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Bakgrunn:

Kalsium er det grunnstoffet som vi har mest av i kroppen. Omtrent 99% av
kalsiummengden foreligger sammen med hovedsakelig fosfat som kalsiumsalter i skjelettet og
tennene. Den resterende mengden (1%) er fordelt mellom blodplasma, ekstracelluler vaske,
intracellulere strukturer og cellemembranen. Konsentrasjonen av kalsium i blodplasma
holdes innenfor snevre grenser ved hormonell kontroll. Kalsiumionet er nedvendig for at alle
kroppens celler skal fungere, og ionet har en evne til & redusere permeabiliteten til
cellemembraner. Kalsium aktiverer ogsd mange intracelleulare enzymer som en “’sekunder
budbringer”. P4 grunn av disse sentrale rollene regnes kalsium som et essensielt grunnstoff
(Nes et al. 2001).

En gradvis reduksjon i beinmasse er en naturlig felge av det 4 bli eldre. Osteoporose
kjennetegnes ved at reduksjonen i beinmassen blir s& stor at beinets mekaniske styrke
reduseres. Osteoporose pavirker livskvaliteten, fordi benbrudd medferer smerter, deformiteter
og forer til at man blir pleietrengende. Gjennom livet gker beinmassen frem til man passerer
30-4rsalderen, og jo heyere beinmasse man har pd dette tidspunktet dess mer har man & tere
pa nér beinmassen begynner a avta. Et tilstrekkelig kalsiuminntak og moderat fysisk aktivitet
er sannsynligvis viktig, men ogsa andre livsstilsfaktorer pavirker om man senere i livet
utvikler osteoporose (Ettinger 2003; Matkovic et al. 2004). Intervensjonsstudier har vist, at
daglig tilskudd pa 1-2 g kalsium til en viss grad kan nedsette det aldersbestemte beintapet
(Dawson-Hughes 1991; Reid et al. 1993; Devine et al. 1997; Peacock et al. 2000).
Kalsiumtilskudd gis rutinemessig til osteoporosepasienter i tillegg til vitamin D preparat og
ulike medisiner.

Uten melk eller ost i kosten er det svart vanskelig a f4 dekket det anbefalte daglige
kalsiuminntaket (800-1200 mg/dag). Bearbeidede fiskebein eller fisk som spises hel kan vere
et godt alternativ for de som har problemer med & fa dekket kalsiuminntaket gjennom
melkeprodukter. Innholdet av kalsium 1 fisk er artsavhengig, men ligger 1 omradet 10-15% av
totalvekten. Undersokelser fra Danmark viser at kalsium fra solterket smafisk som spises hele
med bein absorberes like godt som kalsium fra melk (Hansen et al. 1998; Larsen et al. 2000).

Det er forst de siste arene at det har blitt satt fokus pa norske biprodukter. Den norske
fiskeindustrien har de siste drene produsert mer enn 600 000 tonn biprodukter (Rubin, 2006).
Denne mengden tilsvarer mer enn 20% av all fangst og oppdrett. Mesteparten av produktene
brukes som réstoffer i forproduksjon, mens 166 000 tonn fremdeles dumpes i sjeen. Det

finnes i dag teknologi for & produsere proteinhydrolysat fra fiskeavskjer ved hjelp av



industrifremstilte enzymblandinger (Gildberg, 1993, Liaset et al, 2003, Sandnes et al, 2003).

Fra denne prosessen oppstér det en beinfraksjon (10-15%) som i dag brukes i for.

Prosjektmal:
1. Finne potensielle marine kalsiumkilder og analysere naringsinnholdet i disse.
2. Sammenligne absorpsjonen av marint kalsium med kommersielt tilgjengelig

kalsiumtilskudd.

Marine kalsiumkilder:

I en serie pa tre absorpsjonsstudier har vi sammenlignet absorpsjon av bein fra laks,
torsk og sei med kommersielt tilgjengelig kalsiumkarbonat. Vi ensket & teste bdde laks og
torsk fordi beinstrukturen til disse artene er ulike. Laks har en cellulaer beinoppbygning der
beincellene (osteocyttene) ligger fordelt i matriks og osteoblastene ligger pa overflaten av
beinet. Torsk og sei mangler osteocytter i beinmatriks og har acellulert bein (Kryvi og
Totland, 1997).

