innhold av EPA og DHA er tilsatt produktet. Disse uventede resultatene resulterte i at en ny
batch ble analysert. HPLC-analysene ble i tillegg gjentatt flere ganger. Det hgye innholdet av
FFA kan tyde pa at det har skjedd en nedbrytning av eventuelle PL i produktene. |
produktspesifikasjonen star det at Romega® kapslene skal inneholde 34% omega-3 PL. Vare
analyser tyder pa at det langt fra er tilfelle.

Pa grunn av de uventede resultatene fra HPLC-analysen med hensyn pa PL innhold ble
ogsd TLC benyttet for pa en semikvantitativ mate analysere innholdet av fettklasser i
Romega®, i tillegg til umoden silderogn. Krillolje ble ogsa inkludert i analysen da de forventet
a inneha et hgyt innhold av PL (48,9%) (Castro-Gémez et al., 2015). TLC-analysene viste ogsa
sveert lavt innhold av PL i Romega® sammenlignet med fett spesielt fra umoden silderogn og
krillolje (figur 8 og 9). Resultatene fra HPLC-analysen ble bekreftet med TLC. Innholdet av
PL i Romega® stemmer ikke overens med mengden som var deklarert pa pakningen. Ut ifra
resultatene som ble funnet i denne studien kan det stilles spgrsmalstegn ved hvorvidt produktet
inneholder de pastatte mengder olje fra silderogn eller har den ngdvendige kvaliteten som ber
forventes.

Formalet med studien var ogsa a ekstrahere lipider fra umoden silderogn med «grgnn
teknologi». Verken heptan eller isopropanol i seg selv er «grgnne» lgsemidler som vi gnsker &
fa i kroppen var pa grunn av dets toksiske effekt, men sammenlignet med diklormetan og
metanol betraktes de som «grgnnere». Etanol, som en kjent ingrediens i alkoholholdig drikke,
er mindre toksisk og anses som det mest «grgnne» lgsemidlet i denne sammenhengen. Blant
lgsemidlene som ble testet ekstraherte etanol stgrst mengde fett fra vat silderogn, 7,1% (tabell
8). Utbytte var litt mer enn med Folchs metode (6,6%) og heptan:isopropanol (2:1, v/v) (5,1%).
Tas det utgangspunkt i vanninnholdet i vat silderogn blir det 18,5% med Folchs metode pa

tarrstoffbasis. Dette er noe hgyere enn hva etanol ga med utgangspunkt i fryseterket silderogn
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(tabell 8). Forsgkene med etanolekstraksjon ble kun gjennomfart én gang, og dette er en svakhet
med denne studien. Med utgangspunkt i at etanol ekstraherer PL i stgrst grad ble restmaterialet
av frysetarket silderogn ekstrahert med Folchs modifiserte metode. Det resterende fettinnholdet
ble malt til 1,9%, med antagelig hgyt innhold av NL. Dette tilsier at omtrent 80% av
fettinnholdet i frysetarket silderogn ble ekstrahert med etanol, og anses derfor som et effektivt
ekstraksjonslgsemiddel i denne studien.

Fettekstraktene ble analysert med TLC (figur 10 og 11). Analysene viste at «grgnne»
lgsemidler var vel sa effektive for ekstraksjon av fett fra ubehandlet silderogn som Folchs
modifiserte metode. Fett ekstrahert med etanol inneholdt som forventet en mindre mengde
TAG. Analysene av det resterende fettet i fryseterket silderogn etter etanolekstraksjon
inneholdt bade NL og PL (figur 12 og 13). De «grgnne» metodene som ble testet ekstraherte
seerlig PL effektivt sammenlignet med modifisert Folchs metode.

Fettklassene ekstrahert med etanol fra fryseterket silderogn ble separert med SPE og
fettklasseinnholdet ble analysert med TLC (figur 14, 15 og 16). Fettklassene NL, FFA og PL
ble effektivt separert med SPE. | figur 14 kan det se ut som NL ogsa inneholdt noe PL, men det
er kjent at MAG og PL kommer fram sveert nar hverandre pa TLC-platen. Det antas derfor at
NL inneholdt MAG og ikke PL.

