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Resume

Formalet med denne rapport har vaeret at undersgge ved litteraturstudier, kombineret med en
mindre forsggsrunde, mulige forskelle og ligheder af fedtsyreindhold og sammensaetning i to
forskellige arter af muslinger produceret pa liner; den danske bldmusling (Mytilus edulis) og den
New Zealandske grgnlaebede musling(Perna canaliculus). MarBioShell projektet, i samarbejde med
SDU, ser pa produktion af linemuslinger i dbne farvande til erstatning for nedgangen i muslinge-
fangsten i fjordene. | forbindelse med hgst af lineproducerede muslinger frasorteres en del spild,
afhaengig af drstiden, bestdende af mindre muslinger der ikke er anvendelig til konsumbrug.

Den grgnlaebede musling er anerkendt for sit unikke indhold og kombination af vigtige omega-3
fedtsyre. Dette ggr at den grgnlaebede musling ikke kun anvendes til konsum, men at der ogs er
udviklet en hel industri inden for dens anvendelse som kosttilskud, jf. andre kommercielle fiskeolier.
Der betragtes muligheden for anvendelse af lineproduceret bldmuslinger’s indhold af relevante
omega 3-fedtsyre til fremstilling af kosttilskud jf. allerede eksisterende muslingeolie fremstillet fra
den New Zealandske lineproducerede grgnleebede musling. Muslingeoliens hovedbestanddele, jf.
varedeklarationen, er EPA(Eicosapentaensyre C20:5n3) og DHA(Docosahexaensyre €22:6n3) som det
kendes fra fiskeolie, men derudover skulle det indeholde en raekke andre vigtige omega-3 fedtsyrer,
som bl.a. ETA(Eicosatetraensyre C20:4n3)og STD(Stearidonicsyre C18:4n3).

Denne tese @nskes udfordret ved undersggelse og sammenligning af markedets eksisterende
muslinge- og fiskeolier, over for de to muslingearters indhold af fedtsyrer. Dette medfgrte
undersggelser af eksisterende metoder til mulig bestemmelse af relevante fedtsyrer i marine
produkter. Fedtsyrer bestemmes pa Gaschromatografi ud fra deres analoger af
fedtsyremethylester(FAME) fremstillet ved methylering. Til analyse og bestemmelse af fedtsyrer i
muslinger og marine olier blev anvendt hurtigmetode OSM(One-step-metode)til FAME-fremstilling,
frem for den mere traditionelle metode med en forudgdende lipidekstraktion. P& gaschromatograf
blev analyseret prgver af forskellige fiskeolier, samt den grenlaebede muslingeolie. Der blev deslige
analyseret pa lineproduceret blamuslinger i forskellige stgrrelser, lokation og tidspunkt, samt p&
indkgbte frosne grgnlaebede muslinger fra New Zealand.

Metoden ansas vaerende velegnet til kvalitative bestemmelser ud fra valgte referencestandarder,
hvorimod kvantitativ bestemmelse angav resultater med bade ringe ngjagtighed og repeterbarhed.
Kvantitative vurderinger af prgverne blev foretaget med absolut forbehold for anvendte metode og
dens manglende verificering af palidelige resultater. Forsggsresultaterne herfra skal udelukkende
anses som opleaeg til yderligere undersggelser og diskussioner omhandlende relaterede emner jf.
dem fundet i litteraturen.

Kvalitativ bestemmelse angav fedtsyrerne EPA og DHA i samtlige marine olier. ETA og STD blev
identificeret i de fleste andre marine olier, skgnt dog i anseelig relative sma maengder. Det kunne ej
konkluderes at muslingeolie ikke indeholder ETA og STD set ud fra maleusikkerhed ved anvendte
metode. EPA og DHA blev identificeret i bade grgnlaebede muslinger (Perna canaliculus)som
bldmuslinger(Mytilus edulis), desuden STD og ETA i relative sm& maengder. Der var ingen
naevneveerdig kvalitative forskelle mellem bldmuslingernes stgrrelser.
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Med forbehold for anvendte metode, kan der ikke konkluderes at kun muslingeolie indeholder
omega 3 fedtsyrerne ETA og STD som ogsa var at finde i lignende produkter af fiskeolie anvendt til
kosttilskud. Ej heller, at det viste signifikante forskelle i antal af betydende fedtsyrer mellem
grenlebede muslinger og blamuslinger.