Vi fikk enzymbehandlet bein fra fersk laks fra Biomega AS pa Sotra. Biomega AS
bruker industrifremstilte enzymer til & fjerne muskel- og bletvev fra fiskeavskjaeret (Sandnes
et al, 2003). Selve enzymblandingen er en bedriftshemmelighet, men skal ligne produktet
Protamex som produseres av Novozymes AS (Bagsvaerd, Danmark). En detaljert beskrivelse
av hvordan Protamex virker er beskrevet hos Liaset et al. (2003). Laksebeinene som ble renset
ved koking, ble ogsa hentet hos Biomega AS for a sikre et mest mulig likt utgangsmateriale
for de to behandlingene (koking versus enzymatisk). Laksebeinene som skulle kokes, ble kokt
1 100 °C 1 15 minutter. Nar det gjelder begge behandlinger gikk det med mye tid til & fjerne
rester av muskel- og annet bletvev ved hjelp av pinsett og kaldt springvann. Provene ble
deretter frysetorket i to degn (Hetosicc, Heto, Danmark). I det forste absorpsjonsforseket pd
gris ble kalsiumkildene (Weifa kalsium, kokt — eller enzymbehandlede laksebein) torket i ovn
(104 °C 1 20 timer) fordi beinene hadde en fuktig konsistens etter fryseterkingen. Videre
torking 1 ovn resulterte imidlertid ikke 1 terrere prever slik at konsistensen skyldes mest
sannsynlig fettinnholdet i prevene. Derfor ble fiskebeinene kun fryseterket i de to andre
absorpsjonsforsgkene. De torre fiskebeinene ble malt i molle (Knifetec mill, Foss Tecator). Vi
klarte ikke & male laksebeinene til pulver og melet fra kokt laksebein fikk en grovere
konsistens enn laksemelet fra enzymbehandlede bein. Beinmel fra enzymbehandlede
torskebein fikk vi levert fra Maritex AS. Seibeinmelet fikk vi av Bjern Liaset (NIFES) og

dette var behandlet med Protamex (Novozymes AS, Bagsvaerd, Danmark) pd samme mate



som beskrevet i Liaset et al. (2003). Bade torske — og seibeinmelet hadde pulverkonsistens og
hadde derfor betydelig mindre partikkelstorrelse enn fiskebeinmelene fra den fetere laksen.
De ulike kalsiumkildene ble brukt i tre absorpsjonsforsek og oversikt over noen av
naringsstoffene samt uonskede elementer er oppgitt 1 Tabell 1. Laksebeinene behandlet med

enzym er den eneste marine kalsiumkilden som gér igjen i alle tre forsgkene.

Tabell 1: Innhold av nzringsstoffer og uenskede elementer i de ulike kalsiumkildene brukt i

forsekene.
Griseforsegk 1 Griseforsgk 2

Weifa  Laks Laks* Kalsium- Laks* Sei Torsk

kalsium kokt karbonat
Ash (g/100g) 78,9 43,0 55,5 98,6 52,2 651 678
Protein (g/100g) 0,56 35,7 36,0 0,53 32,1 276 266
Fat (g/100g) 0 17,8 3,0 0 5,1 0 0
Mineraler
(g/kg torrvekt)
Ca 324 157 208 373 195 237 261
P 0,8 89 156 0 113 146 151
Uonskede elementer
(mg/kg torrvekt))
As 1,1 1,5 0,34 0,28 0,22 0,10 0,11
Cd 0,08 <0,01 <0,01 0,03 <0,01 <0,01 <0,01
Hg <0,01 0,02 0,01 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
Pb 0,09 0,05 0,11 1,58 <0,04 0,07 <0,04

*Enzymbehandlet

Absorpsjonsforsek — gris:

