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Sammendrag

I dag opplever vi en ny optimisme i oppdrettsneringen og en ekende satsning péd torsk.
Satsningen har som formél & fremme innovasjon og skal virke som et tilskudd til det
tradisjonelle fiskeriet. Med en kontinuerlig tilgang pa rastoff vil vi fa en ekt mengde restréstoff
med stort potensial for anvendelse, kanskje sarlig for torskeleveren og tran-produkter. For &
vaere 1 stand til & utnytte oppdrettstorskens fulle potensiale er det viktig & med oppdatert
kunnskap pa fiskens sammensetning og fettprofil. Hensikten med denne oppgaven var &
sammenligne tran fra oppdrettet og vill torsk (Gadus morhua) med folgende problemstilling:
hvordan ser fettprofilen i tran fra oppdrettstorsk ut sammenlignet med vill torsk i forhold til
fettsyresammensetning og kvalitetsparametere? Sammenligningene ble gjort ved & undersoke
rd torskelever fra to oppdrettsproduksjoner, lever av vill skrei, ratran produsert av Vesterdlen
Marine Olje samt industrielt oppdrettsfor for torsk. Lever fra oppdrettstorsk hadde et hoyere
fettinnhold (ca. 70 g fett per 100 gram lever), oljeutbytte (ca. 66 %) og en stor lever
sammenlignet med vill torskefisk. Bade lever og ratran fra vill torsk hadde sterre andel av de
n-3 langkjedede n-3 flerumettede fettsyrene EPA og DHA, samt et lavt n-6/n-3 sammenlignet
med oppdrettstorsk. Rétran av oppdrettstorsk viste & ha en hoy andel fettsyrer karakteristisk for
vegetabilske oljer, serlig C18:1 n-9, men ogsa en hey andel av de enskede n-3 LC-PUFA.
Resultatene bekrefter at man finner igjen fettsyresammensetningen i fiskens naringskilder 1
fiskens fettrike vev. Fett ekstrahert fra undersokt skreilever hadde et forheyet innhold av frie
fettsyrer og viste seg som et godt eksempel pd at marine lipider er sarlig sarbare for
kvalitetsforringelser grunnet sine lange hydrokarbonkjeder og mange dobbeltbindinger. Ved
sammenligning av produksjonsmetoder viste torskelever seg & vere lite pavirket nar eksponert
for varme og/eller syre. Ved fremtidig forskning vil det vere aktuelt 4 se nermere pa valg av
ekstraksjonsmetode da dette kan pavirke fettutbytte fra torskeleveren. Basert pé resultatene kan
man konkludere med at ratran av oppdrettstorsk er en god kilde til n-3 LC-PUFA og er meget
godt egnet til & sikre anbefalt daglig dose pd 250-500 mg, og var innenfor grenseverdier for
innholdet av EPA og DHA 1 ferdigraffinert tranolje.
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1 Innledning

Gjennom historien har atlantisk torsk (Gadus morhua) veert en av de viktigste artene for
fiskeriene i store deler av Nord-Atlanteren og bidratt til neringsliv og vekst langs kysten
(Puvanendran, Mortensen et al. 2022). I norske farvann er det vanlig & dele torskebestanden i
forvaltningssammenheng: kysttorsk ser og nord for 62 °N og nordestarktisk torsk, populert kalt
skrei. Hva som skiller de ulike bestandene fra hverandre har lenge vaert omdiskutert, men den
primare forskjellen er bestandenes genetikk som gir fiskene ulike karaktertrekk, livssykluser
og habitatspreferanser (Dahle, Jorstad et al. 2011, Breistein, Dahle et al. 2022). Den
nordestarktiske skreien er verdens sterste torskebestand, og holder primeert til i Barentshavet. I
vintermanedene januar til april migrerer gyteklar skrei serover langs norskekysten til sine
viktigste gyteomrdder utenfor Vesterdlen og Lofoten. Dette pavirker fiskeriet og kystflaten 1
stor grad da det forer til store sesongvariasjoner hvor ressursen hovedsakelig blir hestet i

torskens gytesesong (se Figur 1) (Havforskningsintituttet 2019).
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Figur I Kvantum vill torsk (kg rund vekt) levert pa sluttseddel pr mdaned gjennom 2022 fra norske fartoy. Data
hentet fra Rdfisklagets statistikkbank (Rdfisklaget 2022).

Side 1 av 60



De store sesongvariasjonene har vart med & true torskens rolle som stabilt rastoff ved flere
anledninger (Feng, Huang et al. 2020). Som ressurs er skrei en fisk av god kvalitet, med en hagy
okonomisk og ernaringsmessig verdi. For a jevne ut de uforutsigbare utfordringene som folger
av den sesongvariable tilgangen har virkningen av diverse tiltak som: ressursforvaltning av
viltbestanden, fange og holde den ville fangsten levende i sékalt fangstbasert akvakultur eller
satse pa et intensivt torskeoppdrett ved avl og kultivering (Puvanendran, Mortensen et al. 2022).
Pa tidlig 2000-tallet opplevde man en egkende interesse for & investere i torskeoppdrett, og det
var onskelig & fremme utvikling for & jevne ut de kjente utfordringene. Grunnet
markedsmessige forhold mette imidlertid datidens oppdrettsproduksjon pé en tilsynelatende
kollaps med flere konkurser og en tiln@rmet utradering av satsningen. Siden den gang har
naringen lart av fortiden og jobbet videre med et omfattende avlsarbeid for & avle frem en torsk
bedre egnet for oppdrett etter dagens standard, hvor dagens generasjon oppdrettstorsk evner &
oppnd en slaktevekt pa 3,5-4 kg i lopet av en produksjonssyklus pa 18-22 méneder (Heide,
Ageeva et al. 2022). I dag ser vi igjen en ny optimisme med flere kommersielle akterer som
velger 4 satse pa en storskala produksjon av kultivert torsk (Henriksen, Heide et al. 2018). Tall
fra Grefsrud, Andersen et al. (2022) viser at det i 2021 var en stdende biomasse pa 7000 tonn
oppdrettstorsk fordelt pa 11 tillatelser i Norge. Sammenlignet med dagens lakse-og orret-
produksjon i sjo er neringen forelepig relativ liten, men tall fra Fiskeridirektoratet (per 2. 2.
2022) viser en gkende optimisme i naringen hvor 41 segknader om etablering av torskeoppdrett
i sjo med en totalkapasitet pa over 121 000 tonn 14 inne til behandling (Grefsrud, Andersen et

al. 2022).

I 2022 ble omtrent 5000 tonn rund oppdrettstorsk slaktet og primart solgt videre som filet
(Fiskeridirektoratet 2023). Hovedvekten pa filetproduksjon innebarer at bare ca. 50 % fisken
som helhet gér inn 1 oppdrettstorskens hovedprodukt (Aas, Barnung et al. 2011). De resterende
delene av fisken gar gjerne inn under begrepene biprodukter og/eller annet restréstoff.
Tradisjonelt har restrastoffet blitt brukt til produkter av lav verdi som for til oppdrettsdyr,
gjadsel eller kassert (Olsen, Toppe et al. 2014). Sett bort i fra torskens velsmakende filet er
fisken fra et anatomisk perspektiv gitt en relativt stor og naeringsrik lever. Normalt tilsvarer
leveren rundt 13 % av fiskens totalvekt og er et organ rikt pa marint fett (Merkere, Ytrestoyl et
al. 2008, Aas, Barnung et al. 2011). Tradisjonelt gér leveren fra villtorsk inn i produksjon av
leverolje, bedre kjent som tran, og har gjennom historien vert et velkjent kommersielt
helsekostprodukt i store deler av Nord-Europa (Aas, Kjerstad et al. 2016). For a4 heve

leverprodukters kommersielle verdi ser man stor nytte i 4 utvikle gode strategier for best mulig
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utnyttelse av torskens marine lipider (Hansen, Berge et al. 2008). P& denne maten vil man oppné
en bedre utnyttelse av ressursene i havet samt fremme en fremtidsrettet og barekraftig
utvikling. I dag ser vi en stor etterspersel etter marine oljer grunnet begrenset tilgang pa slike
oljer som révare i markedet, som igjen blant annet pavirker industriell produksjon av fiskefor.
Tran fra oppdrettstorsk som fettkilde kan veere med a bidra til en okt lennsomhet bade brukt
som kosttilskudd eller og mulig industriellforproduksjon. Parallelt spiller avgjerende faktorer
som produktets fettsyresammensetning og oksidasjonsstatus inn i oljens potensielle bruk

(Mearkere, Ytrestoyl et al. 2008).

1.1 Formailet med oppgaven
Formalet med denne oppgaven var & sammenligne tran fra oppdrettet og vill torsk (Gadus
morhua) med folgende problemstilling:

- Hvordan ser fettprofilen i tran fra oppdrettstorsk ut sammenlignet med vill torsk i

forhold til fettsyresammensetning og kvalitetsparametere?

Folgende spersmaél (delmal) ble ogsé undersokt:

e Erdet betydelige variasjoner i fettprofilen til ratran laget ved ulike produksjonsmetoder
(labskala trankoking og industriell framstilling med isoelektrisk felling) av lever fra
oppdrettstorsk og villtorsk?

e Kan man knytte generelle sammenhenger mellom fiskens naringskilder og fettprofil?

e [ hvilken grad varierer fettprofilen fra ra lever kontra olje?

e Pévirker valg av ekstraksjonsmetode (Folchs vs. etylacetatmetode) fettutbytte fra

torskelever?
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1.2 Bakgrunn

1.2.1 Lipider

Lipider er en heterogen gruppe av biologiske stoffer med fellestrekk at de kan lases opp i
organiske veasker og tilnermet uleselig i vann. Funksjonelt kan lipidene deles inn i tre
hovedgrupper: depotfett, membranlipider og biologisk aktive lipider. Depotfettets
hovedfunksjon er & tjene som opplagsnering og bestar i all hovedsak av triacylglycerol (TAG)
(Olsen 2017). Triacylglycerol er et neytralt lipid og utgjer den sterste fettklassen i1 planteoljer
og annet animalsk fett. Lipidet bestdr av glyserol bundet til tre fettsyrer. Andre eksempler pa
neytrale lipider er diacylglyserol (DAG) som bestir av glyserol og to fettsyrer og
monoacylglyserol (MAG) med glyserol og en fettsyre. Fett og olje er to begreper for lipider,
som begge hovedsakelig bestar av TAG, men olje er fett som er flytende ved romtemperatur.
Andre eksempler pé lipider er fosfolipider (PL), glykolipider, voksestere og steroler (Olsen
2017).

Fettsyrer (FA) er alifatiske karboksylsyrer som bestar av en hydrokarbonkjede og en
karboksylgruppe. Fettsyrene kan ha en hydrokarbonkjede som enten er med eller uten
dobbeltbindinger. Mettete fettsyrer har en karbonkjede uten dobbeltbindinger, forkortes til SFA
fra det engelske saturated fatty acids. Umettede fettsyrer har dobbeltbindinger i karbonkjeden
og deles inn i to grupper: en-umettede fettsyrer (MUFA fra engelsk monounsaturated fatty
acids) og flerumettede fettsyrer (PUFA, fra engelsk polyunsaturated fatty acids). De vanligste
fettsyrene har 12 til 22 karbonatomer (C-atomer), hvor det forste C-atomet etter
karboksylgruppen blir betegnet som a (gresk alfa). Det siste C-atomet i hydrokarbonkjeden blir
sett pd som metyl/omega-endens karbonatom, og benevnes med omega eller n (Olsen 2017).
For flerumettede fettsyrer er det slik at hvis fettsyrens dobbeltbinding er plassert pd C-atom
nummer 3 (regnet fra metylenden; -CH3) er det en n-3 PUFA, mens fettsyrer med forste

dobbeltbinding pa C-atom 6 fra metylenden er en n-6 PUFA (Olsen 2017).
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1.2.2 Marine lipider

For at vi mennesker skal fungere som organisme er det viktig 4 fa tilfort de essensielle fettsyrene
(EFA) linolsyre (LA; C18:2 n-6) og a-linolensyre (ALA; C18:3 n-3). Dette er fettsyrer som
verken mennesker og andre dyr, inkludert fisk, kan syntetisere selv og er essensiell & fa tilfort
gjennom kosten. I hvilken grad organismer har evnen til & utfere omdannelsen fra egne
syntetiserte fettsyrer til lengre mettede fettsyrer som LA og ALA avhenger av tilstedevarelsen
av fettsyreelongaser og -desaturaser, som f. eks A6- og A5-desaturase. Ved tilstedevarelsen av
disse evner fettsyrer & forlenge sin egen hydrokarbonkjede samt mette seg ytterligere og
omdanne seg til f.eks. fettsyrene eicosapentaensyre (EPA; C20:5 n-3) og dokosaheksaensyre
(DHA; C22:6 n-3) (se Figur 2) (Tocher 2003, Olsen 2017, Garrido, Kabeya et al. 2019). Dette
er langkjedede n-3 PUFA (n-3 LC-PUFA) som primart finnes lavere planter som fytoplankton,

men ikke naturlig i virveldyr grunnet fravaret av nevnte enzymer (Larsen, Stormo et al. 2010).

