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Sammendrag

Krill er rik pa omega-3 fettsyrene EPA og DHA, noe som forklarer den store kommersielle
interesse for fangst og foredling av krill. 1 krillolje er det mye fosfolipider sammenliknet med
fiskeoljer. Flere hevder at EPA og DHA utnyttes bedre nar de er bundet i fosfolipider enn nar
de fins i triacylglyserol (Bunea et al, 2004; Werner, Havinga et al, 2004). Det er gjort lite
forskning pa krillolje og helse. Studier som har blitt gjort av krillolje sammenlikner
helseeffekten av krillolje med fiskeolje. En studie viste at krillolje reduserte kolesterol (LDL)
og okte nivaet av det gode kolesterolet (HDL). I tillegg hjelper det & kontrollere
blodsukkernivaet og kan dermed bidra til & forebygge diabetes (Bunea et al, 2004). | en
dobbeltblind klinisk studie reduserte krillolje inflammasjon og artritt symptomer i en kort
behandlingsperiode pa 7 og 14 dager (Deutsch, 2007; Massrieh, 2008). En annen studie viste
at kvinner med premenstruelt syndrom (PMS) ble mindre plaget (Sampalis et al, 2003).

Malet med oppgaven var & analysere innholdet av fettklasser og
fettsyresammensetning av kommersielle krilloljeprodukter. Fire forskjellige krilloljeprodukter
ble undersgkt. Fettklassene ble separert ved bruk av fast fase ekstraksjon og analysert ved
tillaging av fettsyremetylestere for videre analyse med gasskromatografi. Fettsyrene fra
Complete krillolje og utvalgte fraksjoner etter fast fase ekstraksjon ble identifisert ved a
sammenlikne observerte retensjonstider med kjente fettsyrestandarder.

Analyse fra fettsyresammensetningen av Complete krillolje viste at innholdet av EPA
var 16,7 % og 8,8 % DHA. Blant mettede fettsyrer var 16:0 den dominerende fettsyren og
18:1, 20:5n-3 og 22:5n-6 blant umettede og flerumettede fettsyrer. Fosfolipider,
triacylglyseroler og frie fettsyrer var de viktigste fettklassene i krillolje. Ulike lipidklasser
bestod av relativt forskjellige fettsyrer. EPA utgjorde 31,5 % og DHA 15 % i fraksjonen som
inneholdt fosfolipider. Tilsvarende 24,6 % EPA og 16 % DHA i frie fettsyre fraksjonen.
Fosfolipider og frie fettsyrer fraksjonene inneholdt mest flerumettede fettsyrer, mens den
ngytrale lipidfraksjonen inneholdt mest mettede fettsyrer og lite flerumettede fettsyrer. Et av
krilloljeproduktene hadde en relativt hgy andel frie fettsyrer som er over den anbefalte
grenseverdien for marine oljer til humant konsum i fglge Global Organization for EPA and
DHA (GOEDs), mens de tre andre krilloljeproduktene ligger innenfor den anbefalte

grenseverdien.
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1. Introduksjon

Norge er en av verdens ledende produsenter av produkter som inneholder langkjedede omega-
3 fettsyrer. Fisk og annen sjgmat har et hgyt innhold av langkjedede omega-3 fettsyrer, men
de finnes na ogsa i kosttilskudd, farmasgytiske preparater og i funksjonelle matvarer. Omega-
3 fettsyrer finnes ogsa i planter, men disse fettsyrene er kortere enn de marine og har ikke de
samme helseeffektene som marine omega-3 fettsyrene (Wang, Harris et al, 2006). Det er et
stort salg av produkter med langkjedede omega-3 fettsyrer og disse selges bade i
dagligvarebutikker, pa nettet og i apoteker.

Fisk er en begrenset ressurs og dermed er det gkende behov for & finne alternative
marine omega-3 kilder. Krillolje er en av dem og har utviklet seg til en viktig kilde til omega-
3 fettsyrer. Det er to store aktgrer som produserer Krillolje, et kanadisk firma, Neptune og
Aker Biomarin fra Norge. Begge produsentene har egne patenterte prosesser for a ekstrahere
olje fra Antarktisk krill. Tradisjonelle omega-3 produkter pa dagens marked inneholder
omega-3 fettsyrer bundet til triglyserider (fiskeolje og tran), mens krillolje inneholder en hgy
andel omega-3 fettsyrer bundet til fosfolipider. Det fins ogsa produkter hvor fettsyrene er
forestret til etanol (etylestere). Etylester finnes kun i sma mengder naturlig og er ofte
syntetiske. Etylestere av  EPA og DHA ble i utgangspunkt utviklet som legemiddel til
behandling av hjerte-karsykdommer og ikke til den friske befolkningen. Na inngar etylestere i
flere n-3 kosttilskudd (Vitenskapskomiteen for mattrygghet, 2011). Disse produktene har
gjerne et sveert hgyt innhold av EPA og DHA. Det hevdes at omega-3 bundet til fosfolipider
gir bedre opptak i kroppen enn fettsyrer i triglyseridform (Bunea et al, 2004; Werner, Havinga
et al, 2004). Krillolje har et hgyt innhold av fosfolipider og astaxanthin som beskytter kroppen
mot frie radikaler.

| de siste 100 arene har det vestlige kostholdet endret seg og inntaket av omega-6
fettsyrer er hgyere enn marine omega-3 fettsyrer. Ubalansert forhold mellom omega-6
fettsyrer og marine omega-3 fettsyrer i kosten kan fare til negative helseeffekter.

Omega-3 fettsyren DHA er den viktigste flerumettede fettsyren som finnes i hjernen
og spiller en viktig rolle i hjernens funksjon, samt for normal vekst og utvikling. Omega-3
fettsyrer har en rekke positive helseeffekter og det har blitt spesielt godt dokumentert at de
kan hemme utvikling av hjerte-karsykdommer (sammenfattet av Psota et al. 2006,
Deckelbaum et al, 2008). Det har blitt foreslatt atomega-3 fettsyrer reduserer
betennelsestilstander og derved bidrar til & redusere risikoen for hjerte-karsykdommer og

leddgikt. Det hevdes ogsa at utvikling av noen kreftformer (prostatakreft) kan hemmes (Lunn



& Theobald 2006; Calder 2006; Hibbeln et al. 2006, Hedelin et al. 2006). Omega-3 fettsyrer
er svaert konsentrert i hjernen og synes a vere viktig for kognitiv funksjon og atferd. Spedbarn
som ikke far nok omega-3 fettsyrer fra sin mor under svangerskapet er i faresonen for a
utvikle syn og nerveproblemer (Ruxton et al, 2004; Jensen, 2006).

Kvaliteten av mange omega-3 produkter pa markedet i dag er ukjent. Bade
sammensetningen av fettet og oksidasjonsniva er i mange tilfeller ukjent. Det er derfor behov
for bedre kvalitetskontroll innen bransjen. Kanskje sa&rlig er kunnskapen om
krilloljeprodukter mangelfull. Helsekostprodukter inkludert produkter med omega-3 fettsyrer,
er na blitt en viktig del av vareutvalget ved apotek. Kundene forventer at pa et apotek kan
man fa objektiv informasjon om produktene som selges. Det er derfor viktig at betjeningen
har god kunnskap om slike om slike produkter ogsa, ikke bare om legemidlene som selges.

Hovedformalet med denne oppgaven var a undersgke egenskaper til krilloljeprodukter
som selges. Innholdet av frie fettsyrer ble bestemt. | tillegg ble fettklassene analysert ved
tynnsjiktskromatografi (TLC) og deretter separert med fast fase ekstraksjon (SPE).

Fettsyresammensetningen ble ogsa undersgkt.



2. Generell bakgrunn

2.1 Antarktisk krill
Krill er et zooplankton krepsdyr rik pa omega-3 fettsyrer, hovedsakelig eikosapentaensyre

(EPA) og dokosaheksaensyre (DHA).

Figur 1: Antarktisk krill (Bildet tatt fra WWF (World Wildlife Fund)
http://www.wwf.no/bibliotek/wwf naturfakta/hav/krill/

Det finnes 85 forskjellige krillarter og disse varierer i sterrelse. De to stgrste gruppene av
krillarter er Antarktisk krill (Euphausia superba) og Nordatlantisk krill (Euphausia pacifica).
Antarktisk krill er en av de stgrste artene og veier ca. 2 gram og blir inntil 6 cm lang. De lever
i et av verdens reneste hav. Krill spiser planteplankton og er i dag den stgrste marine
biomassen og det finnes mellom 125-750 millioner tonn i falge FAO (Food and Agricultural
Organization of the United Nations). Fangsten er sterkt regulert og ngye overvaket. Det er
derfor ingen fare for at andre dyrearter er truet som fglge av dagens fangstkvoter.
Organisasjonen CCAMLR (Commission for the Conservation of Antarctic Marine Living
Resources) forvalter og regulerer Antarktisk krill. Norge og 25 andre medlemsland blant
annet Australia, New Zealand, Chile, Argentina, Sgr-Afrika, Japan, Sgr-Korea, Kina, USA og
EU er medlem av CCAMLR.