Det ble gjennomfert to absorpsjonsforsek pd gris. I Griseforsgk 1 testet vi ut
tilsynelatende absorpsjon (differanse mellom kalsium i for og utskillelse med feces) fra tre
ulike kalsiumkilder; Weifa kalsiumtabletter, kokte laksebein og enzymbehandlede laksebein
(Tabell 1 og 2). Forseket samt forproduksjon ble gjennomfort pé Fiskeriforskings fasiliteter 1
Bergen. Tolv grisunger (gjennomsnittlig kroppsvekt pa 10,8+1,4 kg) ble tilfeldig fordelt pa én
av de tre forseksdiettene. Grisene ble oppstallet enkeltvis, med kontroll pa forinntak og fri
tilgang pd vann. Kalsiummengden 1 forene tilsvarte behovet for gris (0,7%), og det ble
benyttet foringredienser som var naturlig lave i1 kalsiuminnhold slik at de eksperimentelle
kalsiumkildene skulle utgjere mest mulig av den totale kalsiummengden (~86%). Siden det
var usikkert om vi kunne fa til fullstendig oppsamling av feces og urin ble foret tilsatt

yttriumoksid (0,01% vétvektsbasis) som inert marker. Forsgket gikk over 19 dager og det ble



samlet opp representative prever av feces de seks siste dagene. For & kunne méle markerer for
beinmetabolisme ble det 1 lopet av forseket tatt én spotpreve av urin, og tre fastende

blodprover.

Tabell 2: Innhold av naringsstoffer i de eksperimentelle forene som ble brukt i de to
absorpsjonsforsekene pa gris. Kolonneoverskrift 1 andre rad angir kalsiumkilden 1 de
ulike forene. "Weifa kalsium” og “Kalsiumkarbonat” er kontrollgruppene i
henholdsvis forste og andre griseforsek. Bortsett fra ”Laks kokt” ble alle de andre
fiskebeinene renset enzymatisk.

Griseforsgk 1 Griseforsek 2

Weifa  Laks Laks Kalsium- Laks Sei Torsk

kalsium Kokt karbonat
Fett (g/100 g) 5,0 58 51 20 20 1,9 20
Protein (g/100 g) 22,6 23,2 232 19,6 20,2 20,5 19,8
Aske (g/100g) 5,3 46 51 52 47 4,6 55
Ca (g/kg) 7,5 6,5 7,8 72 80 7,8 10,8
P (g/kg) 53 69 85 93 85 80 99
Y (mg/kg) 75 85 81 70 68 70 71

Griseforsgk 2 ble gjennomfort pad Agrifood Research Finland (MTT). I dette forseket
valgte vi et randomisert overkrysningsdesign der alle 8 grisene fikk de fire forseksdiettene i
tilfeldig rekkefolge. De ulike kalsiumkildene var kalsiumkarbonat og enzymbehandlet bein fra
laks, torsk og sei (Tabell 1 og 2). Ogsé 1 dette forsegket ble det brukt foringredienser lave 1
naturlig kalsium, og foret ble tilsatt yttriumoksid (0,01% vatvektsbasis) slik at vi kunne
validere det forst griseforsgket. Grisene (gjennomsnittlig kroppsvekt pad 10,8+0,9 kg) ble
enkeltvis oppstallet i metabolismebaser og vi fikk dermed en fullstendig oppsamling av bade
feces og urin. Grisene ble gitt ngyaktig samme mengde for (pair-fed) og hadde fri tilgang pé
vann. Hver eksperimentelle periode varte i 12 dager og det ble daglig samlet opp feces og urin
de fire siste dagene i hver periode. Det ble tatt fastende blodpreve mellom periodene for &
kunne male markerer for beinmetabolisme.

Begge forsgkene var godkjent av de lokale forseksdyrutvalgene.



Absorpsjonsforsek — menneske:

Kalsium fra tre ulike kalsiumkilder; kalsiumkarbonat (kontroll) og enzymbehandlet
laks- og torskebein (Tabell 1) ble bakt inn 1 rundstykker og gitt som frokost til 10 unge, friske
menn. Rundstykkene ble péafert en liten mengde radioaktivt kalsium (*’Ca) som kunne males i
en helkroppsmaler pa Rigshospitalet i Kabenhavn. Det ble benyttet en overkrysningsmodell
der forsekspersonene fikk alle de tre ulike kalsiumkildene 1 tilfeldig rekkefelge. Det ble tatt
fastende blodprover for testmaltidet for analyse av biokjemiske parametere. Forsekspersonene
startet med et daglig vitamin D tilskudd (10 pg/d) to méneder for forsgkets startet og fortsatte
a ta tilskudd gjennom hele forsgksperioden. Det var ikke tillatt & ta andre typer tilskudd.
Bortsett fra uken de fikk forseksmaéltidet spiste forsekspersonene sin vanlige kost. I
forseksuken fikk alle en standardisert kost. Energiinnholdet i1 kosten denne uken ble bestemt
ut i fra vekt og aktivitetsniva.