18:0
49
18:1n-9 46
2026 24:4n-6 —>  24:5n-6
412 Elovl en 48
Elov/ Beta-oksidasjon
46 Elovl a5 Elovl 44
18:2n-6 —> 18:3n-6 —> 20:3n-6 —> 20:4n-6 —> 22:4n-6 —>  22:5n-6
415

46 Elovl 45 Elovl 44
18:3n-3 — 18:4n-3 —> 20:4n-3 —> 20:5n-3 —> 22:5n-3 —> 22:6n-3

Elovl Beta-oksidasjon
Elovl 48 l ]
46
20:3n-3 24:5n-3 —>  24:6n-3

Figur 2 Skjematisk skisse over biosyntesen av C20 og C22 LC PUFA fra n-3-, n-6 og n-9 CI8 substratene (de
metabolske forloperne) hos beinfisk (teleoster). Elovl = elongaser (forlenger) og AX = desaturaser (setter inn

dobbeltbindinger). Modifisert fra Tocher (2003) og Garrido, Kabeya et al. (2019).
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Interessen for EPA og DHA ble for alvor vekket i perioden 1970-1980 sarlig pavirket av studier
gjort av Bang, Dyerberg og Sinclair (1980). Studiene viste til at det var en storre sammenheng
mellom kosthold og dedelighetsraten blant tilfeller av hjerteinfarkt. Undersekelsene avdekket
feerre dedsfall som folger av hjerteinfarkt blant inuitter med kosthold bestdende av et hoyt
innhold n-3 LC-PUFA sammenlignet med inuitter bosatt i Danmark med kosthold bestdende
av en lavere andel EPA og DHA (Dyerberg, Bang et al. 1978, Bang, Dyerberg et al. 1980).
Péstanden har siden blitt bekreftet i en rekke andre undersegkelser (Liao, Xiong et al. 2022,
Zheng, Qiu et al. 2022). Slike undersegkelser har vist at de bioaktive n-3 LC-PUFA virker &
vaere positiv for flere av kroppens viktige metabolske funksjonerer, blant annet
opprettholdelsen av fysiologisk homeostase. Spesielt inkorporering av DHA virker & veare
nedvendig for at cellemembranene skal fungere optimalt (Liao, Xiong et al. 2022). De
langkjedede n-3 LC-PUFA kan ogsd virke betennelsesdempende og positiv mot enkelte
mentale sykdommer. Under graviditet og utviklingen av fosters hjerne, samt barns kognitive
utvikling har EPA og DHA vist seg & vare svart viktig (Jobling and Leknes 2010, Tocher 2015,
Olsen 2017, Durmus 2019).

Hvor mye n-3 LC-PUFA vi burde innta per dag blir basert pé kardiovaskulare risikovurderinger
av institusjoner som blant annet det europeiske panelet for diettiske produkter og allergier
(EFSA). I dag er den anbefalte mengden EPA og DHA for europeiske voksne 250-500 mg per
dag (EFSA Panel on Dietetic Products and Allergies 2012).

Hva forholdet mellom mengden n-6 og n-3 PUFA (n-6/n-3) er i et erneringsmessig perspektiv
er interessant & se nermere pa. Tidligere studier pa tema har vist at ved forhold hvor det er en
heoy andel n-6, kan vare med & pavirke kroppens lipidmetabolisme og betennelser i en
negativforstand. I en studie av Yang et. al (2016) ble det optimale n-6/n-3 anbefalt & vere 5:1
(Yang, Song et al. 2016). I dag ligger n-6/n-3 befolkningen i vesten omtrent pa 20:1, altsa fire
ganger sd hoyt som forholdet anbefalt av Yang et. al. (2016). For & rette opp skeivfordelingen
av n-6 kontra n-3 er det anbefalt & gke inntaket av n-3, sarlig fettsyrene EPA og DHA (Jobling
and Leknes 2010, Olsen 2017).
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1.2.3 Lipider og fettsyresammensetning i torskens matkilder

Fettsyresammensetningen i fiskens vev kan pdvirkes av ulike faktorer som f.eks.: arstid,
storrelse, alder, kjennsmodning og andre genetiske forskjeller mellom arter/bestander. En
serlig viktig faktor er fiskens kosthold (Standal, Praél et al. 2008). Tidligere studier har gitt
indikasjoner pa at fettsyreprofilen i fiskens neringskilder kan gjenspeiles i fiskens depotfett
og/eller andre fettrike vev (Markere, Ytrestoyl et al. 2008, Sissener 2018, Xu, Turchini et al.
2020).

Vill torsk er en altetende fisk som primert lever av annen fisk som: mindre torskefisk, lodde,
brisling, sild, men ogséd krepsdyr og diverse muslinger (Standal, Praél et al. 2008).
Oppdrettstorsk folger gjerne et fastsatt forregime og blir foret med et industrielt fiskefor (Olsen
2017). For ar 2000 besto industrielt fiskefor fortrinnsvis av 40-60 % fiskemel og 20-30 %
fiskeolje. Fiskeoljene som ble benyttet var hovedsakelig produsert pd lavtrofiske pelagiske arter
som kolmule, gyepal, tobis og lodde og har gjennom flere tidr vert en stedig ravarekilde til
forindustrien (Ytrestoyl, Aas et al. 2015, Olsen 2017). I dag er majoriteten av verdens
fiskeressurser utnyttet til det fulle, som gjor det problematisk & produsere marinbaserte
foringredienser med hensyn til baerekraftig forvaltning av resursene i havet (Ytrestoyl, Aas et
al. 2015). Det har derfor veert viktig a se pa alternative lipidkilder til industriell forproduksjon,
og vegetabilske oljer har med tiden fatt en mer sentral posisjon oppdrettsfisks kosthold. I dag
bestar industrielt oppdrettsfor til torsk av rastoff bade av marin og vegetabilsk opprinnelse.
Vanlige vegetabilske oljer & bruke i oppdrettsfor er blant annet soya-, palme- og rapsolje (Olsen
2017). 1 dag produseres det om lag 100 millioner tonn planteoljer &rlig, og gir et
kostnadsbesparende fortrinn og lave pris sammenlignet med marint fett. I 2011 var prisen for
planteoljer 10-25 % rimeligere enn marinerdvarer, og prisdifferansen fortsetter & oke ér for ar.
Med marine proteiner og lipidkilder som sin primerkilde til nering akkumulerer i vill torsk de
gode n-3 LC-PUFA EPA og DHA i sitt depotfett (Olsen 2017). Planteoljer inneholder gjerne
ikke n-3 LC-PUFA (20:3 n-3, 22:5 n-3 og 22:6 n-3), men ofte store mengder C18:2 n-6 (LA)
og noe C18:3 n-3 (ALA). I motsetning til fiskeoljer som inneholder lite LA (<2 %), finnes den
i betydelige mengder i de vegetabilske oljene som soya-, solsikke- og rapsolje. Fisk foret med
et for bestdende av et hoyt innhold av vegetabilske oljer, gjerne et forheyet innhold av LA, vil
ha stort forhold mellom n-6 og n-3 (n-6/n-3) (Olsen 2017). Dette kan veare problematisk blant

annet fordi den heye skeivfordelingen kan vare med & gjere endringer i lipidmetabolismen
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(Yang, Song et al. 2016). Tilstedeverelsen av LA 1 ekstrahert fett kan brukes som en indikator
1 hvilken grad fisken har fatt tilfert planteoljer gjennom kosten (Olsen 2017).

Observasjoner gjort av Merkere, Ytrestoyl et. al (2008) viste at det var store forskjeller pa
storrelse og fettinnhold i lever fra oppdrettstorsk kontra vill og indikerte at forsammensetning
og foringsregime har en vesentlig betydning pa sterrelse og sammensetning i torskeleveren
(Morkere, Ytrestoyl et al. 2008). En generell trend var at leverstorrelsen eke i takt med et
okende fettinnhold i foret, og at fisk som ble foret med stor innblanding av planteoljer hadde et
heoyere innhold av typiske plantefettsyrer slik som LA, oljesyre (C18:1 n-9) og ALA i
levervevet (Markere, Ytrestoyl et al. 2008).

1.2.4 Torskelever — et organ for stoffomsetning og energi

Torskens lever er et sentralt organ for omsetting av naringsstoffer. Her foregdr det viktige
prosesser som stoffomsetninger, produksjon av galle og lagring av fett og glykogen. Leveren
er en s&rlig viktig ressurs blant torskefisk da de i all hovedsak lagrer all overskuddsenergi i
organet, hvorav store deler av energien er lagret som TAG (Merkere, Ytrestoyl et al. 2008).
Ifolge matvaretabellen (2022) ligger 1 lever fra villtorsk pa et gjennomsnittlig fettinnhold pa
59 gram fett per 100 gram matvare (Matvaretabellen 2022). Da torsken primert lagrer energien
sin i levra er torskemuskelens lipidinnhold svert lav (< 0,8 %), og fungerer hovedsakelig som
membranlipider (Olsen 2017). Som et metabolsk svert aktivt organ kan kvaliteten pa leveren
og dens fettsyresammensetning bade pdvirkes og styrkes gjennom valg av produksjonsregime

og forsammensetning (Merkere, Ytrestoyl et al. 2008).

Leveren hos oppdretts- og villtorsk skiller seg fra hverandre pa sterrelse og fettinnholdet. Lever
hos oppdrettstorsk har blitt observert a utgjere rundt 8-17 % av fiskens totalvekt, mens
storrelsen pa leveren hos villtorsken ofte 14 rundt 3-8 % (Merkere, Ytrestoyl et al. 2008, Jobling
and Leknes 2010). I en rapport av Markere et. al. (2008) viste resultater at oppdrettstorsk foret
med industrielt fiskefor med et fettinnhold pé 14-18 g fett/100 g for hadde en gjennomsnittlig
lever som tilsvarte 8-14 % av fiskens totalvekt. Tilgang pa mat og periode i livssyklus er gjerne
faktorer som spiller en rolle i hvor stor leveren blir. Leveren hos villtorsk hatt god og
kontinuerlig tilgang pa naring kan gjerne vare lik i storrelse som leveren til oppdrettstorsk.
Hos en utgytt skrei derimot kan sterrelsen pa leveren utgjere mindre enn 1 % av fiskens

totalvekt (Meorkere, Ytrestoyl et al. 2008).
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Fisken blir hva den spiser er et populert uttrykk med flere sannheter og viser seg gjeldende
med at fettsyreprofilen i fiskens naringskilder og sterrelse pa leveren som pavirkes av tilgang
pa mat og uttrykket vises i sin sannhet (Morkere, Ytrestoyl et al. 2008).

Lever fra oppdrettstorsk kan ogsé gjenkjennes med problematikken med grenn misfarging som
kan forekomme hos enkelte individer (se Figur 3, lever b). Hva som er arsaken til misfargingen
er forelopig ikke kjent, men er et fenomen som ikke er et utpreget blant villtorsken.
Misfargingen pédvirker dog ikke muligheten for & anvende réstoffer i produksjon av tran

(Mearkere, Ytrestoyl et al. 2008).

Figur 3 Eksempler som viser variasjon av torskelever, oppdrett kontra vill. a: Oppdrett, b: Oppdrett, c: Linefanget
skrei. Hentet fra: Heide, Ageeva et al. (2022)

1.2.5 Tran — historie frem til dagens produksjon

Tran er en betegnelse pa olje som fremstilles av lever fra torsk og annen hvitfisk. Av det totale
innholdet av fettsyrer i tran er majoriteten umettede fettsyrer, og bare en andel mettede fettsyrer

pa 10-18 % (Pedersen 1983).

Tran fra torskefisk har siden middelalderen og frem til i dag blitt produsert og brukt til ulike
formél. Historisksett ble torskeleveren lagret i tenner hvor den naturlige nedbryting- og
forritnelsesprosessen lase opp levervevet og oljen skilte seg fra vevet og flat opp til toppen
(Pedersen 1983, Olsen 2017). Dette var en merk olje med et illeluktende preg og gikk primaert
til industrielt bruk som smereoljer eller maling (Lynum 2005, Olsen 2017). Senere oppdaget
man at man kunne utvinne oljen av en betydelig bedre kvalitet ved & bruke mer moderne
metoder for utfelling. I 1853 ble den ferste tranen med helsefremmende hensikt, kalt

medisintran, produsert av apotekeren Peter Moller (Pedersen 1983). Moller introduserte sin
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egen oppfinnelse og kalte metoden «The steam process of preparing cod-liver oily. Med a
utsette leveren for damp skilte oljen seg effektivt fra vevet og man satt igjen med en blank olje
med relativ god smak og lukt (Meller and Heyerdahl 1895, Olsen 2017). 1 dag er tran
produksjonen i stadig utvikling og hvor produksjonen preges av strenge kvalitetskrav til bade
leverréstoffet og valg av produksjonsmetode. Vanligvis utvinnes oljen etter Mdllers metode
med skdnsom dampkoking med visse modifikasjoner (se flytskjema i Figur 4), men
produksjonen kan variere fra produsent til produsent. Likt for alle er fokuset pa & holde lav
temperatur gjennom produksjon og lagring for 4 unngd igangsettingen av forringelsesprosesser,

(Olsen 2017). Dette vil bli naermere presentert senere.

RASTOFF

Eker

Presskake

Dekanter Grakse
(slamsentrifuge) (grums)

Separator '——— Pressvann

Limvannskonsentrat

Terke

OLJE MEL

Figur 4 Forenklet flytskjema som viser produksjonen av fiskemel og fiskeolje. Hentet fra Lynum (2005).

1.2.5.1 Vesterilen Marine Olje

Vesterdlen Marine Olje (VMO) er en kommersiell akter som produserer tran fra hvitfisk.
Bedriften har siden 2005 produsert tranolje fra sine lokaler pd Myre i @ksnes kommune.
Produksjonen bestdr av 11 faste ansatte som i 2022 produserte omtrent 1800 tonn tran. I 2022
ble VMO kjopt opp av Orkla ASA og del av Orkla Health. Som bedrift brenner VMO for et
godt rastoff, et baerekraftig hav og levende kystsamfunn og ensker 4 ta vare pa hele ristoffet a

bygge kompetanse for fremtiden (Vesteradlen Marine Olje U.4. )
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1.2.1 Lipidkvalitet i tran

Ved matvareproduksjon er det ofte vanlig & snakke om produkter av god og dérlig kvalitet, men
hva er egentlig kvalitet? Kvalitet som begrep kan vere vanskelig & definere pa en enkel méte,
men Lynum og Rustad (1997) definerte begrepet blant annet som: «den sum av egenskaper og
kjennetegn et produkt har som vedrorer dets evne til d tilfredsstille fastsatte krav eller behov...»
(Lynum and Rustad 1997). I denne oppgaven vil jeg knytte begrepet kvalitet opp mot

lipidkvalitet og faktorer som kan pavirke trans fettprofil og helsefremmende egenskaper.