Fra litteraturen blev der fundet argumentationer for, at indhold af lipider i muslinger varierer mht.
deres reproduktionscyklus og fadetilgaengelighed. Her angives at glycogen lagres over sommeren og
bruges hen over vinteren, hvor proteiner og lipider anvendes som energi i forbindelse med gydning.
Der er to kategorier af lipider, de neutrale lipider som er lagret fedt (primaert sammensat af
triglycerider), samt phosphorlipider der indgar i cellemembranen. Dette indikerer at muslinger
anvender bade glycogen og lipider(der ikke indgdr som membranlipider) som energilager.
Depotlipiderne bestar hovedsagelig af triglycerider hvis sammensaetning aendres afheaengigt af
tilgaengelige naeringsstoffer, hvorimod membranlipider hovedsagelig bestér af phosphorlipider hvis
sammensaetning ikke andrer sig naevneveerdigt. En undersggelse angav at muslinger fra lokationer
med gode naringsforhold viste hgjere andele af triglycerider i forhold til phosphorlipider, hvor
ringere naeringsforhold deslige medfarte en lavere andel af triglycerider. Fedtsyresammensaetningen
kan tilsvarende pdvirkes af fadetilgeengelighed, sason/arstid, vandtemperatur og vanddybde ved
levested, samt deres reproduktionscyklus. Forskelle i fedtsyresammensaetning kan ogsa findes i
blamuslinger og grenlaebede muslinger afhaengigt af artens foretrukne fadevalg af plankton. Et
relativt hgjere indhold af EPA i grgnlaebede muslinger afledes af en primaerfede bestdende af
diatomer/kiselagler med hgjt indhold af EPA. For bldmuslinger geelder det et relativt hgjere indhold
af DHA jf. primaerfgde bestdende af dinoflagellater med hgijt indhold af DHA.

Vaegtes kommercielle muligheder for anvendelse af linemuslingers omega fedtsyrer, evt. med
henblik pa brugen af spildmuslingerne, ville yderligere undersggelse anbefales. Dette vaere sigen
kortleegning omkring maengder af fedtsyrer og deres sammensatning vedrgrende muslingerne’s
stgrrelse, reproduktionscyklus, fgdetilgengelighed og temperatur.
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Abstract

The purpose of this project was to examine through literature studies, combined with a small
experimental study, possible differences and similarities of the fatty acid content and composition in
two different species of mussels produced by long-line culture; the Danish blue mussel (Mytilus
edulis) and the New Zealand Green Lipped mussel (Perna canaliculus). MarBioShell project, in
cooperation with the University of Southern Denmark, was looking at the production long-line
mussels in open waters to compensate for the decline in clams catch in the fjords. Associated to the
harvesting of line-produced mussels there are discarded amount of smaller mussels, depending on
season, which are not suitable for human use, but with interest for other usage.

The green lipped mussel is recognized for its unique content and combination of essential omega-3
fatty acids. This makes the green lipped mussel not only suitable for consumption, but there are also
developed a whole industry in its use as dietary supplements, like other commercial fish oils.

The possibility of using line-produced blue mussels’ content of relevant omega-3 fatty acid for the
manufacture of dietary supplements are considered as in existing mussel oil obtained from the New
Zealand line-produced green lipped mussel. Green lipped mussel oil main components, indicated in
nutrient information, are EPA (Eicosapentaenoic acid C20:5n3) and DHA (docosahexaenoic acid
€22:6n3) as known from fish oil, but in addition it should contain a number of other important
omega-3 fatty acids, such as ETA (Eicosatetraenoic acid C20:4n3) and STD (Stearidonic acid C18:4n3).
This project wish to challenge by examination and comparison of market existing mussel and fish oils
in relation to the two mussel species and their content of relevant fatty acids.This led to studies of
existing methods to allow measurement of relevant fatty acids in marine products.

Fatty acids are identified by Gas chromatography from their analogues of the fatty acid methyl
esters (FAME) gained by methylation. For analysis and determination of fatty acids in mussels and
marine oils there were used the rapid method OSM (One-step method) for FAME production, rather
than the more traditional method using prior lipid extraction. By Gas chromatography samples of
various fish oils were analyzed, as well as the Green lipped mussel oil. There were further analyzed
biue mussels produced in different location looking at various size and harvest time, along with
frozen green lipped mussels obtained from New Zealand.

