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’State of the art’.

Det er generelt akseptert at marine lipider i kostholdet har en positiv helseeffekt.
Forseksresultat har bl.a. vist at inntak av fiskeoljer virker forbyggende mot utviklingen av
hjerte-/kar sykdommer og en rekke andre lidelser. Dagens oppfatning er at denne
helsegevinsten skyldes at marine oljer innholder langkjedete omega-3 fettsyrer som EPA og
DHA. Imidlertid er det forskningsresultat som indikerer at vi ved & spise fisk far en
helsegevinst utover det en oppnér ved inntak av fiskeoljer. I et studium publisert 1 1998 fant
Albert et al. at mennesker som spiste fisk 1 — 2 ganger pr. uke fikk en positiv helsegevinst og
at effekten var uavhengig av om fisken var av type mager eller type fet. Dette blir stottet av
resultatene fra et forsgk prof. Inga Thorsdottir, fra Universitetet i Reykjavik, presenterte pa
SeaFood Plus konferansen i Tromse; mai 2006. Deler av resultatene er vist i figur 1.
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Personene som deltok i forseket ble gitt fire forskjellige dietter; hvor tre av diettene var basert
pa, henholdsvis, fiskeolje, torsk (mager fisk) og laks (fet fisk). Den fjerde gruppen gikk pé
vanlig kosthold (kontroll gruppen). Innholdet av totalkolesterol i blodplasma ble betydelig
redusert hos personene som fikk fisk sammenlignet med fiskeolje- og kontroll- gruppen, og
det var ikke statistikk signifikante forskjeller mellom de som ble gitt mager og fet fisk.
Tilsvarende effekt ble ogsa vist for LDL- kolesterol; dvs. at *usundt’ kolesterol ble betydelig
senket hos de som hadde spist fisk og at inntak av fiskeolje i denne sammenhengen var
ubetydelig. Dette viser at inntak av fiskeoljer 1 seg selv ikke pavirket blodkolesterolet, noe
som samsvarer med den generelle oppfatningen om helseeffekter av fiskeolje.

For ca. 10 ar siden gjennomforte prof. Edel Elvevoll, prof. Bjarne Osterud og medarbeidere et
forsek i Tromse der forsekspersonene bl.a. ble gitt ra kvalolje som var framstilt ved
kaldpressing (Elvevoll & Osterud 2003). En annen forseksgruppe ble gitt tilsvarende olje etter
at oljen var raffinert. Resultatene fra dette forsgket viste at personene som inntok raoljen fikk
betydelig okning av HDL-kolesterol i blodet (’sundt’ kolesterol) og forbedret tilstand i
immunsystemet. Disse positive helseeffektene ble ikke funnet hos personene som fikk den
raffinerte kvaloljen.

Tilsvarende forsgksresultat ble vist i et forsek med rotter som ble foret ra (uraffinert)
sardinolje som var ekstrahert fra vaeskefasen ("vaskevannet”) som oppstar under produksjon
av surimi (Toyoshima et al. 2004). Denne produksjonen foregikk ved lav temperatur. Oljen
ble blandet inn 1 en diett og gitt til rotter. Effekten pa rottenes blodkolesterol ble
sammenlignet med, henholdsvis, rotter som var gitt en raffinert, kommersielt tilgjengelig
sardinolje; og rotter gitt soyaolje (kontroll gruppen). Resultatene er gjengitt i figur 2 og viser

Figur 2. Rotter foret raffinert (RSO) og uraffinert
(USO) sardinolje, samt soya olje (Kontr): Effekt pa
plasma kolesterol (mg/dl plasma)
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at rotter som var gitt raoljen (URS) fikk signifikant laver totalkolesterol i blodet sammenlignet
med de gvrige gruppene som var gitt kommersielt tilgjengelig sardinolje og soyaolje.

Sett under ett indikerer resultatene fra disse forsekene med mennesker og rotter at raoljer
produsert fra marine organismer innehar komponenter/egenskaper som gir en positiv
helsegevinst utover effekten av omega-3 fettsyrene og at denne effekten tapes under
raffineringsprosessen.



Med bakgrunn i nevnte referanser er det nedvendig & gi en kort beskrivelse av prosessene som
nyttes ved produksjon av réoljer og raffinering.

Tradisjonell produksjon av ra fiskeolje foregar ved at fiskerastoffet varmes til ca. 90°C for det
blir ledet gjennom en presse. Under pressingen framkommer en veskefraksjon og en
presskake. Vaskefasen bestar av vann og olje faser som skilles i en separator. Vannfasen, som
er limvannet, blir oppkonsentrert (avdampet) og tilbakefort presskaken for torking, og videre
oppmaling til fiskemel. Oljefasen blir vasket (polert) med varmt vann for a fjerne det meste av
uenskede komponenter; som for eksempel protein (Young 1982). Denne ekstraksjonsmetoden
vil vi kalle varmepressing (VP).

Kaldpressing (KP) er en alternativ metode til & ekstrahere olje fra fiskerdstoff. Dette foregar
ved at et rastoffet (for eksempel hel makrell eller lakseavskjar) males/kvernes for det hurtig
blir frosset til for eksempel -20°C, og lagret natten over. Neste dag tines rdstoffet under
innkubering i vannbad med en maksimal temperatur pa 40°C. Vaskefasen overfores til et kar
og oljefasen dekanteres av etter henstand.