Krill er ansett som en viktig ngkkelart i det Antarktiske gkosystemet som mange
heyerestaende arter er avhengig av. Krill er viktig naeringskilder for hvaler, pingviner,
blekksprut, sel, sjgfugl og fisk. Krill er en naturlig kilde til vitamin B12 og mineraler som
magnesium, fosfor og kalsium. Det inneholder ogsa protein, fett og karbohydrater (kitin). Det
viktigste karotenoidet i krill er astaxanthin. Astaxanthin brukes som fargestoff i fiskefor for &
gi oppdrettslaksen den rosa fargen. Krillolje inneholder hgyere mengde astaxanthin enn
fiskeolje (Tou et al, 2007). Krill har et hgyt innhold av hydrolytiske enzymer (proteaser,


http://www.wwf.no/bibliotek/wwf_naturfakta/hav/krill/
http://www.ecoscope.com/

karbohydraser, nukleaser og fosfolipaser) som gjar at organismen brytes ned raskt (Ellingsen,
T. E. and V. Mohr, 1987). Den ma derfor fryses ned raskt eller helst prosesseres direkte om
bord. Aker Biomarin bruker direkte prosessering. Produksjon av krillolje er vanskelig og det

er per i dag fa som behersker teknologien og produserer god krillolje.

2.2 Lipidinnhold i Antarktisk krill
Fettsyresammensetning av Antarktisk krill fanget om vinteren inneholdt 3 % lipider pa

vatvektsbasis og mengden EPA og DHA utgjorde 19 % av den totale
fettsyresammensetningen (Kolakowska et al, 1994). Men siden EPA og DHA er flerumettede
fettsyrer, er de utsatt for oksidativ nedbrytning. Fettinnhold og sammensetning i krill er
avhengig av arter, alder, og tiden mellom fangst og frysing (Kolakowska, 1991). De store
fettklassene er fosfolipider, triacylglycerol og frie fettsyrer, men arten inneholder ogsa
voksester. Triacylglyserolene inneholder lite flerumettede fettsyrer. Fosfolipidene er derimot
rik pa langkjedet flerumettede fettsyrer, spesielt EPA (20:5 n-3) og DHA (22:6 n-3) (Clarke,
1980; Fricke et al, 1984).

2.3 Krillolje som helsekost
Krillolje har en rekke positive helseeffekter, hovedsakelig pa grunn av det inneholder omega-

3 fettsyrer som har dokumentert effekt. De studiene som har blitt gjort sammenlikner
helseeffekten av krillolje med fiskeolje. En studie som inkluderte 120 menn og kvinner med
mild til alvorlig hyperlipidemi ble gjennomfart for & se pa effekten av krillolje pa
kolesterolinnholdet i blodet. Det var 4 grupper pa 30, en gruppe fikk 1,5 g krillolje daglig, en
annen fikk 3 g krillolje daglig, den tredje 3 g fiskeolje daglig og fjerde gruppen fikk placebo.
Studien viste at daglig inntak av krillolje reduserte total kolesterol, LDL og triglyserider og
gkte nivaet av det gode kolesterolet (HDL). Lav dose krillolje reduserte triglyserider og LDL
mer effektivt enn fiskeolje (Bunea et al, 2004). En annen studie viste at inntak av 300 mg
Neptune krillolje gav en signifikant hemming av betennelse og reduserte artritt symptomer i
en kort behandlingsperiode pa 7 og 14 dager. For denne studien ble det rekruttert 90 pasienter
med diagnosen kardiovaskulaer sykdom og/eller revmatoid artritt og/eller artrose. EPA bidrar
til & dempe inflammatoriske responser ved a redusere produksjonen av proinflammatoriske
forbindelser som cytokiner (Deutsch, 2007; Massrieh, 2008). Neptune krillolje reduserte ogsa
signifikant symptomer forbundet med premenstruelt syndrom (PMS) sammenliknet med de
som fikk fiskeolje (Sampalis et al, 2003).



2.4 Lipider

Lipider er en stor gruppe av naturlig forekommende forbindelser som har til felles at de er
ulgselig i vann, men de lgser seg lettere i organiske lgsemidler (for eksempel eter, kloroform,
benzen etc.). De kan inndeles i triacylglyserol, fosfolipider, steroler og voks. De biologiske
funksjoner av lipider er energilagring i mange organismer, og fosfolipider og steroler er
viktige strukturelle komponenter i biologiske membraner. Andre lipider spiller en viktig rolle
som enzymatiske kofaktorer, elektronbaerer, emulgatorer, hormoner og intracelluleere

signaloverfarere.

2.3.1 Fettsyrer

Fettsyrer er bygd opp av karboksylsyrer (COOH) med hydrokarbonkjede fra 4-36
karbonatomer. Fettsyrer kan veere mettet (inneholder ingen dobbeltbinding) eller umettet (en
eller flere dobbeltbindinger). En enkelt nomenklatur for disse forbindelsene angir
kjedelengden og antall dobbeltbindinger som skilles med et kolon. For eksempel palmitinsyre
som bestar av 16 karbonatomer er forkortet 16:0 og oljesyre som inneholder 18 karbonatomer
og en dobbeltbinding skrives falgelig som 18:1. Posisjonen til dobbeltbindingen er betegnet
som A (delta). En 20- karbonfettsyre med en dobbeltbinding mellom C-9 og C-10 (C-1 er
karboksylkarbon) og en annen dobbeltbinding mellom C-12 og C-13 er angitt 20:2 (A**).
Dobbeltbindingen i umettet fett forekommer stort sett i cis-konfigurasjon. Transfettsyrer er
produsert ved fermentering og finnes i meieriprodukter og kjett fra dregvtyggere. De dannes
ogsa ved hydrogenering (herding) av fiske- eller vegetabilske oljer. Kosthold rik med
transfettsyrer er forbundet med gkt LDL (darlig kolesterol) og redusert HDL (god kolesterol).
Fysikalske egenskaper til fettsyrene bestemmes av lengden pa karbonkjeden og antall
dobbelthindinger. Smeltepunktet til fettsyrene gker med kjedelengden og minker nar antall
dobbeltbindinger gker.

Mettede fettsyrer har ingen dobbeltbinding (se figur 2) og har generell formel
CH3(CH,),COOH hvor n er som oftest et partall.

O

/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

Figur 2: Kjemisk struktur av palmitinsyre



De umettede fettsyrene deles inn i enumettede og flerumettete fettsyrer. Flerumettede fettsyrer
deles inn i to hovedgrupper; flerumettede fettsyrer ogsa kalt PUFA (Polyunsaturated Fatty
Acids) har 2 eller 3 dobbeltbindinger og langkjedede flerumettede fettsyrer (LC-PUFA) med
20 og 22 karbonatomer. Fettsyrer med 4-6 dobbeltbindinger kalles ofte HUFA (Highly
Unsaturated Fatty Acids). Dersom det fgrste dobbeltbindingen neermest metylenenden sitter
pa det tredje karbonatomet i kjeden, er det en omega-3 fettsyre. EPA har totalt 20
karbonatomer og fem dobbeltbindinger og DHA har totalt 22 karbonatomer og 6
dobbeltbindinger (se figur 3). En omega-6 fettsyre har dobbeltbinding pa karbonatom nummer

6 fra metylenenden (f. eks. arakidonsyre, figur 4).

a3

DHA
Figur 3: Kjemisk struktur av EPA (20:5 n-3) og DHA (22:6 n-3)
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Arakidonsyre

Figur 4: Kjemisk struktur av Arakidonsyre (20:4 n-6)



2.3.2 Triacylglyserol
Triacylglyserol (TAG) kalles ogsa triglyserider, fett eller ngytral fett. Triacylglyserol

inneholder tre fettsyrer som er forestret til de tre hydroksylgruppene i glyserolmolekylet (figur
5). Fettsyrene utgjer den upolare delen av TAG. Triacylglyserol fungerer primert som
energilager i de fleste organismer. Dersom man gnsker & kjenne til posisjonene hvor de
enkelte fettsyrene er forestret i triacylglyserolmolekylet, kan en bruke enzymet lipase
(enzymet som degraderer fett) fra pankreas som bryter esterbindingen i posisjon 1 og 3.

Fettsyren i posisjon 2 blir ikke spaltet av og resultatet er en monoacylglyserol (MAG).

G/J.iﬁf”q‘."h_ﬁf”q"'-h_ P — ."Em.q‘"-hm.%"-h_.z 5”—1
-'J"‘ - P e T e e —— T B2
"”\./"“* B N sn-3

Figur 5 viser kjemisk struktur av triacylglyserol. De tre karbonatomene i glyserolmolekylet benevnes sn-1,
sn-2 og sn-3.

2.2.3 Voksester

Biologisk voks (voksestere) er fettsyrer med 14-36 karbonatomer og langkjedet alkoholer som
bestdr av 16-36 karbonatomer. Smeltepunktet til voksestere er 60-100 °C og er generelt
hgyere enn triacylglyseroler. VVoksester fungerer som energilager i noen organismer, for
eksempel raudate som er et zooplankton. Et viktig kjennetegn for voks er at de er
vannavstgtende og har fast konsistens. Noen hudkjertler i virveldyr skiller ut voks for a
beskytte har og hud, holde det smidig og vannfast. En del fugler utnytter voks for & holde
fjeerene sitt vannavstatende. Biologiske voks har flere bruksomrader, spesielt innen kosmetikk
og farmasgytisk tilvirkning. For eksempel lanolin og bivoks er brukt til produksjon av kremer,

salver etc.

I
CH3(0H2)14—C —O— CHZ—(CHZ)QS—CHs

AN

Palm1t1c acid 1 ’I‘rlacontanol

a)
Figur 6: Biologisk voks (a) Triacontanoypalmitat, hovedkomponenten i bivoks er en ester av palmitinsyre
med alkoholen triacontanol (hentet fra Lehninger, Principles of biochemistry).