This One-step method was considered suitable for qualitative determination measure up to selected
reference standards, but against quantitative determination the method gave results with both poor
accuracy and repeatability. Quantitative assessments of the samples were carried out with absolute
consideration of method used and its failure to verify the indication of reliable performance.

The experimental results can only be considered in preparation for further studies and discussions
dealing with issues found in the literature.

Qualitative determination confirmed the omega 3 fatty acids of EPA and DHA in the marine oils. It
could not be concluded that the mussel oil contains no ETA and STD due to method uncertainty.
ETA and STD were generally identified in all marine oils, however, though considerable in relative
small quantities. EPA and DHA were identified in both green lipped mussels (Perna canaliculus) and
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in blue mussels (Mytilus edulis), also STD and ETA in relative small quantities, there was no
significant qualitative differences between mussels sizes.

Subject to the method uncertainty, the postulate could not be verified that only the Green Lipped
mussel's oil contains ETA and STD in comparison with similar products of fish oil used as dietary
supplements. Nor that there may where considerable differences in the number of significant fatty
acids between green lipped mussel and blue mussels.

Argumentation was found in the literature that lipids in mussels vary in terms of their reproductive
cycle and food availability. It appears that glycogen will be stored over the summer and used during
the winter, where proteins and lipids are used as energy for spawning. There are two categories of
lipids, the neutral lipids as depot fat (primarily composed of triglycerides) and phospholipids used in
the cell membrane. This indicates that mussels use both glycogen and lipids (excluded membrane
lipids) as an energy store. Fat deposits consists mainly triglycerides of whose composition changes
depending on the available nutrients, where as membrane lipids mainly consists of phospholipids
which composition does not change significantly. One study indicated that mussels from locations
with good nutrition availability showed the highest proportions of triglycerides compared with
phospholipids, as well as lower nutritional conditions led in to lower proportion of triglycerides in
mussels. Fatty acid composition is similar affected by food availability, season, temperature and
water depth at the habitat and yet again of their reproduction cycle. Differences in fatty acid
composition can also be found in blue mussels and green lipped mussels, depending on the species'
preferred food choice of marine plankton. A relatively higher content of EPA in green lipped mussels
derived from a primary feed comprising of diatoms with high content of EPA. For blue mussels, in
contrary, a relatively higher content of DHA derived from the primary feed consisting of
dinoflagellates rich in DHA.

Considering commercial opportunities for use of the line-produced blue mussel’s omega fatty acids,
with possibility of using the waste of smaller mussels, further investigation is recommended. This
may be a mapping concerning quantities of fatty acids and their composition on the size,
reproductive cycle, food availability and water temperature .
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Forord

Rapporten er udarbejdet sommeren 2009 som afgangsprojekt pa Diplomuddannelse i Bioteknologi,
procesteknologi og kemi. Projektet er foregdet i samarbejde med Marinebiologisk
forskningscenter(SDU) i forbindelse med MarBioShell-projektet for udvikling af beeredygtig
produktion af off-shore linemuslinger i Danmark. Rapporten omhandler mulig anvendelse af
bldamuslinger med inspiration fra den New Zealandske lineproduktion af grenleebede muslinger
hvorfra der udvindes marine olie til kommercielt kosttilskud. Ved udfgrsel af projektet’s praktiske del
blev benyttet laboratoriefaciliteterne pa Syddansk Universitet, Det Tekniske fakultet, Institut for
kemi-, bio- og miljgteknolog.

Emnet for rapporten er valgt fra personlig interesse i biokemi og procesteknologi, men har ogsa
yderligere vagt min nysgerrig inden for marinebiologi. Det har vaeret en fantastisk mulighed at fa
faglig indsigt inden for et felt der bevaeger sig ud over min daglige erhvervsmaessige beskaeftigelse i
medicinalbranchen. Dette har givet mange forngjelige og leererige oplevelser i samarbejde med
utrolig engagerende og inspirerende mennesker. | denne forbindelse vil jeg gerne takke alle dem der
har vaeret behjzelpelige med udformning af henholdsvis forsgg, samt projektet i sin helhed.