Tradisjonelt framstilt ra fiskeolje inneholder tre typer forurensinger; uleselige (vann, proteiner
o.L.), leselige (pigment , oksidasjonsprodukt, spormetaller, fosfatider, svovel- og nitrogen —
forbindelser, frie fettsyrer, mono- og di— glyserider, og ufosapbart materiale) og kolloide
(partikler bestadende av proteiner, fosfatider, karbohydrater). Det meste av disse urenhetene
blir fjernet under raffineringsprosessen som stort sett blir gjort 1 tre prosesstrinn. Det forste
trinnet er avsyring hvor rdoljen tilsettes lut for 4 fjerne frie fettsyrer, pigment, fosfolipider og
svovelforbindelser. Under blekingen, som er det neste trinnet (filtreing gjennom blekegjord),
fjernes pigment, oksidasjonsprodukt, spormetaller og siperester etter lutbehandlingen.
Damping (deodorisering) foregar ved en temperatur pa ca.170°C og under et lavt trykk
(vakuum); og med denne prosessen fjernes hydrokarboner, ketoner, svovelforbindelser og
dekomposisjonsprodukt av pigment (Young 1982).

Raffineringsprosessen fjerner dermed mange komponenter fra rdoljen som kan ha
ernzringsverdi. Dette er en kjent problemstilling innen prosessering av vegetabilske oljer og
er arsaken til at en framstiller virgin oils, som er oljer framstilt under spesielt milde
betingelser hva angar temperatur og fysisk belastning under ekstraksjonen. Dunford (2001)
har diskutert hvilke komponenter med positiv helseeffekt som finnes i rdoljer og som blir
fjernet under en ordinar raffinering.

Ré fiskeoljer inneholder noe vann (0,3- 0,5 %) og disse vanndrapene (emulsjon) kan
inneholde vannleselige komponenter og komponenter som finnes i interfasen mellom olje og
vann. Eksempler pa sistnevnte er tokoferoler (for eksempel E-vitamin). Det er vist at
fiskemuskel inneholder badde vannleselige (glutathion og ascorbinsyre (C-vitamin)), og
fettlaselige (E-vitamin og ubiquinone) antioksidanter (Jia et al. 1996; Petiello et al 1998).
Antioksidanter som naturlig finnes 1 neringsmidler har en positive helseeffekt og er eksempel
pa enskede produkt som fjernes ved raffineringen.

Malsetningen med dette delprosjektet var & karakterisere og isolere komponenter som finnes i
kaldpresset, ra fiskeolje som har en positiv helseeffekt i tillegg til omega-3 fettsyrene. Rioljen
skal vere framstilt fra biprodukt fra den marine naringen.

For & gjennomfore denne mélsetningen var det imidlertid nedvendig & dokumentere at rd
fiskeolje har en spesiell positiv erneringseffekt ssmmenlignet med tilsvarende raffinert olje.
Dokumentasjon ble gjennomfert etter folgende plan:



- Fremstille ra fiskeolje med forskjellig ekstraksjonsmetode (varmepressing og

kaldpressing)
- Raffinere deler av rdoljene

- Gjennomfoere kjemiske analyser av rdoljene og gjennom raffineringsprosessen
- Komponere/preparere for til forseksdyr basert pa respektive olje fraksjoner

- Gjennomfere foringsforsek (rotter og gris)

- Utfoere analyser i biologisk materiale fra foringsforsegkene.

Resultat og diskusjon.
Oljeproduksjon.

Olje ble framstilt fra hel makrell (konsumkvalitet) ved henholdsvis kaldpressing (KP) og

varmepressing (VP). Det samme rastoffet ble nyttet for begge produksjonene. Prosessene er

kort beskrevet ovenfor. Tilsvarende oljer ble ogsa framstilt med lakseavskjer (hode/rygg)

som rastoff. Respektive rdoljefraksjoner ble raffinert ved avsyring, bleking og deodorisering

(se ovenfor). Oljenes sammensetning forandret seg betydelig under raffineringsprosessen.
Dette er vist for makrelloljen i figurene 1A - 1G.

Figur 1A. Oksidasjonsnivaene (TOTOX) i
kaldpresset og tradisjonelt presset
(varmepresset) makrellolje som funksjon av
raffineringstrinnene.
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Figur 1B. EPA (20:5 n3) og DHA (22:6n3) innholdet
(9/100 g olje) i kaldpresset (KP) og varmepresset (VP)
makrellolje som funksjon av raffineringstrinnene.
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Figur 1C. Nitrogeninnholdet (ppm) i
kaldpresset og varmepresset makrellolje som
funksjon av raffineringstrinnene
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Figur 1D. Svovelinnholdet (ppm) i kaldpresset
og varmepresset makrellolje som funksjon av
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Figur 1E. Sum PCB 7 innholdet Figur 1F. Dioxininnholdet (pg/g)
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Oksidasjonsnivéet er vist som funksjon av TOTOX. TOTOX er en funksjon av peroksidtallet
(PV), som er et mdl for primere oksidasjosprodukt, og anisidintallet (AV), som er et mél for
sekundere oksidasjonsprodukt (aldehyder), og er bestemt med formelen (AV + 2*PV). Figur
1A viser at rdoljen framstilt ved kaldpressing var betydelig mindre oksidert enn varmepresset
rdolje. Oksidasjonsnivaet blir redusert som funksjon av respektive raffineringstrinn, men
forholdet mellom oksidasjonsnivaene i KP og VP oljene ble opprettholdt gjennom hele
rensingsprosessen.

Innholdet av omega-3 fettsyrene EPA og DHA, bestemt som gram/100 gram olje, ble noe
redusert under raffineringen (figur 1B). Dette gjaldt spesielt DHA, og kan forklares ved at ra
fiskeoljer inneholder en mindre andel fosfolipider (PL) som fjernes under raffineringen.
Spesielt DHA er anriket i PL sammenlignet med oljens molekylare hovedbestanddel; som er
triglyserider.