I alle tre testmdltidene ble det tilsatt 800 mg kalsium fra kalsiumkildene som skulle
testes. Forsgkspersonene fikk en standardisert mengde ionebyttet vann sammen med maltidet.
Alle testmadltidene ble inntatt pd Institutt for human ernaring, Kebenhavn Universitet,
Danmark.

Helkroppsmalingene ble gjennomfert i helkrosppsméler pa Avdeling for klinisk
fysiologi og nuklearmedisin, Rigshospitalet i Kabenhavn, Danmark. Det ble gjennomfert fire
malinger 1 hver av de tre testperiodene: én maling for forsgksmdling (baseline), og deretter pd
dag 13, 20 og 23. Alle bestemmelser av *’Ca vil bli korrigert for radioaktiv nedbrytning
tilbake til inntaket av testméltidet pd dag 0.

Resultater og diskusjon - absorpsjonsforsek pa gris:

De to griseforsokene viser at kalsium fra fiskebein absorberes like godt som
kalsiumkarbonat (Figur 1 og 2). I det forste forseket fant vi best absorpsjon hos dyrene som
fikk enzymbehandlede laksebein (Figur 1). Ogsa i griseforsek 2 ble funnet en noe heyere
gjennomsnittlig kalsiumabsorpsjon den perioden dyrene fikk enzymbehandlet laksebein.
Forskjellen mellom laksebeinsgruppen og kalsiumkarbonatkontrollen var imidlertid ikke
statistisk signifikant (Figur 2). Grisene har lavest kalsiumabsorpsjon den perioden de fér
enzymbehandlede torskebein, men det er bare signifikant forskjell mellom laksebeinsgruppen
og torskebeinsgruppen. Foret med enzymbehandlet torskebein inneholdt mer kalsium enn de
andre forene og grisene fikk derfor et kalsiuminntak i denne perioden som 14 over behovet.
Ved hoyt kalsiuminntak nedreguleres absorpsjonen (Miller 1989; Ferndndez 1995), og derfor

er det ikke uventet at absorpsjonen er lavest i denne gruppen. Arsaken til denne svakheten i



forsgksopsettet ligger 1 at vi fikk opplyst feil kalsiuminnhold fra produsenten og vi

kontrollanalyserte ikke torskebeinsproven for vi lagde foret.
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Figur 1: Griseforsek 1. Tilsynelatende absorpsjon av kalsium (%) hos griser som fér tre ulike
kalsiumkilder; kontroll (Weifa kalsium), enzymbehandlet (Laksebein-1) eller kokt (Laksebein
kokt) laksebein. Resultatene er gitt som gjennomsnitt = SEM. Signifikante forskjeller er
markert med ulik bokstav 1 figuren (p=0,014).

I det forste griseforseket var det forskjellig fosfatinnhold i forene. I utgangspunktet
skulle det veert tilsatt ekstra fosfat til kontrollforet, men analyseresultatene tyder pa at dette
ikke ble gjort. Forsek har vist at absorpsjonen nedsettes nar fosfatinnholdet er hoyere enn
kalsiumnivéet i1 en diett som i utgangspunktet har et tilstrekkelig kalsiumniva. Det er tilfelle
for begge laksebeindiettene (Tabell 2) og forskjellen er storst hos gruppen som fikk laksebein
behandlet med enzymer. Det er en svakhet ved denne forste studien at grisene fikk fri tilgang
pa mat. Resultatene viser imidlertid at det er ingen forskjell i matinntak mellom
kalsiumkarbonatgruppen og gruppen som fikk enzymbehandlede laksebein. Det betyr at

forskjellen i absorpsjonen som er funnet mellom disse to gruppene ikke kan skyldes designet



pa forseket. Néar det gjelder gruppen som fikk kokt laksebein, er det flere faktorer som kan
forklare darligere absorpsjon enn gruppen som fikk enzymbehandlede laksebein; noe
dérligere vekst, lavere forinntak, sterre partikkelstorrelse pé laksebeinsmelet, og heyere

kalsiuminnhold i foret.
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Figur 2: Griseforsek 2. Tilsynelatende absorpsjon av kalsium (%) hos griser som far fire ulike
kalsiumkilder;  kontroll  (kalsiumkarbonat), = enzymbehandlet seibein  (Seibein),
enzymbehandlet laksebein (Laksebein), eller enzymbehandlet torskebein (Torskebein).
Resultatene er gitt som gjennomsnitt + SEM. Signifikante forskjeller er markert med ulik
bokstav i figuren (p=0,014).