2.3.4 Membranlipider

Biologiske membraner er bygd opp av et dobbeltlag lipider som fungerer som barriere for
passasje av polare molekyler og ioner. Membranlipider er amfipatiske. Det vil si at
molekylene har en hydrofob og en hydrofil (polar) del. Strukturelle lipider deles inn i tre
undergrupper: glycerofosfolipider, sfingolipider og steroler (figur 7 viser inndelingen av
membranlipider). Fosfolipider er viktige strukturelementer i cellemembraner. De ligner pa
triacylglyseroler. En fettsyre i triacylglyserolstrukturen er erstattet med en fosfatgruppe i

fosfolipidene. Alhohol/fosfatgruppen er polar og hydrofil, mens fettsyrekjeden er derimot
upolar og hydrofob.

Storage Membrane lipids (polar)
lipids
(neutral)
Phospholipids Glycolipids
Triacylglycerols Glycerophospholipids Sphingolipids Sphingolipids
Fatty acid Fatty acid
9 @
= = g <
g : g . : . : :
o Fatty acid 2 Fatty acid 8 Fatty acid b Fatty acid
2 ) 2 . g ! £ 3
< < - A
w0 7
Mono- or
Fatty acid PO, Alcobol PO, Choline oligosaccharide

Figur 7 viser oversikt over triacylglyserol og membran lipider. Lipidene vist her har enten glyserol eller
sfingosin som ryggrad (vist i rosa pa figuren), som er koblet med en eller flere langkjedet alkylgrupper
(vist i gult pa figuren) og en polar hodegruppe (vist i bla pa figuren). | triacylglyserol, glyserofosfolipider,
er alkylgruppene fettsyrer som er esterbundet til molekylet (figuren er hentet fra Lehninger, Principles of
biochemistry).



Fosfolipider deles inn i glycerofosfolipider og sfingolipider avhengig om alkoholen bundet i
molekylet er glyserol eller sfingosine. Den vanligste er glyserol. Glycerofosfolipider ogsa kalt
fosfoglyserider er membran lipider hvor to fettsyrer er esterbundet til den farste og andre
karbonet i glyserolmolekylet. Det tredje C-atomet (sn-3) har en fosfatgruppe som igjen er
bundet til glyserolmolekylet. Hvordan glycerofosfolipider klassifiseres er avhengig av hvilken
gruppe som er bundet til fosfatdelen. Eksempler pa alkoholer som er bundet til

fosfoglyseridmolekylet er serin, etanolamin og kolin (figur 8).
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Figur 8 Kjemisk struktur av Fosfoglyserider (Fosfolipider). Hentet fra Ragnar Olsens forelesning



Sfingolipider inneholder sfingosin (dyr) eller fytosfingosin (planter), en fettsyre og en polar
hodegruppe. En fettsyre bundet via en amidbinding til sfingosin gir ceramid som er
strukturelt lik diacylglyserol. Sfingolipider deles inn i tre undergrupper; sfingomyelin,
glykolipider og gangliosider. Felles for dem er at de er derivater av ceramid, men har
forskjellige hodegrupper. Sfingomyelin inneholder bare en fettsyre og OH-gruppen i sfingosin
er bundet til et fosforylert kolin og er derfor klassifisert som et fosfolipid. Sfingomyelin er
tilstede i plasmamembraner i dyreceller og spesielt i myelin, en membran skjede som
omslutter og isolerer axoner i noen neuroner. Glykolipider ligner pa sfingomyelin, men har
sukker del istedenfor fosfat og kolin (se figur 11, disse figurene under er hentet fra Olsens

forelesning)

H 0
i I o
H3C-(CH2)12—C:}(_:|~(|:~—(’)— CHZ—O——T——O—CHZ—CH2-N<CH3
OH N—H 0 Ch,
F d o ’ \
a‘LYnf:C' — ’Ll Phosph(l)Jrr:/iltcholme

Sphingomyelin

Figur 9 Sfingomyelin
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OH NH,*
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Figur 10 Sfingosin
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HO 'TJ H galactose
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1
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Figur 11 Glykolipid (Glykocerebrosid)
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Steroler bestar av fire ringer og en hydroksylgruppe. Kolesterol er en viktig sterol i animalske
vev og er amfipatisk med en polar hodegruppe (hydroksylgruppe pa C-3) og et ikke-polart
hydrokarbon del. Med utgangspunkt i kolesterol syntetiseres en rekke viktige stoffer, for
eksempel steroidhormoner, gallesalter og vitamin D. En rekke hormoner syntetiseres fra
kolesterol. For eksempel kjgnnshormonene progesteron, gstrogen og testosteron. Progesteron
og estrogen er kvinnelige kjgnnshormoner, mens testosteron er mannlig kjgnnshormon. Den
andre gruppen er de kortikoide hormonene fra binyrebarken. Kortisol, kortison og aldosteron
er eksempler pa slike hormoner. Gallesalter er polare derivater av kolesterol som virker som
detergent i tarmen og hjelper med fordgyelsen av lipider. Calcitriol (1,25-
dihydroksykalsiferol) er produsert fra vitamin D ved hydroksylering i lever og nyrer. 7-
dehydrokolesterol i huden som blir eksponert for sol omdannes til vitamin D.

Tl

HO

Figur 12: Kjemisk struktur av kolesterol
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2.5 Essensielle fettsyrer

Essensielle fettsyrer er livsngdvendige, siden kroppen ikke kan syntetisere dem. De ma derfor
tilfgres via kosten. For mennesker og dyr er linolsyre (18:2 n-6) og a-linolensyre (18:3 n-3) de
to essensielle fettsyrene. Bare planter har enzymer som kan plassere dobbeltbindinger (A12 og
A15 desaturaser) i omega-3 0g omega-6 posisjon i oljesyre (18:1 n-9). Fettsyrene som dannes
er linolsyre (18:2 n-6) og a-linolensyre (18:3 n-3). Se figur 13. Mennesker og dyr har enzym
som kan plassere dobbeltbindingen ved A9 karbonatom i C-18 fettsyre (stearinsyre). Pattedyr
og fisk har litt av enzymene A 6-desaturase og A 5-desaturase som kan omdanne a-linolensyre
til EPA og DHA. Evnen mennesket har til & omdanne 18:2 n-6 til 20:4 n-6 og 18:3 n-3 til 20:5
n-3 (EPA) og 22:6 n-3 (DHA) er sveert begrenset. For & fa anbefalte mengder EPA og DHA
bar man spise fisk eller ta helsekostprodukter med disse fettsyrene. Arakidonsyre og EPA er
videre metabolisert til & produsere hormonlignende stoffer som kalles eikosanoider, som
inkluderer prostaglandiner, tromboxaner, og leukotriener. Eikosanoidene regulerer blant annet
betennelsesreaksjoner i kroppen, immunforsvaret og nervesystemet. Prostaglandiner medierer
smerter og inflammasjon i alle vev. Antiinflammatoriske legemidler (NSAIDs) hemmer
prostaglandinsyntesen.  Tromboxaner regulerer platefunksjon og blodkoagulering.
Leukotriener LTC4 og LTD, virker gjennom plasmamembran reseptorer for a stimulere
kontraksjon av glatt muskel i tarmen, pulmonal luftveier og luftreret. De er mediatorer av

alvorlig immunrespons kalt anafylakse.

AcetykCodl,

Oljesyre 18:1n-9

v

Linalsyre 13:2n-5 > 18:2n-6
i
“egetabilsk mat ED::n—E
a-Linolen syre 18:3n-3 > 18:30-3
Marine alger i
(Fytoplanktan) |
Eicosapentaensyre 20:5n-3 » Qggng
harine alger ]
l(Fy-tu:uplank‘tu:un) Sjsmat i
v
Docosaheksaensyre 22:6n-3 » 22:Bn-3

Figur 13: Syntesen av essensielle fettsyrer (hentet fra Olsens kompendium “lipidkjemi med vekt pa fisk”,
2007)
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2.6 Fast fase ekstraksjon

Fast fase ekstraksjon er en metode brukt for & rense stoffer i en lgsning basert pa deres fysiske
og kjemiske egenskaper og blant annet til isolering av lipidklasser. Normalfaseekstraksjon ble
valgt for & separere lipidene med en kolonne bestdende av aminopropylgrupper som aktive
grupper festet til sorbenten. | normalfaseekstraksjon oppstar det polare interaksjoner mellom
analytt og de funksjonelle gruppene pa sorbenten. Selektive interaksjoner oppnas ved & bruke
sorbenter som gir interaksjon med analytten og ikke forurensninger i prgven. De mest polare
stoffene elueres sist, mens de minst polare farst. Fast fase ekstraksjonen bestar av fire trinn;
kondisjonering, pasetting av preve, vask og eluering (figur 14). Kondisjonering utfares for a
aktivere sorbenten slik at den blir i stand til & ta imot prgven. Dette skal reise opp de
funksjonelle gruppene og gker det aktive overflatearealet. Heptan blir vanligvis brukt for a
fukte kolonnen i kondisjoneringstrinnet i en normalfaseekstraksjon. Deretter settes prgven pa
kolonnen og analytten vil fordele seg mellom den aktive overflaten og prevelgsningen. Malet
er at analytten skal bli fullstendig fanget opp eller retardert av sorbenten. Formalet med
vasketrinnet er a vaske forurensninger ut av kolonnen. Det brukes et lgsemiddel med svakere
elueringsstyrke enn det som er ngdvendig for & eluere ut analytten. Til slutt kan analytten
elueres ut med et lasemiddel som selektivt bryter interaksjoner mellom sorbent og analytt. Det
er viktig & passe pa at elueringen skjer langsomt slik at interaksjoner mellom analytt og

sorbent rekker a brytes fullstendig.