Innholdet av nitrogen- og svovel- holdige komponenter var storst i rdoljen framstilt ved
varmepressingen (figur 1C og D). Videre ser vi at de nitrogenholdige komponentene 1 begge
rdoljene ble fjernet ved avsyringen (figur 1C). De svovelholdige komponentene i VP rdoljen
ble delvis fjernet under raffineringen, men slik at nivaet etter dampingen (deodoriseringen)
var pa ca. 5 ppm (mg/kg olje). Vi ser ogsa (figur 1C) at innholdet av svovel i KP-rdoljen var
uendret under hele raffineringen; d.v.s. 5 ppm.

Kjente nitrogenholdige komponenter i rdoljene er proteiner og frie aminosyrer (se nedenfor),
samt fosfolipider. Svovel finnes ogsa 1 proteiner og aminosyrer. Det er kjent at proteiner og
aminosyrer fjernes under raffineringen. Imidlertid vet vi ikke hvilke komponenter som finnes
1 de raffinerte oljene som har et S-innhold tilsvarende 5 ppm. Det samme S-innholdet ble ogsa
funnet i raffinert olje framstilt av lakseavskjer.

Miljegiftene PCB og doxiner var stort sett pd samme 1 nivd de respektive rdoljene. Som det
framgar av figurene 1E og 1F, ble disse komponentene delvis fjernet under raffineringen;
d.v.s. 60-80% og 30-40% reduksjon av PCB- og dioxin- innholdet , henholdsvis.

Det ble funnet ca. 8 ppm av tungmetallet arsen (As) i begge raoljene, men As ble fjernet etter
avsyringsprosessen.

For gvrig ble analysert for innholdet av tungmetallene kvikkselv, kadmium og bly uten at
disse ble detektert over angitte grenseverdier (ca. 0,3 ppm). Analyse for fosfor-innholdet ga
heller ikke utbytte, men her var grenseverdien for deteksjonen 41 ppm som er relativt hoyt for
en eventuell deteksjon av fosfolipider.

Aminosyresammensetningen i vannekstraktet fra forskjellig raoljer er vist i tabell 1.
Sammensetningen varierte noe mellom rioljene fra makrell og laks, men det synes om



Tabell 1. Aminosyresammensetningen (%) i vannekstrakt fra rdoljer: Varmepresset (VP) makrellolje,
varmepresset og kaldpresset (KP) lakseolje. Tilsvarende er vist for fiskemel.

Makrell (VP)|Laks (VP) Laks (KP) Fiskemel
Asp 5,8 9,6 9,8 10,2
Glu 8,4 12,7 12,2 14,3
HyP 3,5 1,8 0,6 0,8
Ser 6,2 4.5 43 4.6
Gly 13,3 9,1 6,7 6,1
His 5,3 2,3 1,8 1,8
Arg 10,6 8,2 9,1 5,6
Thr 4,4 4,7 4,9 4,6
Ala 4,4 7,9 8,5 7,1
Pro 9,3 54 5,5 4,6
Tyr 1,8 2,8 3,7 3,1
Val 4,9 5,8 6,7 6,1
Met 2,7 2,4 24 3,6
lle 3,56 4,1 4,9 5,1
Leu 7,1 7,5 7,9 9,2
Phe 3,5 4,5 4,3 4,6
Lys 5,3 6,6 6,7 8,7
Sum 100,0 100 100 100,0

aminosyrene Glu, Gly, Arg og Leu var mest dominerende 1 begge oljene. Sammenlignes
sammensetningene i rdoljene med et gjennomsnittelig fiskemel, er monsteret tilneermet det
samme bortsett fra at Lys- og Leu- innholdet var lavere, og Arg-innholdet var hayere i
rdoljene. Effekten av kaldpressing versus effekten av varmepressing pa aminosyre-
sammensetningen i ra lakseolje synes liten, men innholdet av Gly og HyP var heyere 1 VP-
oljen.

Tabell 2 viser innholdet av enkelte frie aminosyrer i respektive ra lakseoljer, dvs. aminosyrer
som ikke var bundet i1 peptidkjeder/protein. Det synes som at innholdet av enkelte frie
aminosyrer ble pavirket av hvordan rioljene ble prosessert. Eksempelvis kan nevnes at
innholdet av taurin, anserin og kreatinin var sterre i varmepresset rdolje.

Tabell 2. Innholdet av frie aminosyrer (ikke-protein bundne) i varmepresset (VP-R) og kaldpresset (KP-R) ra
(KP) lakseolje.

Frie aminosyrer (mg/liter olje) KP-Ra VP-Ra
Glutaminsyre 0,171 0,418
Asparagin 0,095 0,076
Glysin 0,627 0,190
Glutamin 0,475 0,304
3-amino-propansyre 0,152 0,171
Taurin 0,323 0,855
Treonin 0,266 0,513
Alanin 0,532 0,114
Anserin 0,000 1,197
Kreatinin 0,551 1,064




Biologiske forsok.

Rotteforsok.