Et overraskende, men interessant resultat, var forskjellen i vekst som ble funnet i
griseforsek 2 (Tabell 3). Grisene vokste signifikant bedre de periodene de fikk fiskebein som
kalsiumkilde. Det var ingen vekstforskjell mellom de ulike fiskebeinsgruppene og alle hadde
bedre vekst en kontrollforet med kalsiumkarbonat som kalsiumkilde. Vekstforskjellen er
derfor mest sannsynlig forirsaket av en komponent som er felles for fiskebeinmelene.

Kalsium kan reagere med fett og felles ut som sdpe i feces. Hvis dette hadde vert tilfelle for



kontrolldietten, ville man ha funnet et hayer kalsium- og fettinnhold i fecesprovene til grisene
som har fatt kalsiumkarbonatforet. Analyseresultater stotter imidlertid ikke denne hypotesen.
Tilsvarende vekstresultater er funnet i fiskeforsek (Toppe et al. 2006), men i disse forsekene
var det hoyere forinntak i gruppene som vokste best, og resultatene kan derfor skyldes ulikt
forinntak. Vekstforskjellene som ble funnet i griseforseket er spesielt interessante siden

fiskebeinskilder kun er tilsatt i sma mengder til férene (ca 0,8%).

Tabell 3: Vekst hos gris gitt tre ulike kalsiumkilder i foret: kommersielt tilgjengelig
kalsiumkarbonat (Weifa kalsium), kokt laksebein (Laks Kokt) eller enzymbehandlet bein fra
laks (Laks), sei (Sei) og torsk (Torsk)

Griseforsok 1 Griseforsok 2
g/dag Weifa  Laks Laks Kalsium- Laks Sei Torsk
kalsium Kokt karbonat
N 4 4 4 8 8 7 7
Matinntak 525 514 538 975 975 975 973
Daglig vektekning 330 250 370 518 569 557 559

Resultat humant absorpsjonsforsek:

Absorpsjonsforsgket pa menneske viste ingen signifikante forskjeller mellom de ulike
behandlingene (Figur 3), men forsekspersonene hadde en tendens til bedre absorpsjon den
perioden de fikk kalsiumkarbonat (kontroll) sammenlignet med periodene de fikk
fiskebeinsprovene. En undersgkelse som sammenlignet kalsiumabsorpsjon fra melk, et maltid
og en kalsiumtablett, fant absorpsjon pa henholdsvis 24, 18 og 29% (Werner et al., 1999). [ en
oversiktsartikkel skrevet av (Guéguan and Pointillart 2000) konkluderes det med at
kalsiumabsorpsjon fra kalsiumsalter varierer mellom 23 og 37% hos menneske. Resultatene
fra vart forsek ligger innenfor disse intervallene.

Selv om fiskebeinmelene kommer litt ddrligere ut i forseket pa menneske, viser de tre
absorpsjonsforsekene at bein fra laks, torsk og sei absorberes omtrent like godt som
kalsiumkarbonat. Mange forsek har opp gjennom tidene sammenlignet ulike kalsiumkilder,
og det er ingen enkeltprodukter som peker seg ut som en mye bedre kilde enn andre.

Fiskebeinmel har den fordelen at det ogsa inneholder andre viktige naringsstoffer.
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Figur 3: Absorpsjon av kalsium (%) hos unge menn som far fire ulike kalsiumkilder; kontroll
(kalsiumkarbonat), enzymbehandlet laksebein (Laksebein) eller enzymbehandlet torskebein
(Torskebein). Resultatene er gitt som gjennomsnitt + SEM. Det var ingen signifikante
forskjeller mellom gruppene (p=0,190).