Kondisjonering Pisetting av prove Vask Eluering
Y =
- =
= ®
l ] ]
: I | | v

| B |
l ] |® - e ..1
i i “e-w } o ® |
‘ |
;= analytt /- -
LK

® = forurensninger

Figur 14: Prinsipp for fast fase ekstraksjon (modifisert variant fra “legemiddelanalyse”, 2. utgave)
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2.7Gasskromatografi

Fettsyrene i olje er som regel bundet i ulike kjemiske strukturer. Disse gruppene nedsetter
stoffenes flyktighet. For & analysere fettsyrene ved hjelp av gasskromatografi ma de gjeres
flyktig. Dette gjares ved en forestringsreaksjon med metanol, slik at man far dannet metylerte

fettsyreestere.

CH-O-C-R Ri-C-0-CH, CH-OH
CH- 0-C-R, +3CH,0H - R,~C-0-CH; + CH,~OH

CH-O-C-R, R.,—C-0-CH, <CH,~0OH

Figur 15 Transesterifisering

Katalysatoren kan veere en base, en syre eller et enzym. | denne oppgaven benyttes en syre
(H2SO,) som katalysator, kombinert med oppvarming for a gke reaksjonshastigheten.
Prinsippet gar ut pd a separere flyktige stoffer basert pa stoffenes evne til & fordele seg
mellom to faser, hvorav den ene fasen er mobil og den andre stasjoner. | gasskromatografi er
mobilfasen en gass (helium i dette tilfellet). Separasjonen er avhengig av en rekke
eksperimentelle faktorer, som for eksempel type stasjonar- og mobilfase, lengde og diameter
pa kolonne, trykk, temperatur og analyttens kjemiske og fysikalske egenskaper.

Pragven injiseres i kolonnen med en sprayte og vanlig injeksjonsvolum er 0,5-2 pl. Det
benyttes splitt eller splittlgs injeksjon avhengig av mengde tilgjengelig analytt. Temperaturen
i injektoren er hgy (240 °C) og preven vil derfor fordampes spontant og blandes med
heliumgassen. Gassblandingen fraktes gjennom kolonnen og prevemolekylene vil bremses i
starre eller mindre grad gjennom kolonnen og dermed far man separasjon. Ved bruk av GC-
kolonne med en polar stasjonarfase vil retensjonstiden avhenge av antall karbonatomer og
antall dobbeltbindinger i fettsyren. Jo flere karbonatomer og antall dobbeltbindinger desto
lengre tid bruker fettsyren gjennom kolonnen. Toppene i kromatogrammet identifiseres ved &

sammenlikne retensjonsjonstiden med kjente fettsyrestandarder.
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2.8 Tynnsjiktskromatografi

Tynnsjiktskromatografi (TLC) ble brukt til & separere ulike fettklasser. Det er en enkel
metode med kort analysetid og krever ikke mye utstyr for a utfgre. | TLC er stasjoneerfase
(silika, SiOy) lagt utover en plate. Silikapartiklene har en polar og svakt sur overflate slik at
stoffer med polare grupper og basiske stoffer retarderes mest. Stasjonarfasen var lagt pa
glassplater (10x10 cm). | HPTLC er partikkelstgrrelse 2-10 pum, noe som gir bedre separasjon
enn normale TLC-plater. Ca. 1 pl av prgvelgsninger og standarder settes pa platene langs en
startlinje pa 1 cm fra kanten fer den settes i et kar med mobilfase. Mobilfasen er ofte en
blanding av flere lgsemidler. Ved & endre polariteten i mobilfasen kan retensjonstiden (Rf-
verdien) endres. Jo mer polart lasemiddelet er, jo lengre opp vil det flytte en polar forbindelse
pa platen. Platen tas ut av elueringskaret nar mobilfasen har vandret til ca. 1 cm fra toppen av
platen. Flekkene pa platen ble fremkalt ved & spraye med en kobbersulfatlgsning og deretter
varmet opp. Rf-verdien benyttes for & synliggjere et bestemt stoff pad platen.

Retensjonsfaktoren er definert som:

Flekkens avstand fra startlinjen

Vaeskefrontens avstand fra startlinjen
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3. Materialer og metoder

3.1 Materialer:

Kjemikalier

MercKGaA (Darmstadt, Tyskland):
Dietyleter, Pro analyse

Eddiksyre 100 %, Pro analyse
Heptan, Pro analyse

Kobber(ll)sulfat-5-hydrat, Pro analyse
Orto-Fosforsyre 85 %, Pro analyse
Natriumklorid, Pro analyse

Svovelsyre 95-97 %, Pro analyse

Sigma-Aldrich Inc. (St. Luis, MO, USA):

Diklormetan, Pro analyse

Metanol, Pro analyse

VWR International, LLC (West Chester, PA, USA)

Kloroform, Pro analyse

Diverse utstyr
Erlenmeyerkolbe, begerglass, engangspipetter, rundkolbe, pyrex-rgr, kimax-rar, trakter,

pipettespisser, spragyter, kanyler
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Standarder

Fettsyrestandarder brukt for a identifisere fettsyrene i prevene ble kjopt fra Supelco
(Bellafonte, PA, USA). PUFA No.1 (Marine source); 47015-U, PUFA No.2 (Animal source);
47085-U, PUFA No.3 (from menhaden oil); 1891-1 AMP.

Innholdet i fettsyrestandardene er beskrevet i tabell 1.

Tabell 1: Fettsyresammensetning i fettsyrestandarder, der x angir fettsyrer i standard.

PUFA-1 PUFA-2 PUFA-3
Fettsyrer
14:0 X X X
16:0 X X X
16:1 n-7 X X X
16:2 n-4 X
16:3n-4 X
18:0 X X X
18:1 n-9 X X X
18:1 n-7 X X X
18:2 n-6 X X X
18:3 n-6 X
18:3 n-3 X X X
18:3n-4 X
18:4 n-3 X X
20.1 n-9 X X X
20:4 n-6 X X
20:4 n-3 X
20:5n-3 X X X
22:5n-3 X X X
22:6 n-3 X X X
TLC

HPTLC silica gel 60, 10x10 cm fra Merck (Darmstadt, Tyskland)

TLC-standarder 16-0A og 18-5A (NuChek Prep. Inc, Elysian MN, USA). Standard 16-0A
inneholdt palmitinsyre, monopalmitin, dipalmitin, tripalmitin og metylpalmitat. Standard 18-
5A bestod av kolesterol, kolesteryloleat, triolein, oljesyre og lecithin.

SPE
Mega Bond Elut (5 g) aminopropyl engangskolonner (Varian Inc. Middelburg, Nederland)
Visiprep vakuum manifold (Supelco, Bellafonte, PA, USA)
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Rotavapor
Heidolph Laborota 4000 (Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, Germany)

Nitrogen-evaporator
N-EVAP (organomation Assoc. Inc, Berlin Germany)
Nitrogen (N2) 5.0 Ultra (Yara Praxair AS, Oslo; Norge)

Gasskromatografi

GC: Agilient 6890N med en 7683B auto injector (splitt/slittlgs) og en
flammeioniseringsdetektor (FID)

Beaeregass: Helium5.0 Ultra (Yara Praxair AS, Oslo, Norge)

Kolonne: Varian CP7419 kapilleerkolonne (50 m x 250 pm x 0,25 pm nominal)
Programvare: ChemStation

Spreyte: Hamilton 701 ASN 10 pl (Hamilton Company, Reno, NV, USA).
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3.2 Varedeklarasjon av omega-3 produkter:

3.2.1 Krillprodukter

Complete krillolje (Complete)
Dosering: 1-2 kapsler daglig
1 kapsel inneholder 500 mg ren Neptune krillolje (NKO®)

EPA 75 mg
DHA 45 mg
Totalt omega-3 150 mg
Fosfolipider 210 mg
Astaxanthin 600 ug
Best far 09/2012
Batch nr 61525509
Firma Weifa As

Life krill oil (Life)
Dosering: 1-2 kapsler daglig
1 kapsel inneholder 500 mg krillolje

EPA 57,5 mg
DHA 32,5mg
Totalt omega-3 115 mg
Fosfolipider 200 mg
Astaxanthin 40 ug

Best far 09/2012
Batch nr 0825

Firma Life As

OmegaRed krillolje (OmegaRed)
Anbefalt degndose er 1-2 kapsler per dagn
2 kapsler (1000 mg) inneholder:

EPA 115 mg

DHA 65 mg

@vrige omega-3 50 mg

Totalt omega-3 230 mg
Fosfolipider 400 mg
Astaxanthin 50 ug

Best far 10/2013

Batch nr 1002425

Firma Medica Nord As
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Superba Ishavskrill (Superba)
Anbefalt dosering: 1-2 kapsler daglig
1 kapsel (500 mg) inneholder:

100 % ishavskrillolje 500 mg

Marine fosfolipider 200 mg

Omega-3 fettsyrer 108 mg

hvorav EPA 55 mg

hvorav DHA 25 mg
Astaxanthin 50 ug

Best far 10/2012

Batch nr 0101351

Firma Nordic Pharma As

Nordic Light krillolje (Nordic Light)
Dosering: 2 kapsler daglig
1 kapsel inneholder:

Fiskeolje konsentrat, TG 3322 350 mg

Krillolje 150 mg

EPA 129 mg

DHA 88 mg

Totalt omega-3 med fosfolipider 263 mg

Astaxanthin 17 mcg

Best far 01/2012

Batch nr 58500410

Firma Northern Light Products AS

21



3.2.2 Andre Omega-3 produkter

For sammenligningens skyld ble andre omega-3 produkter ogsa undersgkt, en fettsyreetylester

konsentrat (Omega-3 trippel) og en torskeleverolje (Lofottran)

Omega-3 Trippel konsentrert (Omega-3 Trippel)