* Min vejleder Lektor Bent Lyager, Institut for Kemi-, Bio- og Miljgteknologi, Syd dansk
Universitet for altid behjalpelig vejledning gennem hele forlpbet.

¢ Laboratorieleder Dorthe Lilless og laboratoriepersonalet, Institut for Kemi-, Bio- og
Miljgteknologi, Syd dansk Universitet for deres imgdekomne hjzelp ved laboratoriearbejde
med bade praktisk som faglig ekspertise.

® Lektor Lene Pedersen, Uddannelseskoordinator, institut for Kemi-, Bio- og Miljgteknologi for
hjeelp i forbindelse med opstart af projektopgave.
Hans Ulrik Riisgard Professor, Ph.D. & D.Sc. Marine Biological Research Centre

¢ Kim Lundgreen, Academic technical , administrative staff, Marine Biological Research Centre
Tak for et rigtig interessant besgg pa Marinbiologisk Forskningscenter i Kerteminde, samt
god og inspirerende feedback og input til mit projekt.
Mads Anker Jgrgensen, SydFyns Linemuslinger, Nordshell, for levering af friske muslinger.
Novo Nordisk A/S for opbakning og gkonomisk stgtte under hele Diplomuddannelsen i
Bioteknologi, procesteknologi og kemi.

Projektet er udarbejdet af
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Indledning

Problemformulering
<+ Danske lineproducerede bldmuslinger (Mytilus edulis) mulig anvendelse som kosttilskud af
vigtige omega-fedtsyrer til sammenligning med eksisterende muslingeolie fra New
Zealandske grenlaebede muslinger(Perna canaliculus).

Baggrund og oplaeg til projektformulering

Projektet er valgt ud fra et samarbejde med Marinbiologisk Forskningscenter under SDU. Her indgar
MarBioShell projektet stgttet af Det Strategiske Forskningsrad for fadevarer og sundhed (FgSu), der
gennem koordinerede forskningsaktiviteter pa fire deltagende danske universiteter (SDU, KU, DTU,
AAU) og Dansk Hydraulisk Institut (DHI) har til formal at fremme en udvidelse af miljgmaessigt
baeredygtig og rentabel produktion af muslinger i Danmark. Der gnskes bla. undersggt hvilke
muligheder der er for oprensning og anvendelse af muslinger, ikke mindst med interesse for
spildmuslinger. | forbindelse med hgst af lineproducerede muslinger frasorteres en del spild,
afhangig af arstid, bestdende af mindre muslinger der ikke er anvendelig til konsumbrug.

Jeg har valgt at fokusere pa fedtindholdet i muslinger ud fra den nuvaerende sundhedsmaessige
interesse for marine olie, med seerlig veegt pa essentielle fedtsyre(omega 3 og 6), og deres mulige
virkning pa hjerte-karsygdomme og inflammatoriske tilstande.

Fra den lineproducerede New Zealandske grgnlaebede musling, der fanges hele aret, bliver olie bliver
udvundet og anvendt som kosttilskud, der reklameres med at indeholde en unik sammensatning af
vigtige omega-3 fedtsyre jf. andre kommercielle fiskeolier. Her gnskes udfordret belagget for denne
tese, ved undersggelse og sammenligning af markedets eksisterende muslinge- og fiskeolier. Deslige
gnskes belyst, ud fra litteraturstudier, mulige forskelle og ligheder af fedtsyreindhoid og
sammensatning i de to arter af muslinger.

Der er foretaget indledende litteraturstudier fgr fastsattelse af malsaetning. Her er fundet at
blamuslingens fedtindhold(ca. 2 %) er noget lavt og at de lager deres energi primaert som
glycogen(ca. 3 %), men at maeengden og variationen af fedtstoffer varierer i forhold til
tid{reproduktionscyklus) og ydre fysiske forhold.

Hypotese

Lineproduceret blamuslinger indeholder relevante omega 3-fedtsyre til mulig fremstilling af
kosttilskud jf. allerede eksisterende muslingeolie fremstillet fra den New Zealandske
lineproducerede grgnleebede musling.