Hvilken kvalitet tran innehar etter endt produksjon er avhenger i stor grad av
produksjonsprosess og rastoffkvaliteten pa lever som blir brukt (Lynum 2005). I forskriften
om kvalitet pa fisk og fiskevarer star det forklart i §12 at framstilling av tran bare kan veare av
lever fra torsk, hyse og sei, eller en blanding av de tre. Lever som har gétt i opplesning skal
ikke brukes til fremstilling av tran. Fisk som blir betegnet som selvded, harsk, syk eller lignende
skal ikke gi til humant konsum (§14). Formalet med forskriften er & fremme god kvalitet pa
fisk og andre fiskevarer, og bidra til markedsadgang for norsk sjemat i utlandet (Forskrift om
kvalitet pé fisk og fiskevarer 2013). Med a slike forskrifter vil man oppleve en sterre kontroll
pa réstoffets som gar inn i produksjonen og gir et godt utgangspunkt for god kvalitets tran
(Lynum 2005). For ferdigraffinerte oljer finnes det forskjellige standarder som forteller om hva
oljene skal inneholde av blant annet fettsyrer. Ifolge European Pharmacopoeia 9.0 (2018) skal
raffinert tran fra oppdrettstorsk inneholde en samlet andel av EPA+DHA pa 10-28 %.
Oppdrettsfisken som gar inn i den kommersielle tran produksjonen skal bare ha fatt for med
komponenter som er i trd med gjeldende regelverk og reguleringen innad i den Europeiske
union (EU). For ferdigraffinert tran fra konvensjonell produksjon (villtorsk) ligger standarden
pa lavest grenseverdi for EPA pa 7 % og evrige pd 16 %. For DHA ligger den laveste

grenseverdien pé 6 % og evrige grense pa 18 % (European Pharmacopoeia 2018).

Fiskeoljer er mer sarbar for oksidativ nedbryting sammenlignet med vegetabilsk eller annet
animalsk fett. Arsaken for dette er fiskens hoye andel LC-PUFA n-3 i fettvevet som er mer
sarbar og enklere 4 edelegge (Turner, McLean et al. 2006). Oksidativ nedbryting er et kritisk
produksjonspunkt og har stor betydning for eventuell kvalitetsforringelse. Hos fiskelipider er
det to reaksjoner som er av serlig betydning i denne sammenheng: oksidasjon og hydrolyse.

Reaksjonene er et resultat av ulike sekundare stoffer som reagerer med hverandre og skaper
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produkter som kan virke ubehagelig i form av ekkel smak og lukt (harsk) (Huss, Boerresen et

al. 1998).

Lipidoksidasjon er en reaksjon som kan vare katalysert av mikrobielle prosesser, enzymatiske-
prosesser og/eller ikke-enzymatiske prosesser (autooksidasjon). Sistnevnte er sarlig aktuell ved
produksjon av fisk og andre sjematprodukter grunnet fiskelipidenes hgye innhold av umettet
fett. Her odelegges dobbeltbindingene av den katalyserte autoksidasjonen og starter dannelsen
av hydrogenperoksider (Lynum and Rustad 1997). Den tradisjonelle forklaringen av
oksidasjonsprosessen er at primarproduktene i fettet brytes ned til hydroperoksider og danner
sekundaere harskningsprodukter som blant annet aldehyder, ketoner, organiske syrer og andre
hydrokarboner (Pike and O’Keefe 2017). Ved oppkuttingen av de lange fettsyrekjedene til
mindre molekyler, som lett kan angripes av mikroorganismer, forer til at det harske fettet er
lettere utsatt for bakterievekst som er med & forringe produktets kvalitet ytterligere (Lynum and

Rustad 1997).

Oksidasjon av fett og oljer som tran pavirkes hovedsakelig av en energitilforsel som starter og
katalyserer prosessen. Dette kan vare energi i form av lys, varme, sammensetning av fettsyrer,
oksygen og mindre forbindelser som: metaller, pigmenter, PL, frie fettsyrer (FFA), MAG og
DAG, termisk oksiderte forbindelser og antioksidanter. Historisksett har det blitt gjort gode
tiltak for & forbedre den oksidative stabiliteten til oljer gjennom systematisk observasjoner av
effekten av faktorer. Tiltak som kan tas til betraktning for & forebygge eller sinke
forringelsesprosessen kan vare & holde lav temperatur, utelukke lys, oksygen og fjerne metaller
og andre oksiderte forbindelser fra produktet. Det kan ogsa virke positivt & bruke passende
konsentrasjoner av antioksidanter for & sinke/forhindre en fortgang i oksidasjonen (Choe and
Min 2006). Oksidasjons prosessen bestar av flere steg, hvorav reaksjonen starter med en

initiering og propagering (se Figur 5).
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Figur 5 Oksidasjon av en umettet fettsyre vist med i de forste stegene i en oksidasjonsprosess, initiering og

propagering. Modifisert fra Olsen (2017).

I initieringsfasen reagerer et hydrogenatom i en umettet fettsyre med er radikal og danner et
fettsyreradikal. Fettsyreradikalet er en s@rlig reaktiv del og vil sammen med oksygen danne et
fettsyreperoksidradikal. Ved en reaksjon med en ny fettsyre vil fettsyreperoksidradikalet danne
et nytt fettsyreperoksid. P4 dette punktet er propageringen, steg to i oksidasjonsprosessen, et
faktum, og fettsyreperoksider vil starte & danne primere harskningsprodukter. Dette er ikke
harskningsprodukter som oppleves med en ubehagelig lukt eller smak, men vil vare ustabile
og lett kunne brytes ned til nye fettsyreradikaler og fettsyrehydroksyradikaler. Disse
fettsyreradikalene kan fragmenteres til mindre molekyler som: alkohol, aldehyder og ketoner,
og vil fungere som sekundere harskningsprodukter. Dette er produkter som gir den
harskepregede vonde smaken og lukt. Mengden fettsyreperoksider og oksidasjonsprodukter vil
oke eksponentielt helt frem de starter a reagere med seg selv og gér inn 1 oksidasjonens sluttfase:

termineringsfasen (Olsen 2017).

Oksidasjonsprosessen vil ikke bare kunne gjore tranen harsk, men ogsa edelegge de essensielle
fettsyrene EPA+DHA & produsere giftige forbindelser. Oksidasjon av tranen er derfor en svart
viktig faktor & holde i sjakk eller sinke s& mye som mulig grunnet dens ernaringsmessige
kvalitet og eventuell toksisitet (Choe and Min 2006). Heldigvis vil mat med en hey
harskhetsgrad som kan virke skadelig vaere av en sd ubehagelig smak og lukt at det blir
vanskelig a frivillig konsumere produktet (Olsen 2017). Kosttilskudd i kapselform kan dog

vare problematisk i denne sammenheng. Siden tran-kapsler skal svelges hele, kan produktet
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inneholde for heye nivder av harskningsprodukter uten at konsumenten nedvendigvis
registrerer dette. Slike harskningsprodukter kan forringe kosttilskuddet & edelegge tilskuddets
helsefremmende effekt og i verste fall gjore konsumenten syk (Turner, McLean et al. 2006).

Hydrolyse av fett forer til at esterbindingene som binder fettsyrene til glyserol brytes og danner
FFA. Dette er mest gjeldende for naringsmidler som inneholder kortkjedede og flyktige
fettsyrer, og er ikke like problematisk hos sjemat. Frie fettsyrer oppstar dog i betydelige
mengder ved lagring av diverse neringsmidler hvor enzymer eller andre mikroorganismer
danner FFA fra TAG og andre membranlipider i den naturlige nedbrytningsprosessen post
mortem (Olsen 2017). Dette er et storre problem blant uslayet fisk som folge av eksponering
for naturlige fordeyelsesenzymer eller lignende. Her skjer det en spalting av TAG i depotfettet
av enzymet triglyseridlipase som opprinnelig stammer fra fiskens fordeyelseskanal eller ved
utskilling fra mikroorganismer i innvollene. Denne enzymkatalyserte dannelsen av FFA er
temperaturavhengig og okt temperatur gir okt mengde FFA (se Figur 6) (Huss, Boerresen et al.
1998). For at tran kan selges og anvendes som kosttilskudd ma produktet renses.
Raffineringsprosessen har som hensikt & fjerne eventuelle kvalitetsforringende produkter, men
kan ogsé redusere innholdet av de gode helsefremmende FA (EPA+DHA). Naringsmidlet vil
da blant annet kunne oppleve & miste noe av dens antiinflammatoriske effekt mm. (Larsen,

Stormo et al. 2010).

30

25 |-

1S

X FFA

10

Days

Figur 6 Dannelse av frie fettsyrer hos lagret sild ved ulike temperaturer Hentet fra: Huss, Boerresen et al. (1998).
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2 Materiale og metode

2.1 Materiale

Réstoffet brukt denne oppgaven var lever og ratran fra arten atlantisk torsk (Gadus morhua).
Undersekt lever fra oppdrettstorsk kom fra to ulike leveranderer, Vesterdlen Havbruk AS
(VHP) (n=5) og Nofima (n=6). Lever fra villskrei ble hentet av VMO pé& Myre fiskemottak
(n=5). Ulike batcher ratran produsert av VMO og en batch industrielt oppdrettsfor for torsk

(ukjent produsent) ble ogsa undersokt.

2.1.1 Leverprever

2.1.1.1 Nofima

Oppdrettstorsken fra Nofima var en del av Nofimas avlsprogram ved deres sjoanlegg for torsk
pa Ringvasseya utenfor Tromse. Fisken var sdkalt «B-fisk» som av ulike grunner ble sortert ut
av avls-arbeidet. Torsken ble slaktet 10. oktober 2022, mélt og veid for leveren ble tatt ut og
veid (se Tabell 1). Leveren ble lagt pé is og transportert til Norges Fiskerihogskole, Tromse for
den ble homogenisert og fordelt i merkede preveposer. Provene ble lagret ved -20°C frem til

videre analyser

Tabell 1 Oversikt over rundvekt, levervekt og lengde pd fisken levert fra Nofima (n=6) som ble brukt i

undersokelsene

Fisk  Rundvekt (kg) Levervekt (g) Lengde (cm)

1 6,3 1178 -
2 4 708 72,5
3 6,5 851 75
4 5.4 926 77
5 4.8 751 72,5
6 6,6 980 78
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Den undersgkte torsken ble ikke blagget ved slakt og var ikke ferdig utbledd nar leveren ble
fjernet. Overfladig blod ble skylt bort med vann for homogenisering, men enkelte klumper med
koagulert blod ble med i preven (se Figur 7, lever b). Hos to individer ble det observert omrader

med gronn misfarging (se Figur 7, lever a merket omrade).

Figur 7 Lever fra Nofimas oppdrettstorsk. A: lever 4, B: lever 5.

2.1.1.2 Vesterialen Havbruk

Oppdrettstorsk fra Vesterdlen Havbruk AS ble slaktet 24. november 2022 etter endt
produksjonssyklus. Torsken ble blegget, veid rund og méilt fer leveren ble tatt ut og veid (se
Tabell 2) pa Vesterdlen Havbruks slakteri for torsk i Be kommune, Vesterdlen. Leveren ble lagt
pa is og lagret kjolig (rundt 4°C) frem til 25. november 2022 for videre transport til Tromse
med fly.
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Tabell 2 Oversikt over rundvekt (men blogget), levervekt og lengde pa fisken donert fra Vesterdlen Havbruk

(n=>5) som ble brukt i undersokelsene.

Fisk  Rundvekt (kg) Levervekt (g) Lengde (cm)

1 2,6 373 61
2 2,9 385 61
3 1,7 175 54
4 2,1 244 57
5 2,4 281 56

Ved fjerning av leveren var torsken ferdig utbledd og leveren hadde liten/ingen antydninger til
blod (se Figur 8, lever a), men overfladig veske ble skylt bort med vann fer homogenisering.
Levermaterialet ble fordelt i merkede preveposer og lagt til lagring pa -20°C samme dag. Hos
to individer ble det observert omrader med grenn misfarging (se Figur 8, lever b merket

omrade).

Figur 8 Lever fra oppdrettstorsk fra Vesterdlen Havbruk. A: lever 1, B: lever 4.
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2.1.1.3 Skrei lever

Lever fra villskrei ble anskaffet av Vesteradlen Marine olje, fisket i omradet utenfor Vesteralen,
og levert til Myre Fiskemottak i @ksnes kommune 11. mars, 2023. Torsken ble avlivet og
blogget ved fangst, og sleyd pa Myre Fiskemottak ved levering. Informasjon om rundvekten
og lengde til enkeltindividene den undersgkte leveren var fra var ikke mulig & innhente. Etter
at leveren ble hentet fra fiskemottaket ble leveren utsatt for to reisedegn (grunnet uver og
kansellert fly) lagret pad ukjent temperatur uten is rundt materialet for pakken ankom Tromse.
Levervekten ble notert for videre homogenisering og overfort til merkede praveposer for lagt

pa frys (-20°C) (se Tabell 3).

Tabell 3 Oversikt over levervekt til undersokt skei: antall og vekt (g) (n=5)

Lever Levervekt (g)
1 529,3
2 381,5
3 112,5
4 108,3
5 75,9

2.1.2 Tran fra Vesteridlen Marine Olje

To ulike batcher ratran utvinnet fra torskelever levert av Vesterdlen Marine Olje. De to batchene

ratran var:

Réolje batch A: Réolje produsert av oppdrettstorsk fra Vesteralen Havbruk
Réolje batch B: Raolje produsert av skrei fisket i tidsrommet mars 2023.

Ferdigprodusert ritran ble transportert via post i merke, merkede glassflasker. Ratranen
utvinnet fra VHP-lever ble produsert i uke 47, 2022 og ankom Tromse 30. november 2022.
Rétranen utvinnet av vill torskelever ble produsert i uke 8 og ankom Tromse 1. mars, 2023.

Flaskene ble lagret ved 4°C for og etter apning.
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2.1.3 Industrielt oppdrettsfor til torsk

En batch industrielt oppdrettsfor ble hentet fra Nofimas sjeanlegg for torsk 10. oktober 2022,
og var brukt forkilde til undersekt Nofima-torsk i ukjent periode for slakt. Ingen ytterligere
detaljer som produsent, resept, lipidinnhold og fettsyresammensetning til foret var tilgjengelig.

Foret ble overfort til merkede praveposer og lagret ved -20°C til videre analyser.

2.1.4 Kjemikalier

Kjemikaliene som ble brukt i undersekelser i forbindelse med denne masteroppgaven var alle
av pro analysis kvalitet. Heptan (99 %), diklormetan, isooktan (LC-klasse), etylacetat (LC-
klasse) var fra VWR Chemicals (Randor, PA, USA), natriumsulfat, kobbersulfat, pentahydrat
og orto-fosfosyre fra Sigma-Aldrich (St. Louis, Mo, USA), svovelsyre; HoSO4 (95-97 %) fra
Honeywell Fluka (Charlotte, NC, USA). Metanol (100,0 %) og natriumklorid var fra VWR
International S.A.S. (Rador, Pennsylvania, USA). Eddiksyre (99,8 %), kloroform (99,0-99,4
%) var produsert av Honeywell Fluka (Muskegon, MI, USA).