Innhold per dggndose 2 kapsler

Fiskeolje 1000 mg

EPA 330 mg

DHA 220 mg

Totalt omega-3 650 mg
Vitamin A 250 pg (31 %)
Vitamin D 10 pug (200 %)
Vitamin E 10 mg (83 %)
Best far 17.08.2013
Batch nr 434707

Firma Biopharma As

Lofot Tran (Lofottran)
Tran fra torsk pr. degndose (5 ml)

EPA 0,49

DHA 0,54

Totalt omega-3 fettsyrer 119

Vitamin A 250 ug (31 %)
Vitamin D 10 g (200 %)
Vitamin E 10 pug (100 %)
Best for utgangen av 09/2013

Batch nr 34000559
Firma Lofoten As
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3.3 Metoder

3.3.1 Fettklasseanalyse ved hjelp av tynnsjiktskromatografi

Ulike fettklasser i oljepravene ble separert vha. av tynnsjiktskromatografi etter en modifisert
metode beskrevet av Vaghela & Kilara (1995). Prgvene ble lgst til en konsentrasjon pa 25
mg/ml i diklormetan og 1 pl av preven, standard 16-0A og standard 18-5A ble applisert pa
HPTLC-platen. Mobilfase (heptan:dietyleter:eddiksyre, 70:30:1) ble laget og overfert i et
elueringskar i mettet atmosfere. Platen ble satt i elueringskaret og ble tatt ut av kammeret nar
mobilfasen var ca. 1 cm fra toppen pa platen. Platen ble satt i avtrekkskap i noen minutter til
den var tgrr for & dampe av lgsemidler. Videre ble platen sprayet med 10 % kobbersulfat og
8 % fosforsyre. Etter 10 min ble platen satt i en varmeovn for oppvarming til 160 °C og tatt ut
av ovnen nar 160 °C var nadd. Ved & bruke kjente standardblandinger ble fettklassene i
oljeprevene identifisert.

3.2.2 Fast fase ekstraksjon

Separasjonen av lipidklassene ved fast fase ekstraksjon (SPE) ble utfart med en modifisert
metode opprinnelig beskrevet av Vaghela & Kilara (1995). Kolonnen (5 g aminopropylsilyl)
ble plassert i en vakuum manifold og lgsningen blir eluert gjennom undertrykk. Kolonnen ble
farst aktivert med 20 ml heptan og 10 mg olje lgst i 2 ml diklormetan ble tilsatt etter
kondisjoneringen. Kolonnen ble fortlgpende tilsatt elueringsmiddel A og vasket med 10 ml
heptan far elueringsmiddel B ble tilsatt og vasket med 10 ml heptan. Deretter ble
elueringsmiddel C tilsatt litt etter litt. Tabell 2 viser hvilke fettklasser som skal elueres med de
ulike elueringsmidlene. De eluerte fraksjonene fikk samme betegnelse som elueringsmidlene.
Det vil si A fraksjon inneholdt “neytrale lipider”, B fraksjon frie fettsyrer og C fraksjon
fosfolipider. Etter at fraksjonen ble samlet opp ble hver fraksjon dampet terr vha. en rotavapor

(100-400 mbar, 40 °C) far hver av prgvene ble lgst i diklormetan for videre analyse pa TLC.

Tabell 2: Elueringsmiddel brukt for & separere ulike fettklasser

Elueringsmiddel Volum(ml) Lipidklasser eluert
A Diklormetan: isopropanol 2:1 (v/v) 20 NL
B Diklormetan: isopropanol 2:1 (v/v) 20 FFA

+ 5 % eddiksyre
C Metanol 20 PL
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3.2.3 Reekstraksjon av fraksjon B1 i frie fettsyrer
Fraksjon B (frie fettsyrer) ble reekstrahert (refraksjonert) for & se om man kunne gjgre den

renere. Ved forste fraksjonering ble fraksjonene benevnt Al, B1 og C1, mens etter
reekstraksjonen fikk de navnene A2, B2, C2. Kolonnen (5 g aminopropylsilyl) ble farst
aktivert med 20 ml heptan og deretter ble fraksjon BL1 tilsatt etter kondisjoneringen. Kolonnen
ble fortlgpende tilsatt elueringsmiddel A og vasket med 10 ml heptan fer elueringsmiddel B
ble tilsatt og vasket med 10 ml heptan. Deretter ble elueringsmiddel C tilsatt litt etter litt. Etter

fraksjonen ble samlet opp ble de behandlet som ved ferste ekstraksjon.

3.3.4 Maling av frie fettsyrer

Konsentrasjonen av frie fettsyrer (% FFA av totalt mengde olje) ble bestemt med metoden
beskrevet av Ke & Woyewoda 1978. Det ble plukket 6 tilfeldige kapsler og innholdet i
kapslene ble trukket ut ved hjelp av en sprgyte. Deretter ble oljene slatt sammen og analysert.
0,1-1g olje lgses i 75 ml kloroform:metanol:isopropanol (2:1:2) i en erlenmeyerkolbe tilsatt 4
draper indikator (0,5 % meta-cresolpulver). Det lages tre paralleller av hver prgve. Deretter
titreres prevene med 0,05 M NaOH pa rering til omslag fra Klar til fiolett farge. En blindpreve

med lgsemiddel og indikator titreres pa samme mate.

Prosentandelen frie fettsyrer beregnes fglgende:

Frie fettsyrer (%) = (pr —bl)x M (mol/l) x 282 (g/mol) x 100 %
m(g) x 1000 (ml/I)

pr = titreringsvolum av prave (ml)

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

m = vekt av prove
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3.3.5 Gasskromatografi

Fettsyresammensetningen i oljepravene ble bestemt ved & bruke gasskromatografi (GC).
Oljepraven ble lgst i diklormetan til en konsentrasjon pa 10 mg/ml. 100 pl av lgsningen ble
tilsatt 0,9 ml diklormetan og 2 % H,SO, i metanol i en glassrgr med lokk og kokt i en time pa
varmeblokk (100 °C) i avtrekksskap. Deretter ble 3,5 ml heptan og 3,5 ml 5 % NaOH tilsatt
og rarene ble ristet godt. Den gverste fasen, heptan og lipider ble pipettert over i nye rgr og
dampet terr med nitrogengass. Prgvene ble lgst i 100 pl heptan og de metylerte fettsyrene ble
separert ved bruk av gasskromatografi. Det ble analysert tre paralleller av hver oljeprove.

100 pl prave lgst i heptan ble overfart til GC-rgr og de metylerte prgvene ble analysert
ved a bruke gasskromatografi (Agilient 6890N). Helium ble brukt som baeregass og kolonnen
var Varian CP7419 kapilleerkolonne. Temperaturprogrammet startet med 50 °C i to minutter
og gkte med 10 °C i minuttet til 150 °C, deretter 2 °C i minuttet til 205 °C og 15 °C i minuttet
til 225 °C, hvor temperaturen ble holdt i 10 minutter. Fettsyrene i pragvene ble identifisert ved
a bruke kjente standarder, PUFA-1, PUFA-2 og PUFA-3. Fettsyrene ble identifisert ved a

sammenlikne retensjonstiden til toppene i prevene med retensjonstiden til fettsyrestandardene
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4. Resultater

4.1 Tynnsjiktskromatografi av kommersielle omega-3 produkter

Fettklassene 1 de kommersielle omega-3 produkter ble bestemt ved hjelp av
tynnsjiktskromatografi (figur 16). Det ble analysert en torskeleverolje (Lofottran), en
fettsyreetylester (Omega-3 trippel), et blandingsprodukt som bestod av bade krill- og fiskeolje
(Nordic light) og en ren krillolje (Complete krillolje). Som det framgar av figur 16 sa
inneholder Lofottran (1) nesten bare triacylglyserol (TAG). Det kan synes som om at det er
sma mengder kolesterol (D2) og frie fettsyrer. Omega-3 trippel (2) inneholder hovedsakelig
fettsyreetylestere og det kan se ut som at de foreligger i to hovedgrupper. I tillegg kan det se
ut som om det er spor av polare lipider, kolesterol (D2), DAG (S2), frie fettsyrer og
triacylglyserol. Nordic light krillolje (3) og Complete krillolje (4) inneholder mye av de
samme fettklassene, fosfolipider, frie fettsyrer og TAG, men i Complete krillolje var det ogsa
pavist voksestere (D5). Nordic Light inneholder mye triacylglyserol. Det kan se ut at det
inneholder tre hovedtyper. | tillegg er det frie fettsyrer, kolesterol (D2) og fosfolipider (D1).
Analyse av Complete krillolje viser at den bestar av relativt mer frie fettsyrer enn de andre

produktene.

D5

i .
= . i D4

=
52 -
54 ¢ ® n
S 1 2 3 4 D

Figur 16 Tynnsjiktskromatografi av krillolje- og andre omega-3 produkter

S = Standard 16-0A inneholdt monopalmitin (S1), dipalmitin (S2), tripalmitin (S3) og metylpalmitat (S4).
1 = Lofottran, 2 = Omega-3 trippel, 3 = Nordic light, 4 = Complete. D = Standard 18-5A bestod av lecithin
(DY), kolesterol (D2), oljesyre (D3), triolein (D4) og kolesteryloleat (D5).
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4.2 Frie fettsyrer
Malingene av frie fettsyrer viste at Lofottran og Omega-3 trippel hadde et lavt innhold av frie

fettsyrer (tabell 3). Produktene som inneholdt krillolje hadde et betydelig hgyere innhold av
frie fettsyrer. Nordic Light er en blanding av krill- og fiskeolje og inneholdt 6,4 % frie
fettsyrer (FFA), mens Complete krillolje inneholdt 19,8 % FFA. Flere typer krilloljeprodukter
ble undersgkt. Life krillolje, Superba Ishavskrill og OmegaRed inneholdt henholdsvis 8,5 %,
8,6 % og 7,6 % FFA (tabell 4). I de malingene som ble utfert i desember 2011, viser tabell 3
at innhold av FFA i Complete krillolje var sveert hgyt. Maling av FFA i Complete krillolje ble
derfor utfart pa nytt i januar 2012. Denne gangen viste ogsa malingen at innhold av FFA er
ganske hgyt (22,5 %, se tabell 4). Innhold av frie fettsyrer kan ogsa oppgis som syreverdi
(acid value). Dette blir gjerne brukt i regelverket. Syreverdi er et mal for hvor mange mg

KOH som ma brukes for & ngytralisere de frie fettsyrene i 1 gram olje.