Videre ble fettsyresammensetningen i NL og PL analysert med GC-MS (tabell 9). 1
likhet med andre GC-MS-analyser i denne studien ble FAME mix 1300 brukt som
internstandard, og pa grunn av manglende tilgang pa data for areal pa internstandarder kunne
ikke mengden av hver enkelt fettsyre beregnes og de mer kvalitative arealene er brukt for
diskusjon. Innholdet av EPA og DHA var hgyere i PL enn NL i silderogn, i likhet med krillolje
(Gigliotti et al., 2011). Forskjellene pa innholdet av de nevnte fettsyrene i NL og PL vises godt
i kromatogrammene (figur 17 og 18). Kromatogrammene viser at innholdet av C14:0, C16:1
n7 og C18:1 n-9 var betydelig hgyere i NL enn PL.

| tillegg til & undersgke fettinnhold, fettklasser og fettsyresammensetningen i silderogn
ble det totale innholdet av aminosyrer analysert (tabell 10). Silderogn inneholdt alle essensielle
aminosyrer og faktisk litt mer enn i fiskemuskel. Dette kan komme av at det er mer bindevev i
muskel og kollagen har relativt lite innhold av essensielle aminosyrer pa grunn av hgyt innhold
av glycin og prolin. Det hgye innholdet av essensielle aminosyrer kan sees i sammenheng med
at sildeyngelen skal leve kun pa naringen som er i rognposen og som senere utvikler seg til a

bli en plommesekk.
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Forslag til framtidig arbeid

I denne studien ble kun kjemiske ekstraksjonsmetoder testet. Ved kommersiell ekstraksjon av
torskelever for tran eller pelagisk fisk for fiskeolje benyttes en mekanisk metode med vanndamp
og sentrifugering. Det kunne vert interessant & sammenligne slike prosessers betydning for
innhold og sammensetning av lipider med ekstraksjon av sliderogn med etanol som i denne
studien viste seg a vare den best egnede.

Det ble kun benyttet en batch med silderogn i denne studien. Men kunnskap om
sesongvariasjoner av naringsinnholdet i rogn, hadde det veert interessant & analysere fettsyre-
og fettklasseinnholdet gjennom sesongen for & se nar lipidinnholdet er av best kvalitet med

tanke pa innhold av PL og omega-3 fettsyrene EPA og DHA.
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5 Konklusjoner

Formalet med denne studien var & ekstrahere lipider fra umoden silderogn med «grenn
teknologi», samt analysere fettklasse- og fettsyresammensetningen. Fettmengden ekstrahert
med etanol, heptan:isopropanol og DCM:MeOH (Folchs metode) fra vat silderogn var
henholdsvis pa 7,1; 5,1 og 6,6%. Fettinnholdet i ubehandlet umoden silderogn ekstrahert med
Folchs metode var 18,5% pa terrvektsbasis, mens fettinnholdet i frysetarket silderogn
ekstrahert med etanol var 15,3% noe som utgjer ca. 80% av det totale fettinnholdet.
Fettklasseanalysene viste et hgyt innhold av PL (69,4%) i silderogn, mens Romega® hadde et
overraskende lavt innhold av PL. Basert pa resultatene er det klart at produktet ikke inneholder
de mengder PL som er deklarert pd pakningen. Et hgyt innhold av FFA kan tyde pa at PL i
produktene til en viss grad var hydrolysert.

Fettsyreanalysen viste et hgyt innhold av LC-PUFA n-3, seerlig av EPA og DHA med
henholdsvis 12,7 og 29,7% av det totale fettsyreinnholdet i umoden ubehandlet silderogn.
Romega® hadde som forventet et hgyt innhold av LC-PUFA n-3, serlig DHA, grunnet innhold
av fiskeoljekonsentrat. Fettklasser i fettekstrakt fra frysetarket silderogn ble separert effektivt
med SPE og analysene av fettsyreinnholdet viste et gkt innhold av LC-PUFA for PL (43,9%)
enn NL (26,0%) og at produktet slikt sett er mer egnet for humant konsum.

Silderogn hadde ogsa som forventet et hgyt innhold av essensielle aminosyrer, og er pa

den maten en fullverdig kilde til essensielle aminosyrer.
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