Fettsyrestandardene som ble brukt var GLC411 og GLC502 fra Nu-Check Prep, Inc., Elysian,
MN, USA. Fettklassestandardene brukt ved HPLC- og TLC-analyser var fra Larodan AB,
Solna, Sverige: Triacylglyserol (TAG; triolein), diacylglyserol (DAG; diolein),
monoacylglyserol (MAG; monoolein) og 18-5 A (PL, Kolesterol, TAG, voks-og
kolesterylester) fra Nu-Check Prep, Inc., Elysian, MN, USA, og heptadekansyre (C17:0) fra
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) ble brukt som fri fettsyre (FFA) og som internstandard
(IS) ved FAME.
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2.2 Metode

2.2.1 Bestemmelse av fettinnhold med etylacetatmetoden

Bestemmelse av provematerialets fettinnhold ble primert analysert med metoden for
lipidekstraksjon med bruk av etylacetat som forklart av Norsk Standard (1994) med
modifikasjoner (etylacetatmetode I). Analysen ble gjennomfert i tre paralleller av hver prove

to ganger: en med og en uten tilsatt internstandard.

Tilnermet 2 g fryst homogenisert torskelever ble veid i merkede 50 ml sentrifugerer. I
sentrifugererene ble 4 g natriumsulfat (Na>SOj) tilsatt og blandet godt inn i leverproven. Videre
ble 20 ml etylacetat og IS (C17:0 lest i etylacetat til en konsentrasjon pa 10 mg/ml) tilsatt roret
for provene ble satt i en Multi Reax ristemaskin (Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, Tyskland) i avtrekkskap i 60 minutter. Provene ble sd sentrifugert i en Heraeus
Multifuge sentrifugemaskin 1 S R (Thermo Scientific, Osterode, Tyskland) pa 10 000 x g ved
20°C i 10 minutter. Av provelesningen ble 3 ml pipettert videre i forhandsveide 4 ml glassror
med kork. Prevene ble til slutt dampet torr under nitrogengass (N2-gass) (Linde Gas AS, Oslo,
Norge) i en Sample Concentrator SBHCONC/1 nitrogeninndampemaskin (Stuart Scientific,
Staffordshire, England) til terrhet. Glassrorene ble veid pd nytt og prevens fettinnhold (gram
per. 100 gram) ble beregnet etter formel 1:

Formel 1

Glassrgr med innhold — Glassrgr uten innhold * (23—0)
% Fett = - * 100
Innveid mengde prgve

Tilsvarende metode ble brukt med ulike mengder provemateriale: Etylacetatmetode II (4 g
lever, 8 g natriumsulfat, 20 ml etylacetat) og etylacetatmetode III (1 g lever, 2 g Na>SO og 20
ml etylacetat (etylacetatmetode III). Sett bort fra nevnte modifikasjoner ble metoden fulgt likt
som beskrevet. Ved lipidekstraksjon av industrielt oppdrettsfor til torsk ble etylacetatmetode

II anvendt.

Inndampede prover ble veid og lagt pa frys (-20 °C), for videre bruk til blant annet metylering,

tynnsjikt- og heypresisjonsvaskekromatografi.
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2.2.2 Bestemmelse av fettinnhold med Folchs-metode

Bestemmelse av levermaterialets fettinnhold ble forsekt analysert med metoden for
lipidekstraksjon av Folchs et. al (1957) med modifikasjoner. Analysen ble gjennomfort i tre
paralleller pad Nofima-lever 1. Tilnermet 1 g fryst homogenisert torskelever ble veid og overfort
i merkede 15 ml sentrifugerer. I sentrifugererene ble 19 ml Diklormetan/metanol
(DCM:MeOH) og 1 ml IS lest ut i DCM:MeOH til en konsentrasjon pd 10 mg/ml tilsatt.
Provene sto sé til risting i en Multi Reax ristemaskin (Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, Tyskland) i1 avtrekkskap i ca. 30 minutter, for provelesningen ble filtrert gjennom
et folderpapir over i nye sentrifugerer. Videre ble 4 ml 0,9 % NaCl tilsatt i sentrifugererene og
blandet godt for lesningen ble sentrifugert i en Heraeus Multifuge sentrifugemaskin 1 S R
(Thermo Scientific, Osterode, Tyskland) pa 2000 x g ved 20°C i 10 minutter. Den overste fasen
(bestaende av vann og mentol) ble fjernet, og diklormetan/lipidfasen ble pipettert over i
forhandsveide glassror og dampet torr under Na-gass (Linde Gas AS, Oslo, Norge) i en Sample
Concentrator SBHCONC/1 nitrogeninndampemaskin (Stuart Scientific, Staffordshire,
England). Glassrerene ble veid pd nytt og prevenes fettinnhold (gram per. 100 gram) ble

beregnet etter formel 2:

Formel 2

Glassrgr med innhold — Glassrgr uten innhold

Fett % = ( ) * 100

Innveid mengde prgve

Bestemmelsen av levermaterialets fettinnhold ble ogsd forsekt analysert med Folchs-metode
(1957) med modifikasjonen: dobbel sentrifugering. Tilnermet 0,5 g fryst homogenisert
torskelever ble veid og overfort i merkede 15 ml sentrifugerer. I sentrifugererene ble 8,25 ml
DCM:MeOH og 1,75 ml IS lest ut i DCM:MeOH til en konsentrasjon pa [10 mg/ml] tilsatt.
Prevene ble sa ristet i en Multi Reax ristemaskin (Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, Tyskland) i avtrekkskap i ca. 25 minutter. Losningen ble sa sentrifugert i en
Heraeus Multifuge sentrifugemaskin 1 S_R (Thermo Scientific, Osterode, Tyskland) pa 15 000
x g (rcf) ved 20°C 1 10 minutter, for vaeskefasen ble helt over i nye 15 ml sentrifugerer. Videre
ble 2,5 ml 0,9 % NaCl tilsatt lesningen og blandet godt. Provene ble igjen sentrifugert, denne
gang pa 4500 x g ved 20°C i 10 minutter. Den everste vann/metanol-fasen ble fjernet for

diklormetan/lipid-fasen ble overfort til forhandsveide glassror og dampet torr under N»-gass
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(Linde Gas AS, Oslo, Norge) i en Sample Concentrator SBHCONC/1 nitrogeninndampemaskin
(Stuart Scientific, Staffordshire, England). Glassrerene ble veid pd nytt og prevenes fettinnhold
(gram per. 100 gram) ble beregnet etter formel 2.

2.2.3 Metylering og analyse av fettsyresammensetning

Metyleringen ble utfort etter metoden utviklet av Christie (1989) for gasskromotografisk
kvantifisering av fettsyremetylestere (FAME), med modifikasjoner. Ekstrahert fett og ritran
ble lost ut i etylacetat til en konsentrasjon pad 10 mg/ml. Av denne lgsningen ble 100 ul prove
ble overfort i glassror (Duran) sammen med 0,9 ml diklormetan og 2 ml 2 % H>SO4 i metanol.
Rarene ble overfort til en Drybath Stdrd varmeblokk (Thermo Scientific Osterorde, Tyskland)
1 60 minutter pa ca. 100°C 1 avtrekkskap. Videre ble 3,5 ml heptan og 3,5 ml 5 % NacCl tilsatt
for rarene ble blandet godt. Den gverste fasen med lipider og heptan ble pipettert over i nye 8
ml glassror for de dampet torr under N»-gass (Linde Gas AS, Oslo, Norge) i en Sample
Concentrator SBHCONC/1 nitrogeninndampemaskin (Stuart Scientific, Staffordshire,
England). Avslutningsvis ble de terre prevene lost ut i 100 pl heptan og overfort i analyserer
for videre analyse i en gasskromatograf (GC). Gasskromatografen brukt i denne oppgaven var
en Aligent 6890N gasskromotograf, Aligent Technologies, Santa Clara, CA, USA, med en
7683B autoinjektor og flammeionisasjonsdetektor (FID), og helium ble brukt som baregass.
Fettsyrene ble identifiseres etter fettsyrens ulike og unike retensjonstid gjennom en Varian
CP7419 kapillerkolonne (50 m x 250 pm x 0,25 nominal) pd en temperatur pa 240°C ved
injektoren og 250°C ved detektoren. Retensjonstiden ble deretter sammenlignet med kjente
standarder for identifisering av fettsyrer. Andelen enkelte fettsyrer ble bestemt som arealprosent

(Formel 3) og mengde mg fettsyre per gram prove (Formel 4).

Formel 3

Arealet til den enkelte fettsyren i kromatogrammet

S tni %) =
ammensetning (%) Totale arealet av alle fettsyretoppene

Formel 4

Areal topp FA " Tilsatt IS
Areal topp IS Vekt prgve

Mengde fettsyre (mg) per g prove = ( ) * 1000 mg
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2.2.4 Bestemmelse av fettklasser

2.2.4.1 Tynnsjiktkromotografi (TLC)

Tynnsjiktkromatografi (TLC) er kvalitativ kromatisk metode som brukes for & separere ulike
fettklasser i en preve. Ekstrahert fett fra lever og ratran ble lost ut i etylacetat til en
konsentrasjon pd [25 mg/ml]. Hey-ytelses tynnsjiktsplater (HP-TLC) (Silica fel 60, Merck,
Darmstadt, Tyskland) ble markert ca. 1 cm fra bunnen for & vise frem til hvor prevene og kjente
standarder skulle avsettes. 2 pl fra hver prove ble avsatt pa platen med kapillarrer, for platen
videre ble plassert oppreist i et elueringskar fylt med 10 ml elueringsvaeske bestdende av
heptan:dietyleter:eddiksyre (70:30:1). Elueringsvaesken fikk trekke inn i platen til vaesken var
synlig opp til platens siste centimeter fra toppen. Videre ble platen tatt ut av karet, lufttorket for
den ble sprayet med en kobberlgsning (10 % kobbersulfat og 8 % fosforsyre i dH,0). Etterfulgt
av 10 min luftterking ble platen satt i varmeskap (Termaks, Labolytics AS, Trondheim, Norge)
pa ca. 60°C for satt opp til 180°C.

2.2.4.2 Heyoppleselig veskekromatografi (HPLC)

Hoyoppleselig vaeskekromatografi (HPLC) er en kvantitativ kromatisk metode som brukes
for fettklasse separasjon og klassifisering. Fettklasser i fett ekstrahert fra torskelever ble

analysert etter en metode basert pa Abreu et al. (2017).

Fett ekstrahert fra torskelever ble fortynnet med mobilfase A (isooktan/etylacetat;
99.8:0.2)/kloroform (4:1, v/v) til konsentrasjonene [0,4 mg/ml] og [20 mg/ml] i 1,5 ml proverer.
Provene ble analysert ble utfort med en Waters 2795 separasjonsmodul ved bruk av en
Supelcocil LC-SI (25 cm x 4,6 mm) kolonne (Supelco HPLC produkter, Bellefonte, PA, USA)
ved en arbeidstemperatur pd 40°C og 40 ml injeksjonsvolum. Lipidene ble kvantifisert ved a
bruke en Waters 2424 ELS-detektor med folgende innstillinger: forsterkning 100, nebulizer 30
%, oppvarmingseffektniva, driftrer 45°C og trykk pa 40 PSI (Dalheim 2021). Kjoretiden for

provene var 41 minutter og HPLC ens gradientprofil presenteres i Tabell 4.
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Tabell 4 Gradientprofil for HPLC-programmet. Mobilfase A = isooktan/etylacetat (99,8:0,2, v/v), mobilfase B =
aceton/etylacetat (2:1) 0,15 % eddiksyre og mobilfase C = isopropanol/H20 (85:15).

Tid (min) Mobilfase A [Mobilfase B [Mobilfase C  [Flow
(%) (%) (%) (ml/min)

0,0 100 0 0 s

1,5 100 0 0 s

1,6 97 3 0 3

o0 > 6 0 1.5

8,0 50 50 0 T

i 0 39 15 1,5

14,0 43 30 7 s

14,1 43 30 = x

18,0 40 0 50 s

23,0 40 0 50 s

2400 100 0 3

250 0 100 0 X

2700 100 0 X

27,1 100 0 5 7

36,0 100 0 5 7

36,1 100 0 5 X

2.2.5 Bestemmelse av oppdrettstorskens hepatosomatisk indeks

Undersekt oppdrettstorsk leverindeks (hepatosomatisk indeks; HSI %) ble regnet ut ved bruk

av Formel 5.

Formel 5

Levervekt (g)

% =
HST% Rund vekt (g) i

100
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2.2.6 Kommersiell produksjon av riatran

For kommersiell produksjon av ritran finnes det en rekke ulike produksjonsmetoder. Ratranen
undersekt i forbindelse med dette arbeidet ble produsert i henhold til metoden utviklet av VMO
med isoelektrisk utfelling. I denne metoden bruker man syre til fordel for varme for & skille ut
proteinene og fett fra torskelever. Dette er en svart effektiv metode som bdde reduserer

energikostnader og fir en bedre rastoffutnyttelse (Olsen 2023).

Produksjonen (som vist ved Figur 9) starter med tilfersel av leverrdstoff i en felles inntaks-
binge. Leveren gar videre inn i en kvern og blir utsatt for en mekanisk rensking og renset for
uonskede partikler storre enn 5 mm. Néar leveren er kvernet gar massen videre inn i en
prosesstanke og tilsatt maursyre under omrering. Her skjer en utfelling av protein og fett ved &
senke pH-verdien ned til det isoelektriske punktet, og massen blir mer flytende og far en ny
farge. Massen blir sa varmet opp til en temperatur mellom 35-42°C, for den videre far inn i en
sand og steinfelle hvor resterende partikler mindre enn 5 mm blir filtrert ut. Videre gir massen
igjennom en separator hvor olje, graske og andre faste stoffer blir separert fra levermassen.
Oljen gér videre til oppvarming hvor temperaturen gker til 90°C, poleres og filtreres en siste
gang for fjerning av eventuelle vann og proteinrester. Avslutningsvis terkes oljen for eventuelle

vanndamprester fra produksjon og avkjelt. Den ferdige ratranen lagres pa tank med kontinuerlig

tilforsel av nitrogen for trengsel av oksygen i avvente av videre shipping.