Diskusjon og kommersialiseringspotensiale:

Kalsiuminnholdet i fiskebein er en viktig faktor for hvor godt ravaren egner seg som
kosttilskudd. Hvis kalsiuminnholdet (eller mer spesifikt, tettheten) er for lavt vil en enkelt
tablett bli for stor til at den kan svelges. Da ma man ta flere tabletter for 4 fa et tilstrekkelig
inntak av kalsium for & fa et hoyt nok tilskudd. Kalsiumkarbonat, som er det kalsiumsaltet
som i sterst grad benyttes som kalsiumtilskudd, inneholder omtrent 40 % kalsium.
Fiskebeinsprovene som har blitt benyttet 1 vare forsek varierer fra 16 til 26 % (Tabell 1).
Beinprovene ligger noe lavere enn kalsiumkarbonat, men kan sammenlignes med andre
kalsiumsalter som kalsiumcitrat, —gluconat, —lactat og -—acetat. Disse saltene har et

kalsiuminnhold mellom 9 og 25% (Weast, 1979).
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Som ingrediens i for eller naeringsmidler vil kalsiuminnholdet spille mindre rolle fordi
bruken vil vaere annerledes og man kan variere hvor mye man vil sette til. Partikkelsterrelsen
vil her viktig, men det viktigste aspektet vil vaere biotilgjengeligheten. Generelt avhenger den
for kalsiumsalter bdde av lgselighet, magesyreproduksjon og om saltet inntas alene eller
sammen med et maltid. Et eksempel pa dette er kalsiumkarbonat som trenger syre for & loses 1
magen. Hos personer med lav magesyreproduksjon har det vist seg at kun 4 % av kalsiumet
absorberes pa fastende mage, mot 45 % hvis supplementet inntas sammen med et maltid
(Recker, 1985). Et annet forsek viser imidlertid ingen forskjell pd& om kalsium inntas i et
maltid eller alene. Dette forseket ble utfort pa friske voksne menn og testet ut melk, frokost
og et supplement bestdende av kalsiumkarbonat og kalsium laktoglukonat (Werner et al.,
1999). En meta-analyse av 15 studier (184 friske forsekspersoner) viser at absorpsjonen er
best ndr kalsiumkilden inntas sammen med et maltid (Sakhaee et al. 1999). Heaney et al.
(1989) fant at kalsiumabsorpsjonen gkte fra bade kalsiumkarbonat og kalsiumcitrat nér
produktene ble tatt i forbindelse med maltid. Dette kan vere interessant & merke seg 1 forhold
til markedet innen functional food”.

For oss var det en utfordring & fi til et finmalt mel av laksebeinsprovene. |
absorpsjonsforseket pd mennesker forte den grovkornete konsistensen pa laksebeinmelet til at
forsegksrundstykket med laksebein knaste nir man spiste den. Siden forsekspersonen ikke
skulle vite hvilken kalsiumkilde som var i1 rundstykket, ble rundstykket servert med
bringebaersyltetoy. Verken fiskelukt eller —smak var noe problem i forhold til dette forseket.
Vi har senere fitt vite at Fiskeriforskning har klart & lage mel av laksebein som tilsvarer
partikkelsterrelsen som var 1 torsk- og seibeinmel (Jogeir Toppe, personlig kommunikasjon).

Vekstforskjellene som ble funnet i1 griseforsek 2 et er interessante. Det ber
gjennomfores flere forsek for & finne ut mer om sammenhengen mellom vekst hos dyrene og

fiskebein i dyrefor.
Siden fiskebeinmel har vist seg 4 vaere en god og tilgjengelig kalsiumkilde og siden

det inneholder flere essensielle naringsstoffer, burde fiskebein vare en aktuell ingrediens

bade i dyrefor og i neringsmidler.
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Publisering:

Alle arbeidene vil bli publisert i internasjonale peer-reviewed journaler. Det forste
absorpsjonsforseket pa gris er sent til vurdering, og har ogsa veart presentert som “poster” pad
”The 6th International Symposium on Nutritional Aspects of Osteoporosis” i Lausanne,
Sveits, 4.-6. mai 2006. Det andre absorpsjonsforseket pa gris vil bli sendt til vurdering i lapet
av sommeren 2007. Nar det gjelder absorpsjonsforsgket pd menneske er det fremdeles en del

metodiske spersmél som ma avklarer for manuskriptet er klart.
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