Tabell 3 viser oversikt over prosent frie fettsyrer av ulike omega-3 produkter (analysert 12.12.11)

Prave Frie fettsyrer (%) Beregnet syreverdi (mg KOH/q)
Lofottran 0,1+0,01 0,2
Omega-3 trippel 0,1+0,02 0,2
Nordic light 6,4 +0,7 12,8
Complete 19.8+0,4 39,6

Tabell 4 viser oversikt over prosent frie fettsyrer av ulike krilloljeprodukter (analysert 07.01.12)

Praove Frie fettsyrer (%) Beregnet syreverdi (mg KOH/qg)
Life krillolje 8,5+0,7 16,9
Superba Ishavskrill 8610 17,2
OmegaRed 7605 15,1
Complete 225+0,4 44,9
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4.3 Fettklasser analysert ved tynnsjiktskromatografi i krilloljeprodukter

Fettklassene i de fire krilloljeproduktene ble analysert ved hjelp av tynnsjiktskromatografi
(figur 17). De ulike krilloljeproduktene inneholder de samme fettklassene. Tre av produktene,
Life, Superba Ishavskrill og OmegaRed har de samme relative mengdene av de forskjellige
fettklassene. Det fjerde produktet, Complete krillolje inneholder tydelig en hgyere andel frie
fettsyrer. Det er ogsa tydelig at produktene inneholder fosfolipider og triacylglycerol. Det kan
ogsa se ut som de inneholder sma mengder kolesterol (D2).
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Figur 17 viser tynnsjiktskromatografi av ulike krilloljeprodukter

S =Standard 16-0A inneholdt monopalmitin (S1), dipalmitin (S2), tripalmitin (S3) og metylpalmitat (S4).

1 = Life krillolje, 2 = Superba Ishavskrill, 3 = OmegaRed, 4 = Complete krillolje. D = Standard 18-5A
bestod av lecithin (D1), kolesterol (D2), oljesyre (D3), triolein (D4) og kolesteryloleat (D5).
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4.4 Fettsyresammensetning i krilloljeprodukter

Analysene viser den totale fettsyresammensetning i de ulike krilloljeproduktene (se tabell 5).
Fettsyresammensetning i krilloljeprodukter var ganske lik. De dominerende fettsyrene var
16:0, 16:1 n-7, 18:1 n-9, 18:1 n-7, 20:5 n-3 og 22:6 n-3. Superba- og Life krillolje inneholdt
mye flerumettede fettsyrer pa henholdsvis 29,7 % og 28,3 % sammenliknet med de andre
krillproduktene. Innholdet av EPA var hgyest i ishavskrill med 20,9 %, 20,2 % i Life krillolje,
16,7 % i Complete krillolje og 16,0 % i OmegaRed krillolje. Mengden DHA var 8,8 % i
Complete krillolje, 8,5 % i OmegaRed og 8,2 % i Ishavskrill og 8,0 % i Life krillolje. Life
krillolje hadde hgyest innhold av enumettede fettsyrer med 31,6 %, mens mengden mettede
fettsyrer er nesten lik i de fire krilloljeproduktene ca. 31-34 % (Appendiks 8.2 viser

kromatogrammene fra GC-kjgringene).

Tabell 5 Fettsyresammensetning i arealprosent av ulike krilloljeprodukter

Fettsyrer Complete krillolje OmegaRed Superba Ishavskrill Life krillolje
Mettede
14:0 9,6+0,7 10,6 £ 0,3 10,5+0,5 8,4+16
16:0 21,5+0,6 22,7+05 21,4+£05 216+05
18:0 15+0,1 1,3+0,1 1,4 +0,02 1,6 £ 0,05
¥ SAT 32,6 34,6 33,3 31,6
Enumettede
16:1 n-7 6,2+0,2 6,4+0,1 75+0,1 7,3+0,3
18:1n-9 116+0,3 12,4+0,4 10,5+0,1 12,7+0,4
18:1 n-7 8,0+£0,2 79105 7,7+0,1 8,3+0,2
20.1n-9 43+0,1 48+0,1 3,1+0,03 33+0,1
¥ MUFA 30,1 31,5 28,8 31,6
Flerumettede
16:2 n-4 0,8 +0,02 0,7+0,02 0,7+0,01 0,7 £0,02
18:2 n-6 1,7+0,03 1,8 +0,01 1,7 +£0,02 1,6 £ 0,05
18:3n-3 1,2+0,02 1,3+0,02 0,7+0,01 0,6 £ 0,02
20:4 n-6 0,5+0,01 0,6 £0,01 0,5+ 0,002
20:4n-3 0,6 £0,01 0,7+0,03 0,7+0,03
20:5 n-3 (EPA) 16,7+0,3 16,0+ 0,7 209+04 20,2+0,8
22:6 n-3 (DHA) 8,8+0,2 85+04 82+0,1 8,1+0,3
¥ PUFA 29,7 28,9 33,5 32,4
n-3 26,7 26,4 30,5 29,6
n-6 2,2 1,8 2,3 2,1
LC-n-3 26,0 25,1 30,4 29,5
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4.5 Lipidklasser separert ved SPE i Complete krillolje

Fettklasser i oljepravene ble bestemt kvalitativt ved a bruke tynnsjiktskromatografi. Det ble
brukt to TLC-standarder som en kvalitetskontroll. I denne delen ble Complete krillolje
analysert nermere og det ble gjennomfart en fast fase ekstraksjon for a separere fettklasser.
De fettklassene som ble samlet opp var “neytrale lipider” (Al), frie fettsyrer (B1) og
fosfolipider (C1). Ulike fettklasser ble separert ved fast fase ekstraksjon (se figur 18). Al
fraksjon inneholder “noytrale fettsyrer” og spor av polare lipider. Det ble ogsa pavist spor av
polare lipider i fraksjon B. Fraksjonene separert etter SPE ser tilfredsstillende for C1

fraksjonen (fosfolipider).
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Figur 18 Tynnsjiktskromatografi av Complete krillolje etter fast fase ekstraksjon

Olje = Complete krillolje fortynnet til 25 mg/ml i DCM. S = Standard 16-0A inneholdt monopalmitin (S1),
dipalmitin (S2), tripalmitin (S3) og metylpalmitat (S4). A = “neytrale lipider”, B = frie fettsyrer,

C = fosfolipider. D = Standard 18-5A bestod av lecithin (D1), kolesterol (D2), oljesyre (D3), triolein (D4)
og kolesteryloleat (D5).
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4.6 Reekstraksjon av B1 fraksjon i frie fettsyrer

Fraksjon B1 ble reekstrahert pa nytt for a2 se om man kunne gjare den renere og det ble brukt
aminopropylsilylkolonne med de samme elueringsmiddel brukt for og eluere ut ngytrale
lipider (A2), frie fettsyrer (B2) og fosfolipider (C2). Tynnsjiktplaten (figur 19) viser de ulike
fraksjonene (NL, FFA og PL) etter reekstraksjon av B1. A2 fraksjonen (“neytrale lipider”) ser
ut til & ha spor av polare lipider. B2 fraksjonen (frie fettsyrer) har ikke forandret seg mye. C2
fraksjonen (fosfolipider) er ikke vist pa platen. Dette kan vere pga. av at all fosfolipider ble
renset under den fgrste SPE-rensingen (se figur 18).
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Figur 19 Tynnsjiktskromatografi av fraksjon B1 etter fast fase ekstraksjon

Olje = Complete krillolje fortynnet til 25 mg/ml i DCM. S = Standard 16-0A inneholdt monopalmitin
(S1), dipalmitin (S2), tripalmitin (S3) og metylpalmitat (S4). A2 = ”ngytrale lipider”, B2 = frie fettsyrer,
C2=fosfolipider. D = Standard 18-5A bestod av lecithin (D1), kolesterol (D2), oljesyre (D3), triolein (D4)
og kolesteryloleat (D5).

32



4.7 Fettsyresammensetning av utvalgte fraksjoner etter SPE rensing

Det ble analysert fettsyresammensetning av utvalgte fraksjoner etter fast fase ekstraksjon av

Complete krillolje (se tabell 6). Fraksjonene ble sammenliknet med fettsyresammensetningen

i total krillolje. Fosfolipider (C1 fraksjon) er den viktigste lipidklassen i krillolje som

inneholder mest langkjedede flerumettede n-3 fettsyrer (LC-n-3) pa henholdsvis 49,2 %.

Tabell 6: Fettsyresammensetning i arealprosent av Complete krillolje og utvalgte fraksjoner etter rensing med SPE
som inneholdt ngytrale lipider (NL), frie fettsyrer (FFA) og polare lipider (PL).