Tilsette maursyre

Inntapping av -
-> rastoff i —> | Rensemaskin/kvern omroring
) ) prosesstanker
inntaktsbinge
Oppvarming (90 Oppvarming
grader) < Separator (35-42 grader)
) . . . Kjeling (>30 Lagre pa tank
Polleringavolie | —> Terking av olje grader) for shipping
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2.2.7 Labskala produksjon av ratran fra torskelever

30 g fryst homogenisert lever ble tint og overfort til merkede 50 ml sentrifugerer (Falconrer).
Rorene ble «kokt» i vannbad rundt 90°C i totalt 15 minutter. Hvert femte minutt ble rerene tatt
opp og ristet godt. Rerene ble deretter sentrifugert i en Heraeus Multifuge sentrifugemaskin 1
S_R (Thermo Scientific, Osterode, Tyskland) pa 15 000 xg i 15 minutter. Oljeinnholdet i rerene
ble pipettert ut, filtrert ved behov, og avslutningsvis overfert i nye forhdndsveide ror. Denne
ratranen ble brukt som et sammenligningsgrunnlag for ratranen produsert av VMO produsert
ved isoelektrisk utfelling mtp. fettsyreprofil og fettklassesammensetning, og opp mot

sammensetningen i undersegkt rd levermateriale.
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3 Resultater

3.1 Fettinnhold i torskelever

Fettinnholdet (ekstrahert med etylacetatmetoden) var heyere i lever fra oppdrettstorsk
sammenlignet med vill skrei. Resultatene viste at det gjennomsnittlige fettinnhold pa
oppdrettstorsk fra Nofima var 72,6+1,2 g fett/100 g lever, 68,9+2,9 g fett /100 g lever fra VHP-
oppdrettstorsk og 56,6+4,8 g fett/100 g lever fra skrei (se Figur 10).

80

70
60 - '[
50 ~

40 -

Gram fett per 100 gram torskelever

Nofima-lever (n=6) VHP-lever (n=5) Skrei-lever (n=5)

Figur 10 Gjennomsnittlig fettinnhold (g/100 g lever) i lever fra oppdrettstorsk fra to ulike leverandorer: Nofima
(n=6) og VHP (n=35), og skrei (n=>5). Resultatene viser et giennomsnittlig fettinnhold pd 72,6+1,2 g/100 g lever
(N), 68,9+£2,9 ¢/100g (VHP) og 56,6+4,8 g/100 g lever (skrei)
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3.2 Sammenligning av metoder for fettekstraksjon

Ved utpreving av hvilken metode for fettekstraksjon som skulle brukes gjennom oppgaven ble
ulike metoder forsgkt pa prevemateriale fra Nofima-lever 1. Her ble metoden for etylacetat I,

I1, III, Folchs og «dobbel»-Folchs utfort (se Tabell 5).

Etylacetatmetode II viste & vaere metoden for lipidekstraksjon som ekstraherte ut mest fett fra
torskeleveren med lavest standardavvik (75,6+0,6 gram fett/100 gram lever) sammenlignet med
etylacetatmetode I (64,8+0,7 gram fett/100 gram lever), etylacetatmetode III (74,5+1,3 gram
fett/100 gram lever), Folchs (72,6+1,5 fett/100 gram lever) og dobbel-ekstraksjon med Folchs
(69,7£3,8 gram fett/100 gram lever)

Tabell 5 Sammenligning av ekstraksjonmetode, ekstraksjons med etylacetat og Folchs-metode med ulike

modifikasjoner gjennomfort pad lever fra Nofima-torsk 1,

Ekstraksjonsmetode Fettinnhold (gram
fett/100 gram lever
Etylacetat I (2 g lever, 4 g Na;SO4, 20 ml losemiddel) 75,6+0,6
Etylacetat II (4 g lever, 8 g NaxSO4, 20 ml losemiddel) 64,8+0,7
Etylacetat III (1 g lever, 2 g Na;SOs, 20 ml losemiddel) 74,5+1,3
Folchs 72,6£1,5
Folchs med dobbel sentrifugering 69,7+3,8
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3.3 Bestemmelse av undersokt oppdrettstorsks hepatosomatiske

indeks

Det var en god del variasjon i sterrelse blant undersekt oppdrettstorsk. Torsken produsert av
Nofima (n=6) hadde en gjennomsnittlig rundvekt pa 5,6 kg og levervekt pa 899 g. Torsken
levert av VHP (n=5) hadde en gjennomsnittlig rundvekt pé 2,4 kg og levervekt pa 292 g. Dette
ga en gjennomsnittlig HS1% pa 16,1 % og 12,3 % (se Tabell 6 og Figur 11):

Tabell 6 Oppdrettstorskens (Nofima og VHP) rundvekt (kg), levervekt (g) og HSI%

Nofima (n=6) VHP (n=5)

Fisk ~ Rundvekt (kg) Levervekt(g) HSI% | Rundvekt (kg) Levervekt(g) HSI%
1 6,3 1178 18,7 2,6 373 14,4
2 4 708 17,7 2,9 385 13,3
3 6,5 851 13,1 1,7 175 10,3
4 5,4 926 17,2 2,1 244 11,6
5 4.8 751 15,6 2,4 281 11,7
6 6,6 980 14,9 - - -
Gj.sn. 5,6 899 16,1 2,3 292 12,3

—_ —_ —_
\] S (=)}
1 1 1

Hepatosomatisk indeks (%)
=

Nofima (n=6) VHP (n=5)

Figur 11 Sammenligning av gjennomsnittlig hepatosomatisk indeks for oppdrettstorsk fra Nofima (n=6) og fra
VHP (n=5)
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3.4 Fettsyresammensetning i torskelever

Resultater fra analysene av torskeleverens fettsyresammensetning er presentert i Tabell 7.
Nofima-lever inneholdt 27,14 % n-3 LC-PUFA, hvorav andelen EPA og DHA var henholdsvis
6,6 % og 10,1 %. Dette var relativt likt i VHP-lever hvor andelen n-3 LC-PUFA var 16,6 %,
hvorav andelen EPA og DHA utgjorde 7,1 % og 8,5 %. I lever av vill skrei utgjorde andelen n-
3 LC-PUFA 24,6 %, hvor andelen EPA og DHA utgjorde 9,8 og 13,4 %. Oljesyre (oleinsyre)
C18:1 n-9 var den dominerende fettsyren i lever fra alle torsketypene, altséd bade fra Nofima,
VHP og vill torsk (23,4 %; 27,9 % og 15,5 %), og MUFA utgjer sterst andel i alle gruppene
(48,7 %; 47,5% og 50,4 %). Den heye andelen MUFA 1 skreilever skyldes delvis at innholdet
av C16:1 n-7 og C20:1 n-9 var relativt mye hayere (8,9 % og 11,5 %) enn lever fra N- (4,8 %
og 7,4 %) og VHP-lever (4,6 % og 4,9 %). Forholdet mellom n-6 og n-3 var 0,3 i N-lever, 0,4
i VHP-lever og bare 0,1 % 1 skreilever. Den heyere andelen n-6 PUFA 1 oppdrettstorsken
skyldes at disse hadde noe heyere andel LA (C18:2 n-6) (5,5 % [N] og 8,4 % [VHP])

sammenlignet med skreilever (2,0%).

Tabell 8 viser en sammenligning av beregnet mengde fettsyrer i de ulike torskeleverne (mg
fettsyre per gram prove). Nofima-leveren inneholdt 96,4 mg n-3 LC-PUFA per gram lever,
hvorav EPA og DHA utgjorde 35,9 og 55,1 mg. I VHP-lever var det 98,3 mg n-3 LC-PUFA
per gram lever, og EPA og DHA utgjorde 41,9 og 50,4 mg. I lever av skrei var det 116,6 mg n-
3 LC-PUFA per gram prove, hvorav mengden EPA og DHA utgjorde 46,4 og 63,9 mg.
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Tabell 7: Sammenligning av fettsyresammensetning (%) i lever fra oppdrettstorsk fra to ulike leverandorer:
Nofima (n=6) og Vesterdlen Havbruk (n=>5), samt vill skre (n=>5). Verdier for hver prove er gjennomsnittet av en

lever (n) med tre paralleller. ND = not detected.

Oppdrett (N) Oppdrett (VHP) Vill Skrei

Fettsyrer Sammensetning Sammensetning Sammensetning
(“o) (n=6) (%) (n=5) (“o) (n=5)
C14:0 3,1+£0,5 2,5 +0,1 3,6 £0,2
C16:0 15,5+2,4 13,4 £0,5 10,7 +0,3
C18:0 5,5+0,9 6,2 +0,9 2,6 £0,4
2 SFA 24,1+3,6 22,02+0,6 16,8+0,8
C16:1 n-7 4,8 £0,3 4,6 0,3 89+1,4
C18:1 n-12 2+0.4 1,1 +0,1 2,1 +0
C18:1 n-9 23,4 +0,5 279+1,6 15,4 +0,2
C18:1 n-7 4,4 +0,2 4,8 £0,2 5,4+0,3
C20:1 n-9 7,4 +0,3 4,9 +0,4 11,5+1,3
C22:1 n-11 6,2 0,4 3,8 +0,5 6,7 1
C22:1 n-9 0,5 +0,1 0,3 £0,1 0,6 0,1
2 MUFA 48,7+1,1 47,52+1,2 50,4+2,1
C18:2 n-6 5,5+0,4 8,4 +0,4 2,01 +0,1
C18:3 n-3 1,6 £0,2 2,7 0,2 1,1 +£0,1
C18:4 n-3 24 +1,1 2,8 £0,2 4,2 +0,8
C20:5 n-3 6,6 0,6 7,1 £0,1 9,8 +£0,3
C22:5n-3 1+0,1 1 +0,04 1,3 0,1
C22:6 n-3 10,1 £0,9 8,5+0,3 13,4 +0,7
2 PUFA 27,1£2,9 30,47+0,9 31,8+0,9
2 LC-PUFA n-3 17,7+1,5 16,55+0,4 24,5+0,9
Udefinert ND ND 1,4+0
n-6/n-3 0,3 0,4 0,1
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Tabell 8: Sammenligning av fettsyresammensetning (mg fettsyre per gram prove) i lever Nofima og Vesterdlen

Havbruk, samt vill skrei. Verdier for hver prove er gjennomsnittet av tre paralleller. ND = ikke pavist.

Oppdrett (N) Oppdrett (VHP) Vill Skrei

Fettsyrer Sammensetning Sammensetning Sammensetning
mg/gram mg/gram mg/gram

C14:0 16,5+1,3 14,8+1,2 18,4+1,1
C16:0 82,4+4,8 79,4+4,8 53,144,1
C18:0 28,9+3,9 36,6+5,03 12,4422
2 SFA 127,8+6,9 130,9+6,5 83,8+4,9
C16:1 n-7 26,3+4.9 27,6+2,1 39,9+14,6
C18:1 n-12 10,7+1,9 7,1+£0,3 10,02+0,8
C18:1 n-9 126,8+19,3 165,4+8,4 72,1£9,7
C18:1 n-7 23,6+3,9 28,5+0,9 23,3+7,8
C20:1 n-9 40,3+6,6 28,9429 54,9+11,8
C22:1 n-11 33,4+£5,1 22,5+3.4 37,4£10,5
C22:1 n-9 2,7+0,6 2,024+0,4 3,02+0,5
2 MUFA 263,8+40,2 281,949,9 240,7+433,5
C18:2 n-6 29,7+5,7 50,2+3,7 9,4+1,6
C18:3 n-3 8,94+2,1 15,9+1,4 5,2+0,5
C18:4 n-3 13,7+7,4 16,6+1,3 19,9+3,9
C20:5 n-3 35,9+7,7 41,9+1,9 46,4+7,01
C22:5n-3 5,4+1,2 5,9+0,2 6,2+0,9
C22:6 n-3 55,1£11,6 50,4+2,3 63,9+7,4
2 PUFA 148,7+35,1 181,1+10,3 150,9+16,5
2 LC-PUFA n-3 96,4+20,5 98,3+4,4 116,6+15,1
Udefinert ND ND 6,5
n-6/n-3 0,3 0,4 0,1
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3.5 Fettsyresammensetning i ratran produsert av VMO

Fettsyrefordelingen i kommersielt produsert ratran av oppdrettstorsk og vill torskefisk
(konvensjonell produksjon) produsert av VMO ble analysert for & se om det var noen uttalte
forskjeller mellom de ulike produksjonene (se Tabell 9). Den produserte ritranen av
oppdrettstorsk inneholdt 15,7 % n-3 LC-PUFA, hvor EPA og DHA utgjorde 6,7 og 7,9 %. Dette
var en god del lavere enn nivéene i den industrielt produserte ritrana fra skrei som inneholdt
22,8 % n-3 LC-PUFA. Av dette utgjorde henholdsvis 9,2 og 12,3 % EPA og DHA. Forholdet
mellom n-6 og n-3 var likt med nivaene i lever (0,3 i oppdrettstorsken og 0,1 1 skreien). Ett
gram ratran av oppdrettstorsk innehold 132 mg n-3 LC-PUFA (se Tabell 10), og 56 mg EPA
og 66 mg DHA per gram prove. Ellers inneholdt ratranpreven 174 mg SFA, 347 mg MUFA og
284 mg PUFA per gram prove. | ratranen fra vill torskefisk var det 199 mg n-3 LC-PUFA per
gram prove, hvorav EPA og DHA utgjorde 80 og 261 mg. Ellers inneholdt ratranpreven av vill
torsk162 mg SFA, 450 mg MUFA og 261 mg PUFA.
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Tabell 9 Sammenligning av fettsyresammensetning (%) i tran produsert av Vesterdalen Marine Olje, tran fra
oppdrettstorsk (VHP) og vill torskefisk. Verdier for hver prove er gjennomsnittet av tre paralleller av n=1 flaske

rdolje fra hver gruppe. ND = ikke pdvist.