Rotter ble gitt 7 forseksfor som inneholdt 10% av respektive forseksoljer. Raoljene (Ra) var
framstilt fra hel makrell, og ble ekstrahert med, henholdsvis, kaldpressing (KP) og
varmepressing (VP). Tilsvarende raffinerte (Raf) oljer ble ogsa foret. Forseksoljene var:
Varmepresset ra (VP-R4) og raffinert (VP-Raf), kaldpresset rd (KP-R4) og raffinert (KP-
Raf), samt en fraksjon av den kaldpressede raoljen som var varmehandlet (KP-R&-V) med
tilsvarende belastning (tid/temperatur) som ved prosessering av varmepresset rdolje. I tillegg
ble gitt to kontrolldietter; én basert pa soyaolje (SBO) og én pa rapsolje (RSO).

Tabell 3. Analyser for lipidoksidasjon i diettene: Anisidintall (AV) og peroksidtall (PV) i lipidekstrakt (Bligh &

Dyer), og kjemiluminescens analysert direkte pr. 50 mg for. TOTOX=AV+2*PV.

Diettolje AV PV TOTOX CL

SBO 140 0 140 57760
RSO 54 0 54 57550
VP-Ra 310 32 374 57800
VP-Raff 50 0 50 64250
KP-R& 250 41 332 59300
KP-R&-V 190 35 260 58775
KP-Raff 140 0 140 67480

Analyser for oksidasjonsnivaet i ekstrahert diettfett er vist i Tabell 3. Tabellen viser at
innholdet av oksidasjonsprodukt (aldehyder (AV) og peroksider (PV)) var betydelig lavere i
diettene basert pa raffinerte oljer sammenlignet med rdolje-diettene. Intensiteten av
kjemiluminescensen (CL) gir imidlertid et annet bilde da CL er storst for diettene basert pa
raffinerte fiskeoljer; sammenlignet med rdoljene. Dette kan forstas ved at analyser av
oksidasjonsproduktene (AV og PV) reflekterer noe som har skjedd i oljen for analysen ble
utfort, mens hoy CL-intensitet viser at oksidasjon er under utvikling ndr analysen blir utfort.

Figur 2A Levervekt som % av kroppsvekten hos Figur 2B. Leverfett som % av kroppsvekten hos
rotter foret respektive makrell- rotter foret respektive makrellolje-fraksjoner
oljefraksjoner(p=0,055); alle ra vs. alle raffinerte (p=0,268).
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Rottene ble foret i1 3 uker, 6 rotter pr. diett. Vekst/kroppsvekt ble ikke pavirket av diettene.
Hjertets vekt, som andel av kroppsvekten, ble heller ikke pavirket av forseksdiettene

Vi sd imidlertid at leverens vekt og fettinnhold varierte som funksjon av diettoljene. Dette er
vist 1 figurene 2A og 2B. Levervekten, som prosent av kroppsvekten, gkte 1 gruppene gitt
raffinert olje, sammenlignet med rotter foret réoljene (p=0,038). Resultatene viste ogsa at
rottene som var gitt kaldpresset olje (ra + raffinert) hadde signifikant lavere levervekt enn
rottene som var gitt VP-oljene (p=0,050). Leverens fettinnhold, som funksjon av
kroppsvekten, var spesielt lavt hos rotter foret varmebehandlet kaldpresset rdolje;
sammenlignet med gruppene gitt VP-Ra (p=0,010) og VP-Raf (p=0,016). Resultatene
indikerer at kaldpresset rdolje, uavhengig om den var varmebehandlet, ga en lever med minst
vekt og fettinnhold.



Dette viser ogsa at bade ekstraksjonsmetode for framstilling av rdoljen og raffinerings-
prosessen ga biologiske effekter.

Plasmakolesterolnivdene hos rottene ble pdvirket av ekstraksjonsmetoden, men ikke av
raffineringsprosessen. Dette er vist pa Figurene 3A og 3B. Figur 3B viser at gruppene som var
gitt kaldpresset olje (KP-Ra + KP-Raf) hadde et klart lavere kolesterolniva enn gruppene gitt
varmepresset olje (VP-Ra + VP-Raf) (p=0,005).

Figur 3A. Plasmakolesterol hos rotter foret ra Figur 3B. Plasmakolesterol (mgl/liter) hos
og raffinert kalpresset (KP) , henholdsvis rotter foret ra og raffinert kaldpresset (KP),
varmepresset (VP) makrellolje (p=0,057)) eller ra og raffinert varmepresset (VP)
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Innholdet av fosfolipider i blodet hos rottene var sterkt korrelert til totalkolesterol i plasma
(r=0,999) og samsvarer derfor med at blodlipidene som transporterer kolesterol ogsa
inneholder fosfolipider. Innholdet av triglyserider i blodplasma tenderte lavere hos gruppene
gitt de raffinerte oljene sammenlignet med tilsvarende rdoljer, mens nivaet av redusert
glutation syntes lavere hos dyrene gitt rdoljer. De vegetabilske oljene, rapsolje og soyaolje, ga
mindre mengder av, henholdsvis, vitamin A og redusert glutation. Vitamin E innholdet i
plasma var heyest hos rotter gitt soyaolje.

Redusert glutation, samt vitamin A og E fungerer bl.a. som antioksidanter i organismen, men
plasmanivaet gjenspeiler ogséd diettinnholdet. Plasmanivaene av, henholdsvis, homocysteine,
cysteine, cystine, cysteinyl-glycine og total glutathione var upévirket av diettoljene.
Analysene viste ogsa at plasmainnhold av triglyserider var positivt korrelert med TOTOX-
verdien i forene (r=0,798), men negativt korrelert til kjemiluminescens-intensiteten i forene
(r=-0,969). Fettsyreinnholdet i blodplasmaet var lavest hos rotter som var gitt kaldpresset
rdolje.

Sette under ett, synes de mest interessante resultatene & framkomme i gruppen rotter gitt
kaldpresset raolje.