Malsatning og projektafgransning

Der gnskes at belyse grundlaget for mulig anvendelse af bldmuslinger og evt. udnyttelse af
spildmuslinger, til marine olie, jf. den grgnlaebede New Zealandske musling, sammenholdt med
fiskeolier der almindeligvis anvendes som kosttilskud.
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Emnet gnskes i fgrste omgang belyst ud fra en teoretisk vinkel med baggrund i allerede eksisterende
litteratur omhandlende undersggelser af muslinger og deres fedtsyresammensatning. Dernaest
gnskes undersggt muligheder af eksisterende metoder til bestemmelse af relevante fedtsyrer i
marine produkter med vaegt pd GC-analyse. Efterfalgende kan afprgves udvalgte analysemetoder i
laboratoriet pa indhentede praver af forskellige fiskeolier og grenlaebede muslingeolie.

Der tilstraebes analyser pa friske lineproduceret bldamuslinger i forskellige stgrrelser og, hvis muligt,
pa frosne grgnlaebede muslinger fra New Zealand. Selve projektets praktiske del udfgres pa
laboratorium ved SDU i Odense. Da jeg er bosiddende pa Sjeelland, samt projektet indgar som
afslutning pa et studie ved siden af arbejdet, er selve forsggsdelen af projektet begraenset til 2-3
uger. Forspgsarbejdet er ment som oplaeg til videre undersggelser, ud fra sammenholdning af dertil
fundne resultater fra litteraturstudier.

Malgruppe

Sm malgruppe for dette projekt er vaegtet personer med interesse og relationer til samarbejde med
Marinbiologisk Forskningscenter under SDU. Desuden personer og firmaer der er beskaeftiget
indenfor fiskeri og produktion af linemuslinger, samt visse omrader indenfor fiskeolieindustrien.

Lasevejledning

Rapporten indleder med en introduktion omhandiende bldmuslinger og marine olier efterfulgt af et
teoretisk afsnit om lipider og de essentielle fedtsyrers betydning. Herefter vil der gennemgas
metoder relevant for bestemmelse af fedtsyre i muslinger og marine olier med vaegt pa tekniker
omkring oprensning og methylering af fedtsyrer til GC-analyse. Ud fra valgte metoder og
fors@gsplaner gennemgds resultater og konklusioner, jf. forudgaende litteratursggninger pa
fedtsyrer i muslinger.

Der henvises til litteraturlisten for monografier og artikler. Referencer er angivet i rapporten ved
monografier med et nummer og side, for artikler ved et A efterfglgende et nummer. Alle referencer
der henviser til web-steder er angivet direkte i rapporten ved aktuelle tekster.

Gennem hele rapporten vil de vigtigste faglige begreber og definitioner, samt diverse forkortelser,
blive forklaret kort fgrste gang de naevnes hvis det findes relevant for den tekst de indgar i. Her vil de
efterfgplgende markeres med en *, fgrste gang de naevnes i et selvstaendigt afsnit, som henviser til
forklarende ordliste (alfabetisk raekkefglge)placeret sidst i rapporten.

Appendix og bilag er grundet omfanget samlet i et separat bind. Under indholdsfortegnelsen i
rapporten er anfgrt indholdet af “Appendix og bilag tillaeg til rapporten”.
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Blamuslingen

| denne rapport daekker betegnelsen "muslinger" hovedsagelig blamuslinger og i visse tilfzelde ogsa
grenlaebede muslinger, desuden kan der vaere tale om en faelles betegnelse for alle arter af f.eks
kammuslinger, hjertemuslinger og andre muslingearter. Betegnelsen "skaldyr" daekker i daglig tale
almindeligvis alle slags muslinger/ gsters. | systematisk biologi er "muslinger" den danske betegnelse
for klassen Bivalvia (toskallede blgddyr) i raekken Mollusca(blgddyr). "Toskallede blgddyr" er sdledes
den mere praecise, biologiske og lovgivningsmaessige betegnelse for bldmuslinger og gsters m.v.,
hvorimod "skaldyr" i samme terminologi omfatter krebsdyr, d.v.s. rejer, hummer m.v. [www.fd.dk]

Anatomi og levevis

Muslinger (Bivalvia) er en klasse af dyr, der hgrer til blgddyrene, hvor af bldmuslingen med det
latinske navn Mytilus edulis betyder familien af muslinger der er spiselige. Blamuslingen har
karakteristiske sort-bla-violette glatte ovale skaller med en bukkel i forenden og kan blive op til 10
cm lang. Den er udbredt i de danske farvande og findes bade i saltvand og brakvand, helt ind i
@stersgen og i fjordene. Naesten overalt i vores farvande vil man pa beskyttede steder finde tatte
banker af blamuslinger der kan vaere op til 12.000 individer pa en m%,men de sidder ogsa pa ple,
sten og hgfder. De stiller ikke szerlige krav til dybde, og findes bade pa helt lavt vand i strandkanten
og ud til 7-8 meters dybde og lokalt meget dybere. Deres udbredelse bestemmes hovedsageligt af
vandets iltforhold og fadebeholdningen.