Oppdrett (VHP) Konvensjonell (Torskefisk)
Fettsyrer Sammensetning (%) Sammensetning (%)
C14:0 2,4+0,1 3,5+0,1
C16:0 12,6+0,4 11,8+0,1
C18:0 5,7+0,2 3,2+0,03
2 SFA 20,7+0,8 18,6+0,2
C16:1 n-7 4,5+0,03 8,6+0,04
C18:1 n-12 1,3+0,04 2,1+0,01
C18:1 n-9 26,9+0,2 16,5+0,1
C18:1 n-7 4,7+0,02 5,2+0,01
C20:1 n-9 4,9+0,04 11,3+0,04
C22:1 n-11 3,8+0,02 7,1+£0,03
C22:1 n-9 0,4+0,2 0,8+0,01
~ MUFA 46,6+0,3 51,6+0,1
C18:2 n-6 8,2+0,1 2,140,004
C18:3 n-3 4,9+0,1 1,3+0,03
C18:4 n-3 2,7+0,2 3,7+0,01
C20:5n-3 6,6+0,2 9,2+0,06
C22:5n-3 1,2+0,1 1,3+0,02
C22:6 n-3 7,9+0,4 12,3+0,1
2 PUFA 31,5+0,6 29,9+0,2
2 LC-PUFA n-3 15,7+0,6 22,8+0,2
Udefinert 1,2+0,4 ND
n-6/n-3 0,4 0,07
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Tabell 10 Sammenligning av mengde fettsyrer (mg) per gram rdtran produsert av VMO: med lever fra
oppdrettstorsk (VHP) og vill torskefisk. Verdier for hver prove er gjennomsnittet av tre paralleller av n=1 flaske

rdolje fra hver gruppe. ND = ikke pavist

Oppdrett (VHP) Konvensjonell (Torskefisk)

Fettsyrer Sammensetning Sammensetning

mg/gram mg/gram
C14:0 20,7+1,7 30,6£1,4
C16:0 107,8+6,5 103,4+2.8
C18:0 48,9+3,2 28,03+0,5
2 SFA 177,3+11,3 162,1+4,6
C16:1 n-7 38,6+1,1 74,8+2
C18:1 n-12 10,9+0,7 18,6+0,4
C18:1 n-9 230,9+£7,1 144,4+3,5
C18:1 n-7 40,4+1,3 45,3+1,1
C20:1 n-9 42,2+1,8 98,7+2,2
C22:1 n-11 32,9+1,0 6,6+0,1
C22:1 n-9 3,4+1,5 6,6+0,1
2 MUFA 399,1+11,8 450,4+10,5
C18:2 n-6 70,6+1,8 18,6+0,4
C18:3 n-3 42,1£1,5 11,4+0,4
C18:4 n-3 23,3+2,2 32,1+0,6
C20:5n-3 56,8+1,2 80,4+1,3
C22:5n-3 10,1£0,5 11,2+0,2
C22:6 n-3 67,414 107,2+1,4
2 PUFA 270,2+6,7 260,9+4,1
2 LC-PUFA n-3 134,3+£2,1 198,7+2,8
Udefinert 10,5+3,6 ND
n-6/n-3 0,3 0,07
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Figur 12 viser en fordeling fettsyrer fordelt i gruppene: SFA, MUFA, PUFA og n-3 LC-PUFA
fra oppdretts- eller konvensjonelltranproduksjon. Sammenligningen viser at de to gruppene har
tilnermet lik mengde PUFA per gram ratran, men en hoyere andel MUFA, LC-PUFA, EPA og
DHA i konvensjonell tran. Sett i lys av EFSAS kostholds anbefaling (250-500 mg LC-PUFA

per dag) ligger man med inntak av 1 g ritran under anbefalt menge for begge ratrangruppene.
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Figur 12 Oversikt over grupperingene SFA, MUFA, PUFA og LC-PUFA n-3i undersokt batch av oppdretts- og

konvensjonell tran produsert av VMO og EFSAS kostholdsrad anbefalinger pa 250-500 mg LC-PUFA (i stiplet
linje) per dag (EFSA Panel on Dietetic Products and Allergies 2012).
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3.6 Oljeutbytte i torskelever og dens fettsyresammensetning

Ved eksponering av damp og varme ga N-lever 15 preverer med ratran, 14 preverer fra VHP-
lever og 8 proverer fra skrei-leveren. Ratran ekstrahert fra N-lever var en del grumsete og ble
filtrert gjennom filtrerpapir. Oljen fra VHP- eller skrei-lever ble ikke filtrert. Resultatene fra
metoden er fremstilt i Tabell 11. Gjennomsnittlig oljeutbytte var betraktelig hoyere fra
oppdrettstorsken enn villtorsken. Varmebehandlet N-lever ga 65,8 % ritran, VHP-lever ga 66,1
% og rétran fra skrei ga 50,6 % (se Tabell 11).

Tabell 11 Oversikt over oljeutbytte fra provemateriale fra Nofima-lever (n=6), VHP-lever (n=5) og skrei-lever
(n=>5).

N-lever VHP-lever SKkrei-lever

(n=6)  (n=5) (n=5)
Gjennomsnittlig innveid provemateriale (g) 30,3 g 298 g 30,2 ¢g
Gjennomsnittlig veid tranmengde (g) 19.89¢g 19.7¢ 153¢g
Gjennomsnittlig oljeutbytte (%) 65.8% 66,1 % 50,6 %

Rétranen ekstrahert fra N-leveren inneholdt 18,4 % LC-PUFA n-3, her 6,9 og 10,5 % EPA og
DHA (se Tabell 12). I ratran ekstrahert fra VHP-lever utgjorde andelen LC-PUFA n-3 15,6 %,
hvorav andelen EPA og DHA var 6,8 % og 8,1 %. I ratran ekstrahert fra skrei-lever utgjorde
andelen LC-PUFA n-3 24,7 %, hvorav andelen EPA og DHA var 9,5 % og 13,8 %. En searlig
heoy andel C18:1 n-9 (23,6 % og 27,3 %) ble detektert i begge gruppene oppdrettstorsk. For
skreien var prosentandelen hoy (14,2 %) sammenlignet med de andre fettsyrene i profilen, men

lav i forhold til andelen registrert i oppdrettsleveren.

Rétran fra N-lever inneholdt 21,2 % SFA, 48,8 % MUFA og 29,7 % PUFA, og n-6/n-3 14 pa
0,2. I ratran fra VHP-lever inneholdt det 21,3 % SFA, 46,5 % MUFA og 29,7 % PUFA.
Forholdet mellom n-6 og n-3 14 pé 0,4. I ratran fra skrei-lever inneholdt det 17,4 % SFA, 49,8
% MUFA og 31,9 % PUFA, og n-6/n-3 14 pa 0,1.
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Tabell 12 Sammenligning av fettsyresammensetning (%) rdtran fra labskalaprodusert rdtran fra leverprover fra

Nofima (n=6), VHP (n=5) og vill skrei (n=0).

Oppdrett (N) Oppdrett (VHP) Vill Skrei

Fettsyrer Sammensetning Sammensetning Sammensetning
(%) (%) (%)

C14:0 2,740,1 2,5+0,2 4,1+£0,6
C16:0 13,6+0,5 13,2+0,6 10,9+0,7
C18:0 4,9+0,4 6,0+1 2,4+0,4
2 SFA 21,2+0,7 21,8+0,9 17,5+1,5
C16:1 n-7 4,9+0,1 4,6+0,3 8,2+2.4
C18:1 n-12 1,8+0,3 1,1+0,04 2,2+0,3
C18:1 n-9 23,6+0,4 27,9+1,6 14,2+1,2
C18:1 n-7 4,4+0,1 4,7+0,3 4,2+1,4
C20:1 n-9 7,5+0,3 4,9+0,4 11,7+1,5
C22:1 n-11 6,2+0,3 3,7+0,5 8,7+2,9
C22:1 n-9 0,5+0,1 0,5+0,1 0,6+0,1
2 MUFA 41,2+0,5 47,5+1,3 49,8+3,2
C18:2 n-6 5,7£0,1 8,5+0,4 1,8+0,2
C18:3 n-3 1,7+0,1 2,7+0,2 1,2+0,2
C18:4 n-3 3,7+0,4 2,8+0,2 4,3+0,8
C20:5 n-3 6,9+0,2 6,9+0,1 9,5+0,5
C22:5n-3 1,02+0,03 0,9+0,03 1,3+0,1
C22:6 n-3 10,5+0,2 8,2+0,2 13,8+1,6
2 PUFA 29,5+0,6 30,31 31,9+2.3
2 LC-PUFA n-3 18,4+0,4 16,2+0,3 24,7+2,1
Udefinert 0,8+0,2 0,9+0,5 2,03+2,9
n-6/n-3 0,2 0,4 0,1
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3.7 Sammenligning av ulike utfellingsmetoder

Sammenligningen av fettsyresammensetningen 1 ratran fra torskefisk produsert med
isoelektrisk utfelling (VMO) og ratran av varmebehandlet skrei-lever (labskala produsert) viste
seg & ha enkelte forskjeller i fettsyreprofilen (se Figur 13). Konvensjonell ratran fra VMO hadde
en hegyere andel C18:1 n-9 (26,940,2 %) i forhold til dampbehandlet skrei-lever (16,5+0,1 %).
Skrei-leveren hadde en heyere andel DHA (C22:6 n-3) med 12,3+0,1 %) kontra VMO-
produsert ratran (7,9+0,4 %). Ratran fra skrei-lever ble ogsé registrert med en heyere andel

udefinerte fettsyrer, hvorav den konvensjonelle ratranen fra VMO ikke hadde noen.

18,000 -
16,000 -
14,000 -
12,000 -
10,000 -

8,000 -

Prosentandel (%)

6,000 -

4,000 A

2,000

0,000 -

N} S AN Q Y 9 A\ © ™ > 9 N 9 ) el >
\ \ N ; . % . . % N ; . . . :é:
o ¢ < <> < <> » < <> & <> < <> « < %\QQ

<> N N v ! A N K 8 !
o AR NN VA AV VIV AN
m Konvensjonell ratran, VMO Skrei-lever ratran

Figur 13 Sammenligning av fettsyresammensetning (%) i rdatran av torskefisk produsert av VMO med

isoelektrisk utfelling og labskalaprodusert rdtran av dampbehandlet skrei-lever
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Ved sammenligning av fettsyresammensetningen i ratran fra oppdrettstorsk produsert med
isoelektrisk utfelling (VMO) og ritran av varmebehandlet VHP-lever (labskala produsert) ble
det observert smé/ingen vesentlige forskjeller i fettsyresammensetningen (se Figur 14). Det ble

dog registrert en heyere andel udefinerte fettsyrer sammenlignet med VMO-produsert ritran

fra oppdrettstorsk.
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Figur 14 Sammenligning av fettsyresammensetning (%) i rdtran av oppdrettstorsk produsert av VMO med
isoelektrisk utfelling og labskalaprodusert rdtran av dampbehandlet VHP-lever
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3.8 Bestemmelse av fettklasser i ratran og ekstrahert fett fra

oppdrettet torskelever

En kvalitativ bestemmelse av fettklassesammensetning i ratran ble presentert pa en TLC-plate
(se Figur 15). Ved hjelp av kjente standarder ble markeringer for seks mulige fettklasser tydet.
Analysen viste tilnaermet like resultater for samtlige ratranprever, men intensiteten pa flekkene
varierte for enkelte prover. Triacylglyserol (TAG) var den dominerende fettklassen for samtlige
prover, og figur 15 viste flekker som ser ut til & representere FFA, DAG, kolesterol MAG og
fosfolipider (PL). For ratranprevene fra VMO produsert oppdrettstran og labskala-produsert

ratran av VHP- og skrei-lever var det en svak markering som muligens kan veere WE.

WE — .

w0 HOHOOH

FFA — > A -
5

DAG —> &
Kolesterol —————

MAE:; ; & 9 . & i.;,,,L,,,,, T  » |
; 2,

PL i 3 4 5 6 omd e

Figur 15 Representativ tynnsjiktplate som viser standarder og fettklasser i fem ulike rdatranprover. Folgende
rekkefolge pa appliserte prover pd platen (fra venstre) 1: DAG, 2: 18-5 A(TLC-standard), 3: MAG, 4: Rdtran
fra oppdrettstorsk (VMO), 5. Rdtran fra vill torskefisk (VMO), 6: Rdtran kokt pa Nofima-lever, 7: Rdtran kokt
pd VHP-lever, 8: Rdtran kokt pd skrei-lever.
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I ekstrahert fett fra undersekt oppdrettslever ble flekker for fem antatte fettklasser tydet (se
Figur 16). Proveplaten viser tilsynelatende likt resultat for samtlige leverprever med en
dominerende andel TAG og tilstedevarelse av FFA, kolesterol og PL. Undersekt lever fra

Nofima (lever 4) viser seg noe mer markert sammenlignet med andre avlesninger.

WE —» W

TAG—»...".. .

FFA — ‘ Y
Kolesterol —> # -
PL N P SR =1

1 2 3 4 5 6 7 8

Figur 16 Representativ tynnsjiktsplate som viser standarder og fettklassene i ulike prover ekstrahert fra lever fra
oppdrettstorsk. Folgende rekkefolge pd appliserte prover pa platen (fra venstre) 1: 18-5 A(TLC-standard), 2:
Nofima lever, 3: Nofima-lever, 4: Nofima-lever, 5: VHP-lever, 6: VHP-lever, 7: VHP-lever, 8: 18-5 A (TLC-
standard).

Resultatene fra den kvantitative analysen er vist i et kromatogram (se Figur 17). Folgende
retensjonstiden for de undersgkte provene var: WE=3,5 min, TAG= 6,5 min, DAG=8,7 min,
FFA=9,5 min. En utflytende topp for avlesningen av mengden DAG ble avlest i samtlige.
Denne toppen kan muligens veare fettalkoholer, men kan dog ikke bekreftes grunnet manglende

bruk av nedvendig standard.
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Figur 17 Kromotogram fra HPLC-analyse, kromotogram a: MAG-standard, kromotogram b: analyse av fett fra skrei lever 1
parallell A, kromotogram c: HPLC-standarder for DAG, FFA, TAG og MAG

En oppsummering av resultatene fra HPLC-analysen av fettklasser er presentert i Tabell 13 og
Figur 18: hvor mengden av fettklassene TAG, DAG, FFA, WE og EE ble identifisert. Av disse
var det TAG som dominerte samtlige prover med 1,015 mg/mg fett (N), 0,811 mg/mg fett
(VHP) og 0,20 mg/mg fett (skrei). Innholdet av DAG var likt i de tre gruppene med 0,03 mg/mg
fett. Andelen WE var noe lavere i VHP-leveren med 0,054 mg/mg fett sammenlignet med lever
fra Nofima og skreilever (hhv. 0,05 mg/mg fett og 0,09 mg/mg fett). Det samme forholdet ble
observert for EE, med lavest innhold i VHP-leveren sammenlignet med lever fra Nofima og
skrei (hhv. 0,09 mg/mg fett og 0,13 mg/mg fett) og skrei (0,134 mg/mg fett). Leveren fra skrei
hadde et relativt heyt innhold FFA (0,061 mg/mg fett) i forhold til oppdrettsleveren
(Nofimalever: 0,01 mg/mg fett og 0,02 mg/mg fett).
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Tabell 13 Kvantitativ bestemmelse av fettklasser (TAG, DAG, FFA, WE og EE) identifisert i fett ekstrahert fra
torskelever fra Nofima og Vesterdlen Havbruk (oppdrettstorsk), og vill skrei. Analysert med metoden for HPLC.