Griseforsek 1.

Grisunger ble gitt forseksdietter som innholdt 10% av respektive forseksoljer framstilt fra
lakseavskjer: Kaldpresset ra (KP-Ra) og raffinert (KP-Raf) olje, samt varmepresset ra (VP-
R4&) og raffinert (VP-Raf) olje.

Respektive dietter ble gitt til 4 griser og foret 1 4 uker. Grisenes alder ved anskaffelsen var 5
uker. Etter en tilvendingsperiode pd én uke ble forseksdiettene foret. Det ble tatt blodprever
ved forsekets start, samt etter 2 og 4 ukers foring.

Grisungene viste god trivsel og vekst og det var ingen forskjell mellom diettgruppene i denne
sammenhengen.



Resultat fra analyser i blodplasma er vist i figurene 4A-E.
Samtlige grupper fikk et okt triglyserid (TG) —innhold i blodplasma i forseksperioden, men

okningen var sterst for gruppen gitt varmepresset raolje (figur 4A). De andre gruppene viste

ikke statistisk signifikante forskjeller. Resultatene var imidlertid uventet da inntak av
fiskeoljer hos voksne mennesker medferer reduksjon av TG-nivéet i plasma. Dette har vert
diskutert med sakkyndige, men de medgir at vi ikke vet hvordan TG-nivédet hos barn endrer

seg som folge av fiskeolje i1 kostholdet.

Figur 4A. Triglyserider i blodplasma hos grisunger etter
4 ukers foring med ra og raffinert makrellolje ekstrahert
ved varmepressing (VP), eller kaldpressing (KP).
Parentes: Ulike bokstaver gir signifikante forskjelliger

Figur 4B. Total-kolesterol i blodplasma hos grisunger
etter 4 ukers foring med ra og raffinert makrellolje
ekstrahert ved varmepressing (VP), eller kaldpressing
(KP). Parentes: Ulike bokstaver gir signifikante

(p<0,05). L
forskijelliger (p<0,05).
oss VP: Ra (b) 07 feliger (p<0,05)
03 06 VP: Ra (b)
025 05 |
ﬁ 02 g0
TE’ o15 | KP: Raffinert ?E, »
£ a os <] KP: Ra (a)
ot @ VP: Raffinert KP:Ré(a) E 02|
() KP: Raffinert VP: Raffinert
0,05 I:l 0,1 (a) (a)
0 0 | —
Figur 4C. HDL-kolesterol i blodplasma hos grisunger etter 4 Figur 4 D. Fibrinogen i blodplasma hos grisunger etter 4
ukers foring med ra og raffinert makrellolje ekstrahert ved ukers foring med ra og raffinert makrellolje ekstrahert ved
varmepressing (VP), eller kaldpressing (KP). Parentes: Ulike varmepressing (VP), eller kaldpressing (KP). Parentes:
bokstaver gir signifikante forskjelliger (p<0,05). Ulike bokstaver gir signifikante forskjelliger (p<0,05).
02+
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Figur 4 E. Homocystein i blodplasma hos grisunger etter 4
ukers foring med ra og raffinert makrellolje ekstrahert ved
varmepressing (VP), eller kaldpressing (KP). Parentes:
Ulike bokstaver gir signifikante forskjelliger (p<0,05).
0
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Totalkolesterol i blodet gkte betydelig mer hos gruppen gitt varmepresset raolje i forhold til
de andre gruppene som innbyrdes ikke var signifikant forskjellige (figur 4B). Tilsvarende
gruppeendringer ble ogsa funnet for innholdet av LDL-kolesterol ("usundt’ kolesterol), mens
innholdet av HDL-kolesterol (’sundt’ kolesterol) okte for begge gruppene som var gitt rdoljer
og ble redusert i gruppene gitt raffinerte oljer (figur 4C).

Variasjonene i blodlipidenes sammensetning, sett under, viser at kaldpresset raolje synes a gi
mest interessante resultat.

Figur 4D viser at reduksjonen 1 fibrinogen nivéet var storst for gruppen gitt kaldpresset raolje,
som ogsa er en helsemessig fordel.

Analyser av fettsyresammensetningen i plasma viste at totalinnholdet av fettsyrer (mg/dl
plasma) etter 2 ukers foring var betydelig lavere hos dyrene som var gitt kaldpresset réolje.
Dette samsvarer med det vi fant i rotteforseket. Imidlertid forsvant denne effekten etter at
grisene var foret i 4 uker.

Homocystein-innholdet ble mest redusert i forseksperioden hos grisene gitt raffinerte oljer.
Gruppen gitt kaldpresset rdolje ga signifikant minst reduksjon i homocystein-nivaet. Dette var
en ugunstig effekt av denne oljefraksjonen.

LDL-partikler fra blodet ble isolert og oksidasjonspotensialet analysert. Det ble ikke funnet
forskjell mellom gruppene i1 denne forbindelsen.

Oppsummering.

Resultatene fra forsekene med rotter og gris har vist at prosessering av oljer har
erneringseffekter. Rotteforsagket viste at ekstraksjonsmetoden for framstilling av rdolje
pavirket leverens vekt og fettinnhold. Det samme gjaldt for raffineringsprosessen. Det ble vist
at rdolje framstilt ved kaldpressing ga minst lever og minst fettinnhold 1 leveren. Bade hos
gris og rotter ble det funnet at kaldpresset olje ga lavest blodkolesterol, og i griseforsgket ble
funnet at kolesterolet var betydelig okt 1 gruppen gitt varmepresset rdolje. Dette underbygger
at ekstraksjonsmetoden har en betydning for blodlipidenes sammensetning. Effekt av
raffineringsprosessen ble bl.a. vist med at raffinert fiskeolje ga redusert innhold av ’sundt’
blod kolesterol, mens dette kolesterolet gkte hos grisene som var gitt rdoljene; uavhengig av
ekstraksjonsmetoden.