Fettsyrer Trivialnavn Complete Al A2* Bl B2 Cl C2**
Mettede
14:0 Myristinsyre 9,6+0,7 14,0+ 0,7 20+0,9 3602 1,8+0,3
16:0 Palmitinsyre 215+06 219+0,1 145+11 173+09 26,3+0,8
18:0 Stearinsyre 15+0,1 1,9+0,02 43105 89+0,2 2,2+0,02
> SAT 32,6 37,8 20,8 29,8 30,3
Enumettede
16:1 n-7 Palmitolsyre 6,2+0,2 9,3+0,1 29204 3,0+£0,3 15+0,1
18:1n-9 Oljesyre 116+03 159+0,3 79+0,1 8,1+0,8 6,1+0,1
18:1 n-7 Cis-Vaccensyre 8,0+0,2 9,1+04 75+0,1 73+04 53+0,1
20:1n-9 Gondoinsyre 43+0,1 56%0,1 38%0,1 3401 29+0,05
> MUFA 30,1 39,9 22,1 21,84 15,8
Flerumettede
16:2 n-4 0,8+0,02 1,2+0,01 0,7+0,04
18:2 n-6 Linolsyre 1,7+0,03 1,9+0,03 1,8+0,01 1,7+0,04 160,02
16:3 n-4 0,6 £0,01
18:3n-3 a-linolensyre 1,2+0,02 1,2+0,01 15+0,1 1,2+0,01 1,3+0,02
20:4 n-3 1,0+0,.2 1,1+£0,1
20:4 n-6 Arakidonsyre 0,5+0,01 1,101 1,0£0,01 0,7+0,01
20:5n-3 EPA 16,7 +0,3 76+0,1 298+10 246+£07 315%09
22:5n-3 DPA 1,0+0,5 23+14 09+£0,03
22:6 n-3 DHA 8,8+ 0,2 3001 19,1+10 160+11 15006
> PUFA 29,7 15,5 55,3 47,5 52,1
n-3 26,7 11,8 52,4 43,9 49,8
n-6 2,2 1,9 2,9 2,7 2,3
LC-n-3 26,0 10,6 52,0 43,9 49,2

* ingen utslag

** C2 fraksjonen ble ikke vist pd TLC platen og ga dermed ingen utslag pd kromatogrammet
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Analysene etter SPE-rensing viser at det hgyeste innholdet av EPA (20:5 n-3) var i C1
fraksjonen (fosfolipider) som utgjorde 31,5 % av lipidene og 29,8 % i Bl fraksjon (frie
fettsyrer), mens det bare bestod av 7,6 % i Al fraksjon (“neytrale lipider”). Innholdet av DHA
(22:6 n-3) i FFA-fraksjonen var 19,1 %, 15 % i fosfolipid fraksjonen og mye lavere i den
ngytrale fraksjonen med kun 3,0 %. Analysen viste at innholdet av mettede fettsyrer var
heyest i den fraksjonen som inneholdt “neytrale lipider” som utgjorde 37,8 % og disse
fettsyrene var hovedsakelig myristinsyre (14:0) med 14,0 % og palmitinsyre (16:0) med
21,9%. De mettede fettsyrene i B1 fraksjonen var palmitinsyre med 14,5 % og 4,3 % pa
stearinsyre (18:0). Andre dominerende fettsyrer i den polare fraksjonen (C1) er palmitinsyre
med 26,3 %. | tillegg inneholdt den ngytrale lipidfraksjonen et hgyt innhold av enumettede
fettsyrer pa 39,9 % (palmitolsyre (16:1 n-7) med 9,3 % og oljesyre (18:1 n-9) med 15,9 %).
Den ngytrale lipidfraksjonen inneholdt minst langkjedede flerumettede n-3 fettsyrer (7,6 %
EPA og 3,0 % DHA) sammenlignet FFA- og PL-fraksjonen. Fettsyresammensetningen i
FFA- og PL fraksjonen var sveert lik. | FFA- og PL fraksjonen var 16:0, 20:5 n-3 og 22:6 n-3
de dominerende fettsyrene (Appendiks 8.2 viser GC-kromatogrammene av de utvalgte

fraksjonene).
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5. Diskusjon
Krillolje er sarlig interessant pa grunn av sitt hgye innhold av langkjedede omega-3 fettsyrer

som har dokumenterte positive helseeffekter (EPA og DHA), spesielt med hensyn pa hjerte-
karsykdommer (sammenfattet av Psota et al. 2006; Deckelbaum et al, 2008). Antarktisk krill
inneholder mer enn 30 % EPA (20:5 n-3) og DHA (22:6 n-3), samt astaxanthin (provitamin-
E) i konsentrasjoner pa 200-400 ppm (Kolakowskaet al, 1994). Antioksidant nivaer i krill er
hayere enn i fisk som gjer at det blir mindre utsatt for oksidering. (Tou et al, 2007). Mye av
de flerumettede fettsyrene er forestret i fosfolipider i krillolje. Flere mener at dette forbedrer
biotilgjengeligheten sammenliknet med nar fettsyrene er forestret i triacylglycerol (Bunea et
al, 2004; Werner, Havinga et al, 2004).

Analysen av fettklassesammensetningen viste at leveroljen fra torsk (Lofottran) som
forventet hadde et hgyt innhold av triacylglyserol (se figur 16). Fettklasseanalyse av omega-3
trippel viste at det inneholdt store mengder etylester istedenfor triglyserider som stemmer med
det som er deklarert pa pakningen. Det kommer ogsa fram at fettsyreetylester synes & danne to
grupper med litt forskjellig polaritet. Den som har beveget seg lengst inneholder mer mettede
fettsyrer. Andre fettklasser som ble funnet i mindre mengder var polare lipider, kolesterol,
diacylglyserol og frie fettsyrer. Complete- og Nordic light krillolje hadde veldig like
fettsyreklasser. Fettklasser som ble identifisert i Complete krillolje var polare lipider, frie
fettsyrer og ngytrale lipider og i tillegg ble det funnet kolesterol, DAG og voksester.
Tynnsjiktsanalyse av Nordic light krillolje viste at det hadde store mengder triacylglyserol og
pa platen ble det pavist tre ulike triacylglyserolgrupper. Pa tynnsjiktplaten var flekkene som
indikerer fosfolipider og frie fettsyrer markant tydelig for Complete- og Nordic light krillolje.
Complete krillolje skilte seg ut fra de andre, siden det inneholdt mer fosfolipider og flekken
som indikerte frie fettsyrer var mye kraftigere enn de andre omega-3 produktene. Krillolje har
blitt analysert for bade lipidinnhold og fettsyresammensetning av flere og det ble funnet at
fettklassene i krill er hovedsakelig fosfolipider, triacylglyserol og frie fettsyrer (Clarke 1980;
Fricke et al, 1984; Pond et al, 1995; Cripps et al, 1999). Fettsyresammensetning og
lipidinnhold i krill er avhengig av arter, alder, og tiden mellom fangst og frysing
(Kolakowska, 1991).

Det ble malt frie fettsyrer av krillolje- og andre omega-3 produkter. Malinger av
Complete krillolje viste at det hadde et hgyt innhold av frie fettsyrer sasmmenliknet med andre
kommersielle omega-3 produkter (se tabell 3 og 4). Den farste analysen av Complete krillolje

ble malt til 19,8 % FFA, mens den andre malingen som ble utfgrt pa nytt i januar viste en svak
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gkning (22,5 % FFA). Grunnen til en svak gkning i % frie fettsyrer kan skyldes tilfeldige feil.
En feilkilde kan veere at det ikke ble brukt analysevekt til & veie oljene, noe som gjer veiingen
ungyaktig. NaOH som ble brukt var laget fra pellets. Pellets inneholder forurensninger
ettersom NaOH reagerer med luft. De 3 andre krilloljeproduktene inneholdt ca. 8 % frie
fettsyrer. Disse produktene er fra en norsk produsent, Aker Biomarin, mens Complete krillolje
er fra et kanadisk firma. | blandingsproduktet som bestod av bade krill- og fiskeolje ble frie
fettsyrer malt til 6,4 %, mens andre omega-3 produkter i triglyseridform hadde mye betydelig
lavere FFA verdi. Dette stemmer med det man ser ut fra tynnsjiktplaten pa figur 16, der
flekken pa Complete krillolje var mer kraftigere enn de andre omega-3 produktene. For oljer
som benyttes til for er gvre grense for innhold av frie fettsyrer satt til 5 % i folge
fiskeforprodusenter. Grenseverdi for oljer til humant konsum er satt til 2% (European
Pharmapoeia, 2005). Vitenskapskomiteen for mattrygghet (norsk arbeidsgruppe) arbeider for
a fa etablert Codex standard for marine oljer til humant konsum basert pa Global Organization
for EPA and DHA (GOEDs) anbefalte verdier. Her er syreverdi for frie fettsyrer i fiskeoljer
satt til 3 mg KOH/g (1,5 %) og for krillolje med hgyt innhold av fosfolipider er syreverdi 20
mg KOH/g (10 %). Dette betyr at det ene krilloljeproduktet ikke vil kunne bli godkjent
dersom de foreslatte verdiene blir etablert som grenseverdier for FFA. Frie fettsyrer kan
fjernes ved raffinering gjennom ngytralisering med kaustisk soda (NaOH). FFA dannes
normalt pa grunn av enzymatisk aktivitet. Antarktisk krill inneholder aktive hydrolytiske
enzymer inkludert lipaser og fosfolipaser som gjar at fett brytes ned raskt (Ellingsen, T. E.
and V. Mohr, 1987). Dette er en stor utfordring ved kommersiell prosessering og utvikling av
nye krill-baserte matvarer. Krill-lipaser/fosfolipaser er veldig aktive og selv om krill fryses
direkte om bord kan dannelsen av FFA ha skjedd. Et hegyt innhold av frie fettsyrer kan
antagelig veere skadelig pa flere méater. De kan felle ut som sdpe (Na'/K*-salt av fettsyrene) i
tarmen. Dette reduserer opptak av fettsyrene. En annen fare er at saper fungerer som detergent
og laser opp biologisk membraner, dvs. kan skade tarmceller.