Nofima VHP Skrei
(mg fettklasse/mg  (mg fettklasse/mg  (mg fettklasse/mg

fett) fett fett)

TAG 1,015 0,811 0,2
DAG 0,027 0,029 0,026
FFA 0,014 0,021 0,061
WE 0,085 0,054 0,093
EE 0,125 0,086 0,134

1,200 -

1,000 -

o

o0

(=]

(<]
1

0,600 -

Mg fettklase/ mg fett

o

AN

(=]

(=]
1

0,200 ~

0,000 -

TAG DAG FFA WE EE
m Nofima = VHP Skrei

Figur 18 Mengde TAG, DAG, FFA, WE og EE per mg fett i lever fra oppdrettstorsk produsert av Nofima (n=3),
VHP (n=3) og vill skrei (n=2)
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3.9 Fettinnhold og fettsyresammensetning i oppdrettsfor til torsk

Resultater av undersekt fettinnhold (ekstrahert med etylacetatmetoden) i en batch oppdrettsfor
viste & ha et gjennomsnittlig fettinnhold pa 19,6+1,1 g/100 g for.

Oppdrettsforet inneholdt 22,2 % LC-PUFA n-3. Andelen EPA og DHA utgjorde 1,3 % og 12,1
% (se Tabell 14). Ellers inneholdt foret 25,1 % SFA, 37,8 % MUFA og 31,9 % PUFA. I ett
gram for innehold det 33,4 mg SFA, 50,3 mg MUFA, 42,5 mg PUFA, hvorav 29,5 mg av dem
var LC-PUFA n-3. Forholdet mellom n-6 og n-3 14 pa 0,2. Sarlig fettsyrene C16:0 (16,5+0,03),
C18:1 n-9 (13,2+0,02) og C22:6 n-3 (12,1+0,002) tar en stor plass i forets fettsyreprofil.
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Tabell 14 Sammenligning av fettsyresammensetning (%) i en forprove av industrielt oppdrettsfor for torsk brukt

pd Nofimas sjoanlegg for torsk. Verdier for hver prove er gjennomsnittet av tre paralleller fra n=1 forbatch.

Forpreve, Nofima

Fettsyrer Sammensetning (%) Sammensetning mg/g
C14:0 5,4+0,1 0,9+0,04
C16:0 16,5+0,03 21,9+0,7
C18:0 3,2+0,02 4,2+0,1
2 SFA 25,1+0,1 33,4+0,9
C16:1 n-7 5,2+0,01 6,9+0,2
C18:1 n-9 13,2+0,02 17,5+0,5
C18:1 n-7 2,4+0,02 3,1+0,1
C20:1 n-9 6,4+0,01 8,5+0,3
C22:1 n-11 9,9+0,1 13,1+0,3
C24:1 n-9 0,9+0,03 1,1+0,03
2 MUFA 37,8+0,2 50,3+1,4
C18:2 n-6 4,5+0,01 6,03+0,2
C18:3 n-3 1,640,004 2,2+0,1
C18:4 n-3 3,6+0,001 4,8+0,1
C20:5n-3 8,9+0,02 11,9+0,4
C22:5n-3 1,34+0,01 1,5+0,1
C22:6 n-3 12,1+0,002 16,02+0,5
2 PUFA 31,9+0,02 42,5+1,3
Udefinert 5,1£0,3 5,9+0,5
LC-PUFA n-3 22,2+0,02 29,5+0,9
n-6/n-3 0,2 0,2
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4 Diskusjon

I dag opplever vi en ny optimisme i oppdrettsneringen og en ekende satsning péd torsk.
Satsningen har som formal & fremme innovasjon og skal kunne virke som et tilskudd til det
tradisjonelle fiskeriet og vil gi en kontinuerlig tilgang pa réstoff, ergo en okt mengde restréstoft.
Restrastoffet i form av torskelever har et stort potensial og mulighetene for anvendelse er
mange. For & vaere 1 stand til & utnytte oppdrettstorskens hele potensiale er det viktig & ha tilgang
til oppdatert kunnskap. Lever fra vill skrei har siden 1800-tallet veert et kjent produkt med et
heyt fettinnhold og en fettsyresammensetning som har vart godt egnet til 4 produsere tran med
heoyt innhold av n-3 LC-PUFA: EPA og DHA. Hensikten med denne oppgaven var a
sammenligne fettinnholdet og fettsyresammensetning i lever og tran fra oppdrettstorsk med
lever og tran fra vill skrei. Her var det interessant & se pd provematerialets fettsyreprofil i
sammenheng med fiskens naringskilder for & se om fisken blir hva den spiser, samt se om
provematerialet 14 innenfor kjente kvalitetsstandarder/kostholdsrdd og etter eventuelle

endringer i produkters fettsyreprofil.

4.1 Sammenligning av fettsyresammensetningen i lever og riatran

Resultatene viste merkbare variasjoner ved sammenligning av i fettsyresammensetningen i
ratranproduktene fra oppdrettet og vill torskelever (produsert av VMO). Andelen n-3 LC-PUFA
var heay for begge gruppene, men var likevel en markant forskjell med 45 % mer n-3 LC-PUFA
i den konvensjonelle ratranen fra torskefisk (22,9 = 0,2 %) sammenlignet med ratran fra
oppdrettstorsk (15,7 + 0,6 %). Her var mengden n-3 LC-PUFA pé 134+2 mg/gram ratran for
oppdrettstorsk og 199+3 mg n-3 LC-PUFA/gram konvensjonell ratran. Sett i lys av EFSAs
anbefalt mengde n-3 LC-PUFA pa 250-500 mg per dag er de undersekte ratranprevene en god
kilde til de gode n-3 fettsyrene EPA, Docosapentaenoicsyre (DPA) og DHA, og dekker anbefalt
inntak selv ved sma mengder. En teskje tran tilsvarer vanligvis en mengde pa 5 gram, og er den
kjente tranakteren Mollers egne anbefalte daglig dose. En teskje VMO-produsert ratran fra
oppdrettstorsk vil gi mer enn nok mengde for & dekke dagsbehovet for n-3 LC-PUFA 1 to dager,
mens en teskje konvensjonell ritran vil vaere nok for & dekke dagsbehovet for tre dager. Med
sin haye andel EPA og DHA er det tenkelig at tran fra oppdrettstorsk kan virke som et godt
tilskudd som lipidkilde i industriell produksjon av oppdrettsfor for en sterre innblanding marine

ingredienser.
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Det er viktig 4 merke seg at kostholds anbefalingene tar utgangspunkt i ferdig raffinerte
tranoljer, ikke ratran brukt som i dette arbeidet. Som nevnt innledningsvis mé ratran raffineres
for eventuelle kontaminanter og/eller lignende noe som kan edelegge eller pavirke produktets
FA-profil. Dette er dog av en sa liten mengde at tranen vil likevel vare en god kilde pa n-3 LC-
PUFA. Av individuelle fettsyrer var andelen oljesyre (C18:1 n-9) dominerende i lever og VMO-
produsert ritran av oppdrettstorsk. En hey andel oljesyre var ogséd gjeldende i den analyserte
batchen oppdrettsfor (se Tabell 14). Innledningsvis ble det vist til at oljesyre en fin
indikatorfettsyre pd om fisken har fatt tilfersel av planteoljer gjennom kosten. Resultatene fra
dette arbeidet indikerer derfor at undersekt oppdrettstorsk fikk i seg for med heyt innhold av
planteoljer, som f.eks. raps, og er fettsyrer vi finner igjen i1 leverproduktene. Ved
sammenligning av n-6/n-3 i oppdrettet og vilt opphav hadde produkter av vill torskefisk det
laveste forholdet for samtlige undersekte prover. Forholdet n-6 og n-3 i produkter utvinnet fra
oppdrettsfisk er sett i lys av gjennomganger av blant annet Yang et. al (2016) er dog likevel
godt innenfor optimalt forhold pé 5:1. Bade undersekt ratran fra oppdrettet og vill torskefisk er
gode alternativer for & rette opp skeivfordelingen mellom n-6 og n-3 fettsyrer i det vestlige
kostholdet. Det ble ikke registrert naturlige funn av fettsyren C17:0 1 samtlige prever og var

derfor en god fettsyre & bruke som internstandard.

I en artikkel av Jobling & Leknes (2010) ble det foreslétt at torsk har en begrenset evne til &
bruke 18:2 n-6 og 18:3 n-3 for & syntetisere n-3 LC-PUFA, og det er en generell konsensus at
marin viltlevende fisk har en begrenset kapasitet til & produsere EPA, DPA og DHA naturlig.
De helsefremmende fettsyrene antydes likevel & vaere hoye i industrielt torskefor som har en
vesentlig innblanding av planteoljer som soyaolje. Soyaolje i foret har dog vist seg og ikke ha
en negativ effekt pa tekstur, gaping, vaskeholdende kapasitet eller smak hos oppdrettstorsk
foret med planteoljen som sin primare lipidkilde (Merkere, Netteberg et al. 2007). Andre
studier har rapportert at oppdrettsfisk foret med vesentlige mengder soyaolje inneholdt mer
C18:1 n-9 og C18:2 n-6, og mindre C20:5 n-3, C22:5 n-3 og C22:6 n-3, sammenlignet med fisk
som fikk for med fiskeoljer som lipidkilde (Sargent, Bell et al. 1995). Som nevnt tidligere
inneholdt skreilever en hoyere andel EPA og DHA sammenlignet med tilsvarende produkter
fra oppdrettstorskene. Dette stemmer godt overens med at dietten til vill torsk gjerne bestér av
marine neringskilder med relativt hey andel EPA og DHA og liten andel av vegetabilske
fettsyrer. I Jobling & Leiknes artikkel (2010) viser de ogsa til hvilke andeler det burde vere av
fettsyrene ALA, EPA og DHA i oppdrettsforet til torsk for & oppna en lever som ligger innenfor
kravene for tran-produksjon pé 2,5-12 % C18:2 n-6, 8-19,5 % C20:5 n-3 og 6-21 % for C22:6
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n-3. [ undersekt for-batch var alle disse kravene innfridd med 4,5 % (ALA), 8,9 % (EPA) og
12,1 % (DHA).

Lipidkvalitet ble innledningsvis definert som summen egenskaper og kjennetegn som kan
pavirke tranens fettprofil og andelen helsefremmende n-3 LC-PUFA. Ratranen produsert av
VMO av oppdrettstorsk inneholdt 6,6 % EPA og 7,9 % DHA. Dette oppfyller EPs (2018) satte
standard for tran fra oppdrettstorsk pa en samlet andel EPA+DHA pa 10-28 %. I konvensjonell
tran fra VMO 14 EPA og DHA andelen pé 9,2 og 12,3 %, og ligger godt innenfor EPs standard
(A/B) for torskelever olje (7-18 %) (European Pharmacopoeia 2018).

Ved sammenligning av konvensjonell ratran (VMO) og labskalaprodusert ritran av skreilever
ble det observert enkelte variasjoner i fettsyreprofilen. Her var det ulikheter ved mengden
oljesyre (C18:1 n-9) i den konvensjonelle ritranen med 16,6 % sammenlignet med den lab-
produserte ritranen pa 14,2 %. Andre forskjeller som viste seg gjeldende med at den lab-
produserte ratranen hadde en heyere andel cetolsyre (C22:1 n-11) (8,7 %) og DHA (13,8 %)
kontra den VMO-produserte ratranen (7,1 og 12, 3%). Ellers var det en liten andel mer EPA
(9,5 kontra 9,2 %) i1 den lab-produserte ratranen og tilsvarende like mengder ALA i begge
gruppene basert pa vilt rastoff. Variasjonene i fettsyreprofilene pa de to gruppene kan forklares
med at den konvensjonelle ratranen (VMO) inneholder en storre variasjon av bade individer,
men ogsa hvilken art som gér inn i produksjonen. I konvensjonell tran-produksjonen blir lever
fra bade torsk, sei og hyse brukt noe som kan vare med & gi variasjoner i resultatet.
Levermateriale fra oppdrettstorsken fra VHP var réstoff som gikk direkte inn i VMOs tran-
produksjon. Dette var derfor et godt utgangspunkt for & sammenligne ulike utfellingsmetoder
for leverolje slik som varmebehandling (labskalaprodusert av tran) og isoelektrisk utfelling
(benyttet metode av VMO), da bade forregime og opphav var lik. Resultater fra undersekt ra
torskelever sammenlignet med labskalaprodusert ratran viste tilsynelatende liten pavirkning pa
fettsyresammensetningen, hvor innholdet n-3 LC-PUFA var tiln@rmet uendret og det var ingen
forskjeller verdt & trekke frem (se Tabell 7 og Tabell 12). Dette kan indikere at fettsyreprofilen
i torskelever pavirkes i liten grad pd eksponering av varme og/eller syre. Et annet poeng & merke
seg var at rester av koagulert blod festet til undersekt Nofima-lever ble homogenisert blandet
inn sammen med levermaterialet og kan ha vert med a pévirke leverens fettsyreprofil.
Oppsummert ble det identifisert totalt 16 ulike definerte fettsyrer i mitt arbeid. 1 en
gjennomgang av European Pharmacopoeia 9.0 (2018) ble det vist til at 1 ferdigraffinert tran,

bade av oppdrettet og vilt opphav, er det vanlig & identifisere 24 metylestere. De 7 fettsyrene
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som ikke ble registrert gjennom mine analyser var: C15, C16:4 n-1, C20:2 n-6, 20:4 n-6, C20:3
n-3, C20:4 n-3 og C21:5 n-3.