Som sikring mod at blive transporteret vaek med strgm eller bglger faestner bldmuslingen sig til
underlaget ved hjzelp af seerlige jernholdige trade, byssustrade. Byssustrddene kan haefte til andre
muslinger i en muslingebanke, eller til bundgarnspaele, sten m.m. Bliver livsvilkirene forringede, er
bldmuslingen i stand til at friggre sig fra byssustradene og kravle et lille stykke vaek ved hjaelp af sin
fod eller lade sig fare med strammen. Muslingen faestner sig igen med nye byssustrade og fortsatter
livet under forhabentligt bedre livsbetingelser. Dette er selve grundlaget for at man kan udtynde og
omplacere bldmuslinger i forbindelse med kulturdyrkning.

Blamuslingen beskytter sig mod fjender ved kalkskallerne, som den kan lukke fast sammen med to
staerke lukkemuskler. Strandkrabber og sgstjerner har dog kreefter nok til at tvinge skallerne fra
hinanden og ade bldamuslingen, samt mange fisk lever af bldmuslingeyngel, og nogle vadefugle,
mager og ender seder ogsa blamuslinger.

Blamuslingen er filtrator med geeller der bestar af to ”blade”. Ud over at forsyne muslingen med ilt,
optaget fra vandet, er gzellerne ogsa fadeopsamlingsorgan. Blamuslinger lever af partikler, som de
ved hjaelp af geellerne filtrerer fra det omgivende vand. Ciliebevaegelser pé gzellernes overflade
sprger for, at fadeemnerne transporteres til munden. En voksen musling kan filtrere ca. 10 liter om
dagen. Muslinger er altsa ikke selv i stand til at sortere eventuelle uheldige fgdeemner fra. Det er
derfor vigtigt, at man ikke spiser blamuslinger, som har levet ved spildevandsudigb o.l. Se figur 1.
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Figur 1. Muslinger er tosidet-symmetriske dyr og kaldes ofte toskallede blgddyr, fordi de har en toklappet
kalkskal omkring de blgde dele. Den beskyttende kalkskal udskilles bl.a. fra kappen, der omgiver dyrets krop.
Mellem kroppen og kappen er der et hulrum,kappehulen. Gallerne findes ogsd i kappehulen. De blgde dele
bestdr af en indvoldssaek,lukkemuskler og kensorganer (gonader), der udger kroppen, samt en fod.[1; p.47]

Blamuslinger er enkeltkgnnet og kan blive kgnsmodne i det fgrste levedr, alt efter stgrrelse og
livsbetingelser. En hun kan gyder 5-12 mio. aeg frit ud i vandet, til ekstern befrugtning fra en hans
sperm. Befrugtes seggene udvikles de i Ipbet af 24 timer til sma muslingelarver, der i en periode lever
i de frie vandmasser som dyreplankton, fgr de slar sig ned. Herefter finder de et egnet sted at
fastsaette sig vha. deres byssustrade, for at udvikle og vokse sig til muslinger.