Et spersmal er om raffineringsprosessen fjerner komponenter fra roljen, som tilsatt i
naringsmidler, vil gi en helsegevinst.

Griseforsek 2.

Hensikten med dette forsgket er & vise om de interessante komponentene, som finnes 1
rdoljen, er vannleselige.

Vi vet at rdoljen inneholder noe vann/vanndraper (emulsjon) som kan inneholde vannleselige
komponenter. Analysene som ble utfert i rdoljene viste at nitrogenholdige komponenter, som
vannleselige protein og aminosyrer, ble fjernet under raffineringsprosessen (se figur 1).

Réolje ble framstille fra lakseavskjer (hode/rygg) ved kaldpressing. Noe av raoljen ble
raffinert, mens noe av oljen ble ekstrahert (vasket) med vann ("polert’ olje). Denne vannfasen
(’vaskevannet’) ble oppkonsentrert ved lav temperatur (filminndamper). Noe av konsentratet
ble tilsatt den raffinerte oljen, og noe ble tilsatt i rapsolje. Respektive oljer ble nyttet i
grisefor. En skjematisk oversikt av oljefraksjonene og tilsvarende forseksdietter er vist pa
Figur 5.

Forseksdiettene var basert pa folgende oljefraksjoner: Réolje (R&), raffinert olje (Raf),
raffinert olje tilsatt konsentrert vannekstrakt (Raf+VE), polert olje (PO), rapsolje (VO) og
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rapsolje tilsatt konsentrert vannekstrakt (VO+VE). Respektive oljer ble blandet inn 1
forseksdiettene (10 vekt-%) og foret til grisunger. Grisungene var fire uker gamle ved
anskaffelse, og etter en ukes tilvending ble forsgksdiettene gitt i nye 4 uker. Det var 6
forseksdietter og 6 grisunger pr. diettgruppe. Det ble tatt blodprever ved start av
foringsperioden, etter 2 ukers og etter 4 ukers foring.

Vann

Ra olje (RO)
Diett olje 1

Vannekstrahert
olje (EO). Diett 4.

Raffinert
olje (Raf)
Diett olje 2
Raffinert olje
m/kons.
(Raf+VF)
Diett olje 3
Vegetabilsk >
olje (VO)
Diett olje 5

Vegetabilsk olje
m/kons. (VO+VF)
Diett olje 6

Figur 5. Oversikt/skisse for framstilling av oljefraksjonene

Grisungene viste god trivsel og vekst. I denne sammenhengen var det var ingen forskjeller
mellom diettgruppene.

Resultat fra blodanalysene er vist i figurene 6A - 6D og viser at blodplasmanivdene av total-

Figur 6A. Endringer i total kolesterol Figur 6B. Endringer i LDL-kolesterol
etter 4 ukers féring med respektive etter 4 ukers féring med respektive
diettoljer*(p=0,491). diettoljer* (p=0,939)
0,00 0,00
P -0,02 R¥ P
-0,10 ] <
-0,04
-0,20 - -0,06 -|
-0,08 -
-0,30
-0,10 |—
-0,40 - -0,12 -
-0,14 ——
-0,50
-0,16 —|—|
-0,60 -0,18 |
-0,70 - -0,20 -

Figur 6C. Endringer i HDL-kolesterol

Figur 6D. Endringer i plasma triglyser
etter 4 ukers féring med respektive

etter 4 ukers féring med respektive

diettoljer* (p=0,015). diettoljer* (p=0,243).
0,00 . . . . . . 0,200 -
o0s &P I i R —
<F il

-0,10 | — 0,000 i
-0,15 I — . 1 < =~ <P P N

0,100 2 >

< \

-0,20 -

-0,200 - —
-0,25

L -0,300 —

-0,30
0.35 || -0,400
-0,40 - -0,500 -

*) Diettoljer: Ra kaldpresset (R4d), og raffinert (Raf) lakseolje, raffinert tilsatt vannekstrakt av raoljen (Raf+VE), polert réolje (PO), rapsolje
(VO) og VO tilsatt VE.
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kolesterol (fig. 6A), LDL-kolesterol (fig. 6B), HDL-kolesterol (fig. 6C) og triglyserider (fig.
6D) stort sett ble redusert hos grisungene i forsgksperioden. Disse resultatene var svert
uventet og avviker fra det vi fant 1 det forste griseforseket. Statistiske analyser viser at
reduksjonen av total kolesterol, LDL-kolesterol og triglyserider i sveert liten grad var pavirket
av respektive dietter (p>0,05). Reduksjonen av HDL-kolesterol var derimot pavirket av
diettene (p= 0,016) og viste at reduksjonen var minst hos grisene gitt rapsolje tilsatt
konsentrert vannekstrakt (VO+VE) sammenlignet med gruppene gitt, henholdsvis; 14,
raffinert (Raf) og polert (PO) lakseolje. Det var ingen sikker forskjell mellom gruppene gitt
(VO+VE) og ren rapsolje. Det forste griseforseket viste et griser gitt ra lakseolje fikk okt,
mens raffinert olje ga redusert HDL-kolesterol i forseksperioden. Da det er enskelig at HDL-
kolesterolet blir sterst mulig, indikerer resultatene fra det siste forseket at lakseoljene ga en
uensket effekt pa blodlipidene; sammenlignet med rapsoljen.