Analyse av fettsyresammensetningen i de fire krilloljeproduktene viste at de var
ganske like. Innholdet av EPA og DHA var til sammen 25-28 % (se tabell 5). Dersom man
sier 25 % sa vil 2 kapsler (4 500 mg) gi 0,25 gram EPA + DHA, det vil si det som ofte er
anbefalt dagligdose (Kris-Etherton et al, 2009).

Fettklasser av de ulike krilloljeproduktene ble analysert ved bruk av
tynnsjiktskromatografi (figur 17). Analysene viser klart alle fire produktene inneholder de

samme fettklassene og at hovedinnholdet var polare lipider, frie fettsyrer og ngytrale lipider. |
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tillegg inneholdt de kolesterol, DAG og voksestergrupper. Det viste seg ogsa at Complete
krillolje hadde et hgyere innhold av FFA enn de 3 andre produktene.

Videre ble Complete krillolje analysert neermere og lipidklassene i Complete krillolje
ble separert ved bruk av fast fase ekstraksjon (figur 18). Her var hovedfokuset a samle opp
ngytrale lipider, frie fettsyrer og polare lipider. Fraksjonen som inneholdt fosfolipider (C1)
etter den farste ekstraksjonen var ganske ren. TLC-analyse etter fgrste SPE trinn viste at Al
(“neytrale lipider”) og B1 (frie fettsyrer) fortsatt inneholdt spor av polare lipider, derfor ble
fraksjon B1 reekstrahert pa nytt for a2 se om man kunne gjere den renere. Det ble brukt de
samme elueringsmiddel som beskrevet i den farste ekstraksjonen. I figur 19 kommer det fram
at fraksjon B1 inneholder frie fettsyrer og spor av polare lipider. Derimot kan det ogsa synes
at polare lipider er tilstede i spor A2 og tilsvarende for B2. | C2 er det ikke en flekk for polare
lipider. Dette tyder pd at flekkene i B1 og A2 som indikerer polare lipider (i
pasetningspunktet) ikke er polare lipider (fosfolipider), men kanskje en forurensning (en falsk
positiv) eller noe forurensning som har kommet pa tynnsjiktplaten. En mulig lgsning en kunne
ha gjort var a ta Al fraksjon (ngytrale lipider) etter farste SPE og reekstrahert det pa nytt for a
se om det kommer noe spor av fosfolipider i C2 fraksjonen.

Fettsyresammensetningen ble analysert i utvalgte fraksjoner (NL, PL og FFA) fra fast
fase ekstraksjon (se tabell 6). Resultatet viste at sammensetningen var svert forskjellig.
Fosfolipider (fraksjon C1) og de frie fettsyrene (B1 og B2) inneholdt mye EPA og DHA
sammenliknet med de ngytrale lipidene (fraksjon Al). Dette viser ganske tydelig at de frie
fettsyrene spaltes fra fosfolipidene og ikke fra triacylglyserol. Det er derfor antakelig
fosfolipaser og ikke lipaser som er skyld i det hgye innholdet av FFA i krilloljer.

GC-analyser av fraksjon A2 og C2 gav ingen topper i kromatogrammet. Dette
indikerer at A2 fraksjonene mest sannsynlig ikke inneholdt lipider, og at den observerte
flekken p& TLC-platen ma skyldes andre forbindelser. TLC-analyse av C2 viste ingen flekker
pa platen. Dette sammen med GC-analyser viser at vi har fatt en effektiv isolering av
fosfolipider allerede etter den fgrste SPE-rensingen.

Polare lipider var vanskelig & fa renset med den vanlige metoden som ble brukt av
avdelingen (modifisert variant av Vaghela og Kilara, 1995). | tillegg var det vanskelig a fa ren
fraksjon av fosfolipider. Ved starten ble det brukt dietyleter: eddiksyre (98:2) for a eluere ut
frie fettsyrer. Resultatet var at fosfolipider kom ut med de frie fettsyrene pa TLC-platen. Det
ble dermed endret elueringsmiddel og brukt en syrestyrke pa 5 % for a separere de frie
fettsyrene fra fosfolipidene. Grunnen var at det matte vaere en lav nok pH til & bryte de ioniske

interaksjonene med aminogruppene pa kolonnen. Det var viktig & fa en ren fraksjon av
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fosfolipider, siden dette utgjorde en del av det totale lipidinnholdet i krillolje. Resultatet viste
at dette var en god lgsning. Fosfolipidfraksjonen var tilfredsstillende ren. En annen metode
som kunne vert brukt er HPLC, siden bruk av fast fase ekstraksjon med aminoprolylkolonne
kom det ut andre fraksjoner (i dette tilfelle polare lipider) i tillegg til den fraksjonen man
skulle samle opp. P& TLC-platen kunne man se spor av polare lipider i de fraksjonene som
inneholdt “neytrale lipider” og frie fettsyrer. Dette kan unngas ved & bruke HPLC og samle
opp fettklassene i en fraksjonssamler. Dersom det hadde vert mer tid tilgjengelig kunne
HPLC metoden vert veldig nyttig & bruke for a fa rene fraksjoner. | tillegg kunne det veert
spennende a undersgke oksidasjon pa de ulike krilloljeprodukter for & fa testet om de holder
kvalitet.

38



6. Konklusjon

Krillolje fra en kanadisk produsent inneholdt ganske mye frie fettsyrer ca. 20 % antakeligvis
fordi den inneholder aktive hydrolytiske enzymer (fosfolipaser) som bryter ned fosfolipidene
veldig raskt. Krillolje er relativt en god kilde til omega-3 fettsyrer med 16,7 % EPA (20:5 n-3)
og 8,8 % DHA (22:6 n-3). De dominerende fettklassene var fosfolipider, frie fettsyrer og
ngytrale lipider. Fettsammensetningen i frie fettsyrer fraksjonen ligner pa sammensetningen i
fraksjonen med fosfolipider. Resultatet viste at metoden for separasjon av fettklassene kunne
forbedres. Ved bruk av fast fase ekstraksjon med aminopropylkonne fikk man andre
fraksjoner i tillegg til den fraksjonen som i utgangspunktet skulle samles opp. En mulig

lgsning kunne veert a bruke HPLC.
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8. Appendiks

8.1 Beregning av prosent frie fettsyrer:

Vektav progve  Titrert NaOH % FFA  Gjennomsnitt (%) Beregnet syreverdi
(gram) (ml) (mg KOH/g)
1. Ishavskrill 0,13 0,86 7,12 86+1,0 17,2
2. Ishavskrill 0,13 1,07 9,4
3. Ishavskrill 0,16 1,25 9,22
1. OmegaRed 0,12 0,9 8,19 76105 15,2
2. OmegaRed 0,12 0,79 6,89
3. OmegaRed 0,12 0,85 7,60
1. Life krillolje 0,24 1,55 7,91 8,5%0,7 17,0
2. Life krillolje 0,15 1,01 9,49
3. Life krillolje 0,17 1,16 7,93
1. Complete 0,15 2,65 23,0 225104 45,0
2. Complete 0,12 2,12 22,52
3. Complete 0,16 2,68 21,83
1. Blank 0,23 0,2
2. Blank 0,18
3. Blank 0,2

Frie fettsyrer (%) = (pr —bl)x M (mol/l) x 282 (g/mol) x 100 %
m(g) x 1000 (ml/I)

pr = titreringsvolum av prave (ml)

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

m = vekt av prove

Eksempel.

Frie fettsyrer (%) = (0,86 ml — 0,2 ml)x 0,05 mol/l x 282 g/mol x100 % = 7,12 %

0,13 g x 1000 (ml/I)
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Vektav prove  Titrert NaOH % FFA  Gjennomsnitt (%) Beregnet syreverdi
(gram) (ml) (mg KOH/g)
1. Lofottran 1 0,34 0,07 0,1+0,01 0,2
2. Lofottran 0,95 0,34 0,07
3. Lofottran 0,99 0,35 0,09
1. Omega-3 trippel 0,35 0,33 0,16 0,1+0,02 0,2
2. Omega-3 trippel 0,43 0,33 0,13
3. Omega-3 trippel 0,39 0,32 0,11
1. Nordic light 0,27 1,36 5,59 6,4+0,7 12,8
2. Nordic light 0,35 1,84 6,24
3. Nordic light 0,38 2,31 7,50
1. Complete krillolje 0,1 1,69 19,74 198+0,4 39,6
2. Complete krillolje 0,1 1,69 19,74
3. Complete krillolje 0,1 1,70 19,88
1. Blank 0,33 0,3
2. Blank 0,33
3. Blank3 0,27
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8.2 GC-kromatogram av kommersielle omega-3 produkter
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Figur 21: GC-analyse av OmegaRed krillolje
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Figur 23: GC-analyse av Life krillolje
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Figur 24: GC-analyse av “ngytrale lipider” (A1 fraksjon) etter forste ekstraksjon
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Figur 25: GC-analyse av frie fettsyrer (B1 fraksjon) etter fgrste ekstraksjon
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Figur 26: GC-analyse av polare lipider (C1 fraksjon) etter farste ekstraksjon
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Figur 27: GC-analyse av “ngytrale lipider” (A2 fraksjon) etter reekstraksjon av B1
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Figur 28:

GC-analyse av frie fettsyrer (B2) etter reekstraksjon av B1.
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GC-analyse av polare lipider (C2 fraksjon) etter reekstraksjon av B1.
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