Generelt kan reproduktionscyklussen inddeles i fire perioder, gydningsperioden i sommerhalvaret
(april-juni maned), hvileperiode efter gydningen, gonadeudviklingen gennem vinterhalvéret og
herefter en periode med modne gydekiare gonader. En visuel vurdering af muslingens indhold kan
bestemme dens modningsstadie ud fra gonadens stgrrelse, form og farve. Gonaden, hvor sg og
sperm bliver produceret, ligger i kappen og typisk er hunnerne’s rgdbrune til gulorange, hvor
hannerne’s er creamfarvet. Vaegten indikerer om det er for eller efter gydning hvor der sker et
markant vaegttab af gonaden, dog med forbehold for det samlede vaegttab da der samtidig sker
@gning i vaegt af andre blgddele samt eendring i energidepoter. Helt sikker bestemmelse af
k@nsproduktion sker bedst vha. mikroskopi. Bldmuslingerne kan have en hvileperiode i Igbet af
august-oktober, hvorefter naeringsdepot, hovedsageligt glykogen, vil lagres i kappen. Opbygning og
indhold i naeringsdepoter er athaengige af fgdetilgangen, sa variationer mellem omrader og mellem
ar kan vaere store. De energirige naeringsdepoter bruges til udvikling af gonaderne gennem vinteren
ndr temperatur og fgdetilgangen er lav. Blamuslinger er funktionelt klare til at gyde sent p& vinteren
og det sker sé snart havtemperaturen netop er ndet over 10°C, dvs. at muslingerne kan bringes til at

Annette Hgyvald Studienr. 47609
Afgangsprojekt — 2009 Side 4 af 83



gyde tidligere ved "kunstigt” at heeve temperaturen. Gydningen hos bldmuslingen er i stor grad
styret af miljgfaktorer. Temperaturen er vigtig men ogsa tilgangen af fgde og vandets saltindhold
spiller ind. Alderen pa muslingerne har ogsa en betydning, hvor unge muslinger kan nogle steder
gyde senere pa sommeren end a&ldre muslinger [4;p.43- 49, 53]

Muslingeproduktion

Op gennem 1980érne og 90érne udviklede muslingefiskeriet i Danmark sig sardeles positivt. | takt
med industriens udvikling og evne til at udnytte markedets efterspgrgsel, steg fiskeriet pa
muslinger(vildtfangende som kulturbanker).

Fiskeriet har i perioder landet op mod 100. 000 tons muslinger arligt, hvilket pa verdensplan har
udgjort ca. halvdelen af den landede maengde af fiskede bldmuslinger. | de senere ar er maengderne
dog faldet drastisk, og i 2008 blev der samlet landet ca. 36.000 tons, som fglge af en nedgang i den
naturlige bestand.

Ved en produktion af blamuslinger pa line i de dbne danske farvande hdber man at kunne imgdega
faldet i landede muslinger fra fjorde og kystomrader. Nedgangen skyldes sandsynligvis en
kombination af manglende tilgang af yngel, stor dadelighed pa grund af iltsvind, samt fiskerimetoder
som fjerner de sten og skaller, der er vigtige for overlevelsesraten af blamuslingeyngel. Allerhelst vil
man erstatte disse fangster helt, hvor der skrabes fra bunden med kraftige trawl af jernkader, med
mere miljgskdnsomme metoder som f.eks. langliner. Eksempelvis lider Limfjorden alvorligt under
den hardhaendede skrabning af muslingebankerne, hvor store dele af fjordbunden herefter ligger
d@d og gde hen pa grund af iltsvind.[fd.fvm.dk], [www.dfu.min.dk]

Blamuslingeopdraet i haengekultur

Muslingeopdraet er mere skansomt mod havbunden end fiskeriet, hvor havbunden pévirkes af de
bundslaebende fiskerredskaber. Til gengaeld skal der ved placeringen af muslingeopdraet tages en
lang raekke hensyn til bl.a. rekreative og kommercielle interesser og til naturbeskyttelse.
Blamuslingerne kan opdraettes pa langliner — enten pa single drop-liner, hvor linerne haenger
enkeltvis lodret ned i vandet, eller pa kontinuerte liner, hvor lange liner haenger som guirlander i
vandet. Se figur 2.

Ud over maengden af plankton* i vandet, som jo er blamuslingernes hovedfgdekilde (de lever ogsd af
opsleemmet organisk bundmateriale) er fgdetilgaengeligheden og egnede arealer til fasthaeftning af
muslingen meget afggrende for muslingetilvaksten. Muslinger, der sidder pa bunden, far kun
kontakt med planktonet, som hovedsagelig befinder sig i de gvre vandlag hvor lyset er, sdfremt
strem og belger fgrer vand med plankton ned til muslingerne. Anderledes forholder det sig med
blamuslinger, der slar sig ned pa bgjer og andet, der flyder frit i vandet. Her befinder muslingerne sig
altid midt i planktonsuppen, de har vand(=fgde) hele vejen rundt om sig og normalt er der strgmme,
der hele tiden fgrer nyt planktonvand til. | tilgift er der normalt altid rigelig med ilt i de gvre vandlag i
modsaetning til mange bundomrader i beskyttede eutrofierede* (se naeste afsnit)fjordomrader, som
ofte rammes af iltsvind om sommeren.