Denne uoverensstemmelsen mellom griseforsekene fra var vanskelig a tolke. Kontroll av
resultatene fra blodlipidanalysene ble utfort ved at et annet laboratorium gjentok analysene.
Resultatene var imidlertid identiske med det som opprinnelig var rapportert. Denne kontrollen
bekrefter ogsa at resultatene fra de forste forsgkene (rotter og gris) var riktige da det var
samme laboratorium som da ble nyttet.

Ved narmere ettersyn ble det imidlertid oppdaget at basisdiettene (dvs. diettens
sammensetning for de eksperimentelle oljene ble tilsatt) var noe forandret i det siste forseket.
I det forste griseforseket var nyttet ekstrahert soyaprotein som proteinkilde, mens det i det
siste forsgket ble nyttet soyaprotein konsentrat. Proteinkonsentrasjonen i diettene var
imidlertid den samme i begge forsekene. I ettertid har vi funnet at inntak av soyaprotein
konsentrat spesielt medferer en generell reduksjon av blodlipidene (van Nieuwenhuyzen
2006; Potter 1995; Hoie 1998). En mulig arsak til at konsentratet, som innholder ca. 65%
protein, virker forskjellig fra ekstrahert soyaprotein (ca. 45% protein) kan veare at anti-
naeringsstoffer, som finnes i soya, blir fjernet under oppkonsentreringsprosessen.

Med bakgrunn 1 de forandringene som ble gjort 1 basisdietten 1 det siste griseforseket, mé vi
konkludere med at diettens proteiner pavirker blodlipidenes sammensetning og at denne
effekten kan overskygge effekter fra diettlipidene. Beklageligvis var vi ikke pa forhand klar
over at en slik endring av diettens proteinkilden ville ha s stor betydning for blodlipidenes
sammensetning; at det overskygget effekten forsgksoljene. Tatt 1 betraktning den opprinnelige
mélsetningen, ma forseket derfor betraktes som mislykket. Imidlertid indikerer resultatene at
diettfettets helsemessige betydning er samspilt med kostens fett-type og proteiner, og at dette
samspillet ber fokuseres.

Konklusjon.

To uavhengige forsgk der, henholdsvis, rotter og gris ble gitt fiskeoljer produsert av hel
makrell og lakseavskjer, har vist at rdoljen har en gunstig helseeffekt som avviker fra effekten
av tilsvarende raffinert olje.
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Kommersialiseringspotensialet.

I folge boken, ’Marine produkt: Ravarer med muligheter’, utgitt av stiftelsen RUBIN 1 januar
2007, er det teoretiske potensialet for lakseolje produksjonen i Norge lik 33 000 tonn/ar.
Beregningene er basert pa tall fra 2003. Boken viser ogsd at omsetningen av omga-3 produkt i
2005 var passert omsetningen av tran. Det er ogsé en gkende produksjon og markedsinteresse
for smaksekstrakter, pulvere, fosfolipider og enzymer produsert fra biprodukt av marint
rastoff. Dette viser markedet har gkende interesse for marine produkt generelt, og for produkt
framstilt fra marine biprodukt spesielt.

Lakseolje produseres i dag av avskjer fra laksefiletproduksjonen med bruk av to forskjellige
prosesser; fra ferskt rastoff hvor avskjeret overfores direkte fra slakteriet, og fra ensilert
avskjer. Oljeproduksjon fra ferskt rastoff gir en betydelig bedre kvalitet enn olje framstilt fra
ensilert rastoff. Hovedandelen av disse oljene brukes til for, men noe av heykvalitetsoljen
anvendes etter raffinering, til humant konsum.

Markedsprisen pé rd fiskeoljer er pr. februar/mars 2007; ca. NOK 5.50/kg. Ensilasjeolje
framstilt fra lakseavskjer prises imidlertid noe lavere. Haykvalitets lakseolje, som brukes i
“functional food’ prises imidlertid heyere enn vanlig fiskeolje. Raffinert fiskeolje selges for
ca. NOK 30/kg.

Ré lakseolje er radfarget grunnet at laksemuskelens innhold av pigmentet astaxanthin, som er
fettloselig og derfor gjenfinnes i rdoljen. Denne oljen virker derfor mer ’delikat’ enn andre
rdoljer produsert fra fisk. Ved en eventuell raffinering fjernes pigmentet. Astaxanthin er en
antioksidant og betraktes som en ernaringskomponent med positive helseeffekter.

Som vist 1 forseksresultatene medferer raffineringsprosessen en delvis fjerning av
smaksforringende oksidasjonsprodukt og miljegifter (se over). Innholdet av PCB og dioxiner i
ra lakseolje generelt ligger godt innenfor grenseverdiene for for, mens tilsvarende for den
raffinerte oljen er omtrent pd grenseverdiene for anvendelse i *functional food’. En mé
imidlertid forvente at nivdet av miljegifter 1 oppdrettsfisk, og dermed i lakseoljen, vil bli
redusert i tiden framover fordi innholdet av disse miljegiftene i foret blir redusert. Dette
skyldes rensing av foroljer og anvendelse av vegetabilske komponenter 1 foret.