4.2 Observasjoner gjort ved analyser pa torskelever

I denne oppgaven ble lever fra skrei sammenlignet med lever fra oppdrettstorsken fra Nofima
og VHP. Fettekstraksjon fra skreilever ga et gjennomsnittlig fettinnhold pa 57 g/100 g lever.
Dette stemmer godt overens med oppgitt fettinnhold fra matvaretabellen (59 g fett/100 g lever)
(Matvaretabellen 2022). Lever fra oppdrettstorskene hadde et heyere fettinnhold pa
henholdsvis 70 (Nofima) og 69 (VHP) g fett/100 g lever. Dette samsvarer godt med analyser
gjort pa tidligere generasjoner oppdrettstorsk og dens lever fra 2010-tallet gjort av blant annet
Morkere, Ytretoyl et al. (2008) og Aas, Barnung et al. (2011). Resultatene i denne oppgaven
viste at leveren til Nofima-torsken var litt sterre og fetere sammenlignet med leveren fra VHP,
men begge oppdrettsfiskene hadde en feitere lever kontra den ville skreien. Det er verdt 4 merke
seg at Nofima-torsken var mye storre (gjennomsnittlig rundvekt pé 5,6 kg) enn torsken fra VHP
(gjennomsnittlig rundvekt pa 2,4 kg). VHP-torsken ble slaktet etter endt produksjonssyklus og
levra brukt til kommersiell/industriell tran-produksjon hos VMO. Torsken fra Nofima var en
del av instituttets avlsprogram (sakalt «B»-fisk som ble sortert ut), som var stor av sterrelse og
avvek fra normal slaktevekt (rundt 3,5-4 kg (Heide, Ageeva et al. 2022)) grunnet avvik fra
normal produksjon. Som nevnt innledningsvis utgjer leveren en stor del av fiskens totalvekt og
levra vokser bade i sterrelse og i fettinnhold jo sterre fisken er. VHP-torskens HSI er i trdd med
tidligere observasjoner hvor lever fra oppdrettstorsk har blitt registrert med sterrelse rundt 8-17
% av fiskens totalvekt (Meorkare, Ytrestoyl et al. 2008, Jobling and Leknes 2010). Torsken fra
Nofima hadde en stor variasjon i sterrelse og en HSI-andel som spriket fra 13-19 %. Disse hoye
HSI-verdiene skyldes nok som nevnt Nofima-torskens rolle i instituttets avlsprogram og derfor
avvek fra ordinar produksjonsprotokoll. Det ble dessverre ikke mulig & innhente individuelle
data for rundvekt for skreien som ble brukt i dette arbeidet, men tidligere gjennomganger pa
villtorskens lever har vist at HSI-andelen ligger i omrédet 3 til 8 % (Meorkore, Ytrestoyl et al.
2008, Jobling and Leknes 2010). Leveren er torskens lager for opplagsnering, og under
produksjonen av gonader vil energien i lagrene brukes/tappes for & danne disse. Derfor
reduseres HSI-andelen hos skreien betraktelig rundt gytesesongen hvor leversterrelsen kan
krympe ned til 1 % av fiskens totalvekt og vil pavirke leverens fettandel (Mello and Rose 2005,
Alfredsen 2016). Samlet sett betyr dette at selve fettutbytte er betydelig storre fra oppdrettstorsk

sammenlignet med gyteklar skrei.
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Ved sammenligning av gjennomsnittlig oljeutbytte i undersekt oppdrettstorsk hadde torsken fra
Nofima og VHP ble tilnermet like mengder utskilt ritran. Rétranen av Nofima-lever ble
observert til & vere noe grumsete sammenlignet med ritran fra VHP- og skrei-lever, og derfor
filtrert. Etter avkjeling forble den ufiltrerte ratranen klar, og det kan virke som at partikler fra
den faste levermassen fra Nofima-torsken ble med ved overferingen av ritranen fra den faste
levermassen etter sentrifugering. Metoden for labskalaprodusert ratran ble forst utpreovd pa
gruppen for Nofima torsken, dette kan ha vart med & pévirke resultatet da metoden ikke var

fullstendig innevd.

4.2.1 Pavirkninger pa fettutbytte i torskelever fra ulike ekstraksjonsmetoder

For & se pd fettinnholdet i provemateriale av lever og industrielt oppdrettsfor for torsk ble
metodene for ekstraksjon med Folchs og ekstraksjon med etylacetat brukt og sammenlignet.
Flere forsek med begge metoder ble utprevd med ulike modifikasjoner for & finne frem til
mengde provemateriale og lesemiddel gunstige for gode resultater passende til mitt
provemateriale. I litteraturen blir Folchs-metode sett pd som en allsidig og robust metode for
ekstrahering av lipider fra det meste dyrevev med palitelige resultater (Couturier, Michel et al.
2020). Forsekene med ekstraksjon med Folchs-protokoll ga selv med gjentatte forsek stor
variasjon i resultatene gang for gang. Variasjonene kan forklares av det faktum at metoden ble
opplevd som vanskelig hvor jeg ikke evnet & utfore metoden likt hver gang. Metoden viste seg
ogsa & vere problematisk for 4 oppna fullt fettutbytte. Ekstrahering med etylacetatmetoden ble
oppfattet som en effektiv og robust ekstraksjonsprotokoll som resulterte i stabile resultater og
hayt fettutbytte. Dette var ogsé en metode som jeg mestret bedre med mindre rom for feilkilder.

Ekstraksjon med etylacetat ble derfor det endelige valget av metode gjennom oppgaven.
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4.3 Bestemmelse av fettklasser

Kommersiell tran bestar vanligvis av 98 % TAG. For & underseke sammensetningen av
fettklassene 1 ratranen fra VMO og labskalaprodusert ratran ble prevene analysert kvalitativt
(TLC) og en kvantitativ (HPLC) fremstilling for rd lever fra oppdrettstorsk og skreilever ble
undersekt. Tynnsjikt som separasjonsmetode kan ikke vise kvantifisert mengde av aktuell
fettklasse 1 undersekt prove (Akoh 2017), noe som gjor det relativt krevende & gjennomfore
analysene. Den dominerende fettklassen i undersgkt oppdrettslever og ritran (VMO- og
labskalaprodusert) var TAG, og er veldig karakteristisk og derfor enkel & identifisere pa
tynnsjiktplaten. Ved analysen av ratranprevene var det flekker som kunne indikere MAG
og/eller PL i samtlige prover. Standardene for MAG og PL overlappet hverandre pa TLC-platen
og var vanskelig a skille fra hverandre. Den kvantitative analysen (HPLC) bekreftet at TAG var
den dominerende fettklassen, men MAG derimot ble ikke identifisert i noen av de analyserte
provene. Dette indikerer at det ikke var MAG, men at de respektive flekkene pa tynnsjiktplaten
var PL. Under gjennomferingen tynnsjiktanalysene ble TLC-platene pafert mindre riper,
skrapemerker og annet stoy (fingermerker eller lignende) pd enkelte omrader av platene (se
Figur 15). Dette gjorde det utfordrende & tyde om enkelte merker pa platene var flekker som
representerte fettklasser f.eks. WE, eller annet stoy. HPLC-analysen bekreftet at samtlige
prover hadde en viss andel WE og EE som underbygger at de aktuelle flekkene pa TLC-platen
var WE.

Den kvantitative HPLC-analysen av fett ekstrahert fra torskelever ble gjennomfert pa fett
ekstrahert av lever fra 8 ulike individer (3 N-lever, 3 VHP-torsk, 2 skrei) med konsentrasjon
bade pa [0,4 mg/ml] og [20 mg/ml]. I denne undersgkelsen viste lever fra Nofima-torsken seg
a ha en TAG-andel pé 1,015 mg per mg fett. Ved avlesning av TAG-andelen i de undersokte
provene havnet standardkurven for TAG dessverre utenfor kalibreringskurvens
gyldighetsomrade. Dette medferer til at TAG-toppen i kromatogrammene «kuttes» og vi far
ikke et fullstendig bilde (areal) over prevenes TAG-innhold (se Figur 17). For a4 unnga dette og
komme innenfor metodens gyldighetsomrade skulle nevnte prove blitt fortynnet til > [0,4
mg/ml]. Ved & summere de ulike lipidklassene som ble kvantifisert ble det funnet ca. 80 %
TAG i lever fra begge oppdrettstorskene, mens lipidene fra skreilever bare inneholdt 0,2 mg
TAG/mg fett. Det er nok lite sannsynlig at dette fettet er s& hydrolysert som TAG-mengden
skulle tilsi, serlig ettersom det ikke er en tilsvarende ekning i de andre fettklassene (DAG/MAG

og FFA). Dette ble dessverre ikke mulig & verifisere HPLC-resultatene ytterligere, men
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resultatene er likefullt en god indikasjon péa at fettet fra de undersekte leverne inneholder en

viss andel andre lipidklasser enn TAG.

Frie fettsyrer ensker man ikke i tran eller andre omega-3 oljer, men ble identifisert i samtlige
prover, bade ved den kvalitative og kvantitative analysen i dette arbeidet. Resultatene viste
relativt store variasjoner blant gruppene. Sarlig fettet ekstrahert fra skreilever inneholdt en viss
okning i1 andelen fire fettsyrer. Dette har en sammenheng med utfordringer knyttet til
innsamling og transporten av leveren frem til laboratoriet. Leveren fra Nofima (0,014 mg
FFA/mg fett) ble homogenisert og lagt pa frys samme dag som slakt. Leveren fra VHP (0,021
mg FFA/mg fett) hadde 1 reisedogn etter slakt. Bade i pdvente av og under transport ble
provematerialet lagret i en eske i kalde omgivelser (rundt 4 °C) pa is for provematerialet ble
handtert. Leveren fra skrei (0,061 mg FFA/mg fett) hadde 2 reisedegn, lagret pad ukjent
temperatur og uten is i esken, for provematerialet ble handtert og lagt pa frys. Fet fisk og andre
fettrike sjomatprodukter ogsa er spesielt utsatt for lipidnedbrytning (Huss, Boerresen et al.
1998), og transporttid og mulig eksponering for heyere temperaturer fra omgivelsene fra
slakt/levering ved mottak frem til provematerialet ble frosset ned har vert gjeldende for

analysens resultater.

4.4 Begrensninger i studiet og fremtidig forskning

Analysene som ble gjort i forbindelse med dette arbeidet var basert pa et relativt lite
provemateriale: lever fra 5-6 individer torsk fra hver prevegruppe, samt enkelt batcher av
kommersielt produsert ratran og oppdrettsfor. Forsekene mé derfor vurderes ut fra dette, hvor
resultatene mine kan ikke gi en generell vurdering eller anbefaling for alle lignende produkter.
Da torskens lipidsammensetning endres gjennom livssyklus og A&rstidsvariasjoner vil
forekomme vil resultatene fra disse undersgkelsene bare gi et bilde for de undersekte individene
som ble undersekt i perioden oktober 2022 - april 2023. Mine resultater vil kunne gi et
generaliserende bilde pa fettinnholdet/sammensetning av provemateriale som ble analysert, og
ikke generelt for all oppdrettstorsk og skrei som helhet. For a fa et helhetlig bilde, med mulighet
for etterproving, ville det vere interessant med et storre undersokelses grunnlag med flere
individer, tran fra flere produksjonsbatcher og analysert flere paralleller. Forsekene utfert til
dette arbeidet ble gjennomfort i en begrenset tidsperiode. Dette har vert & pavirke inneving av
metodene som ble brukt og det ble bare foretatt nedvendig antall forsek for & kunne samle et

grunnlag for gjennomsnittlig resultatgrunnlag.
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For 4 ga videre fra funnene fra denne oppgaven ville det vart interessant & sammenligne
fettprofilen til ferdigraffinerte tran-produkter produsert av lever fra oppdretts- og villtorsk. I
den forbindelse ville det vere spennende & se pa eventuelt innhold av kontaminanter,
tungmetaller og lignende og hvordan disse varierer for de ulike produktene. Her tenker jeg det
ville vaere interessant 4 se pd hvor mye FA som gar tapt under raffineringsprosessen. Ellers
kunne det vart spennende & se pa muligheten for & bruke tran fra oppdrettstorsk som lipidkilde

1 industrielt oppdrettsfor.

Til fremtidig forskning kan det vaere interessant & arbeide mer med metodeutvikling. Til denne
oppgaven ble brukt mye tid til metodepreving for & ekstrahere fett ut fra provematerialet. Det
ville ogsé vert interessant & se nermere pa og optimalisere kjente ekstraksjonsmetoder med
serlig vekt pd greonne ekstraksjonsmetoder som kan gi optimal ekstraksjon av fettrikt

provemateriale som torskelever og tran er.
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5 Konklusjon

Formalet med denne oppgaven var & sammenligne tran fra oppdrettet og vill torsk med & se pa
hvordan fettsyreprofilen i tran fra oppdrettstorsk skilte seg ut fra sd vill torsk sett 1 lys av fett-
og fettsyreinnhold samt kvalitetsparametere. Dette arbeidet viste variasjoner i fettprofilen i
ratran av oppdrettstorsk kontra rétran av vill torskefisk. Mye av variasjonene kan spores tilbake
til fiskens neeringskilder, og man ser en storre andel n-3 LC-PUFA i produkter av vill torskefisk
med marine proteiner og lipider som primer naeringskilde. Fettsyrene i ratran fra oppdrettstorsk
viste en storre andel fettsyrer karakteristisk for vegetabilske oljer, som ogséd var gjeldende 1
undersekt oppdrettsfor til torsk, sammenlignet med produkter av vill torsk. Funnene viser dog
at rdtran bade fra oppdretts- og villtorsk er gode kilder til de essensielle fettsyrene EPA og DHA
og innfrir anbefalt daglig mengde n-3 LC-PUFA selv ved sma mengder. Bade undersekt ritran
fra oppdrettstorsk og vill torskefisk produsert av. VMO ligger godt innenfor European
Pharmacopoeias (2018) grenseverdier for hvor mye EPA og DHA raffinert tran skal inneholde.
Fettsyreprofilen i undersokt torskelever, VMO-produsert og labskalaprodusert ratran viste seg
a bli lite pdvirket ved eksponering av varme og syre. Dette indikerer at valg av
produksjonsmetode for tran virker ikke til & skade tranens fettsyreinnhold. Fett ekstrahert fra
undersokt skreilever viste seg som et godt eksempel pa at marine lipider er serlig sarbare for
kvalitetsforringelser grunnet sine lange kjeder og mange dobbeltbindinger og er et kritisk

produksjonspunkt som man ma vere obs pa.

Ved fremtidig forskning vil det vere aktuelt & se n&ermere pé valg av ekstraksjonsmetode da
dette kan vere med & pavirke fettutbytte fra torskeleveren. I hvilken grad metodene er innevd
og hvordan en a evner 4 utfore metodene er avgjerende og kan vaere med & pdvirke resultatene

1 en negativ forstand.
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