Resultatene fra forsekene, som her beskrevet, tilsier at vi burde anvende ra fiskeoljer til
humant konsum da disse synes & gi en ekstra helsegevinst sammenlignet med
hoyrenset/raffinert fiskeolje. Forutsatt at innholdet av miljogifter er pé et akseptabelt nivd, ma
rdoljen renses for oksidasjonsprodukt som gir uakseptabel smak pa produktet. Denne
renseprosessen ma til en viss grad vare selektiv da vi ikke ensker & fjerne komponenter som
gir den positive helsegevinsten. Smaken av oljen kan, etter en slik renseprosess, fremdeles
vaere annerledes enn forventet av en smaksngytral olje; fordi andre komponenter som
proteinrester/aminosyrer vil innvirke.

En forutsetning for at vi skal {4 en olje med hoy kvalitet er at réstoffet er ferskt, at
produksjonsprosessen er skdnsom og optimal, samt at produktet blir beskyttet mot
oksidasjon/harskning under prosess og videre behandling.

Med bakgrunn 1 forsegksresultatene har folgende produkt kommersiell interesse:
A. Produksjon av en olje med angitte egenskaper.
B. Produksjon av raoljefraksjon/ekstrakt som har angitte egenskaper.
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A. Produksjon av en olje med angitte egenskaper.

Fiskeriforskning har tidligere vist at prosessvariable, under framstilling av ra fiskeolje, gir
oljefraksjoner som har forskjellig sammensetning hvor bl.a. kolesterolinnholdet varierer
(Pettersen et al. 1997). Vi vet ogsa at rdoljens kvalitet blir betydelig redusert dersom
fiskerastoffet er darlig, samt at en darlig raoljekvalitet er vanskelig & raffinere til en
kvalitetsolje.

Kaldpressing er en prosess som i dag anvendes ved produksjon av bl.a. tran og fiskeoljer.
Denne oljen blir raffinert for den omsettes og anvendes i naringsmidler.

Et alternativ til full raffinering er en delvis raffinering (ogsa kalt semiraffinering) der en
unngdr ett eller flere trinn i raffineringsprosessen; det vere seg avsyringen, blekingen og/eller
deodoriseringen (damping). Dette kan medfere at det semiraffinerte produkt innehar de
onskede egenskapene som vi fant i rdoljen. Denne oljen kan anvendes i1 helsekostprodukt.
Avhengig av smak og stabilitet kan oljen ogsa nyttes i fuctional food og andre naringsmidler.

Markedspris pa slike produkt kan vare vanskelig a forutsi, men prisen vil sannsynligvis vere
betydelig hoyere enn for raffinert fiskeolje.

B. Produksjon av rioljefraksjon/ekstrakt som har angitte egenskaper.

Et alternativ til & framstille en olje, som har de egenskapene vi her har vist, er a
behandle/prosessere rdoljen pa en mate som gir en fraksjon som innehar de interessante
egenskapene. Vi vet imidlertid enda ikke hvilke komponenter vi skal isolere, men det er
realistisk & tro at vi relativt enkelt kan framstille en fraksjon med disse egenskapene. En
sikker molekyler identifikasjon av de interessante komponentene kan derimot vare mer
tidkrevende.

Ved en slik fraksjonering kan vi ta ut de interessante komponentene fra rdoljen for den
raffineres, og eventuelt tilbakefere produktet til den raffinerte oljen. Det er ogsa muligheter
for a oppkonsentrere/renframstille komponentene og bruke konsentratet i andre typer
naringsmidler og/eller helsekostprodukt.

Eksempler pa aktuelle fraksjoneringsmetoder som kan testes mht utbytte og prosesskostnader:

- Ekstrahering/vaskning med en vannfase som enten er rent vann, eller vann som er pH-
justert og/eller innholder spesielle ioner. Metoden gir en grovfraksjonering.

- Molekylear destillasjon der vi kan fraksjonere mht. ulik flyktighet av
komponentene.

- Membranfiltrering der en nytter flere ulike filterdpninger (masker for molekyler
fraksjonering), kan gi en fraksjon med de interessant komponentene.

- Sentrifugering av raoljen. I litteraturen er beskrevet en metode der en fraksjonerer ré -
fiskeolje 1 tre fraksjoner ved sentrifugering (del Valle & Aguilera (1991): Vannfase,
oljefase og sedimentterte partikler.

- Preparativ vaeskekromatografi er en metode som anvendes for framstilling av rene
produkt. Metoden har vert anvendt til & framstille hoyrenset fiskeolje. Raoljens
interessante urenheter kan fraksjoneres og samles.

- Superkritisk veske-ekstraksjon er en metode som i dag anvendes til bl.a. & fjerne
kaffein under produksjon av kaffein-fri kaffe. Metoden tillater & separere/fraksjonere
mht. molekylere egenskaper som polaritet og loselighet
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Som det her er vist, finnes det en rekke prosessmetoder som ved optimalisering kan anvendes
pa ré lakseolje for separere ut den interessante egenskapen. En slik prosess kan imidlertid
vaere kostbar og betinger at markedet vil betale en merpris for produktet.

Oppfelging.
En forutsetning for & utvikle nevnte produkt er at vi kan verifisere de aktuelle funn og gjere

den nedvendige dokumentasjon for & utvikle en prosess. Her en skisse for &4 gjennomfere
oppfelgingen:

- Finne produksjonsbetingelser som gir optimalt utbytte av rdoljen mht. interessante
egenskaper. Variable kan vare ristofftype/kvalitet temperaturbelastning, pressing,
separasjon.

- Identifisere/isolere komponenter som gir de interessante effektene:
o Analysere oljenes sammensetning
o Fraksjonere rdoljene og analysere fraksjonenes sammensetning
o Teste fraksjonene i biologiske forsek

- Utvikle relevant prosess for framstilling av produktet

Formidling/publisering.
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