Muslinger dyrket pa liner vokser hurtigere og har et hgjere kgdindhold, end muslinger fra
havbunden, fordi der er mere fgde oppe i vandsgjlen end pa bunden. Muslingerne pa liner har
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ydermere den fordel, at krabber og sgstjerner normalt ikke kan true dem. Det tager ca. et ar for
linemuslinger at vokse til salgbar stgrrelse. Til ssmmenligning tager det ca. 3 ar for bundmuslinger.
Muslinger fra langlineopdraet afseettes ofte til fersk konsum, mens en stor del af muslingerne fra
bunden ogsa anvendes i den gvrige muslingeindustri. [www.limfjord.dk],[www.aqua.dtu.dk]
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Figur 2.Skematisk opbygning af lineopdraet.[marbioshell.biology.sdu.dk]

Muslinger som rensningsanlag

Store bestande af blamuslinger kan filtrere store vandmaengder(op til 10 L/h/voksen musling) og
dermed indvirke betydeligt pa balancen i havet. Muslinger fjerner neeringssalte fra vandet gennem
fedeindtag af alger, og gavner pa den made vandmiljpet. Kystnaere farvande er mange steder
pavirket af naeringsrige udledninger fra landbrug eller fiskeopdraet, isar af nitrat og fosfat, der
pavirker naeringspyramiden i sger og havomrader og dermed forarsager gget vaekst af planktonalger.
Dette kaldes eutrofiering® og medfgrer at de mange alger ggr vandet uklart, sa der nogle steder ikke
kan trange nok sollys ned til vandplanterne pa de dybere steder. Desuden kan der opsta iltsvind,
fordi bakterier bruger ilten i vandet til at nedbryde de mange dgde alger.

Muslinger lever af at filtrere partikler fra vandet og kan pavirke forholdene ved gget vakst af alger
og sedimentation af dgdt organiske materialer. Muslingernes vigtigste féde er planteplankton og der
findes en raekke eksempler pa at store naturlige forekomster af muslinger fjerner planteplankton og
derved "renser” vandet. Nar de filtrerer algerne optager de bla. det fosfor og nitrogen, som algerne
indeholder og pavirker derved de vigtige elementer i eutrofieringssammenhaenget. Men i forhold til
muslinger er det vaesentlig at tage hensyn til at de ogsa optager andre partikler som fglge af
forurenende udledninger fra land, der kan havde indflydelse pa om muslingerne kan bruges til
fedevare.[4; p.97-98]

For at illustrere forholdene mellem bldmuslingedyrkning og milj@ i forhold til forurening er der gjort
en del betragtninger pa nitrogenomszaetningen. Der kan opsaettes en massebalance for nitrogen i
fodepartiklerne som muslingerne filtrerer; ca. 25 % gar til produktion af muslingekadet, 25 %
optages ikke og returneres som partikulaer affgring, hvor de sidste 50 % er metaboliske
affaldsstoffer, som ammoniak, der straks giver ny naering for planteplankton. Ved hgst af 100 tons
blamuslinger fjernes pa den made en del af naeringsstoffer fra havmiljget, svarende til ca. 900 kg
kvaelstof og 100 kg fosfor. [4; p.97-98],] www.linemuslinger.dk]
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Muslinger som ravare

Set ud fra et ernaeringsmaessigt synspunkt ber fisk og skaldyr, der indeholder bade proteiner,
fedtstoffer og mineraler, udgdre en stor del af vores kost. Muslinger er en udmaerket proteinkilde,
som desuden indeholder sunde marine fedtsyre, flere vigtige vitaminer og er en glimrende kilde til
jod og en raekke vigtig sporstoffer. Friske muslingerne er levende nar de kgbes og nogle enkle og fa
forholdsregler skal overholdes, nar disse tilberedes kogte eller stegte. De skal vare friske og
skallerne skal i ubehandlet stand vaere lukkede. Hvis de er dgde, kan de vaere darlige, og derfor er
det vigtigt at sortere dede muslinger fra. Efter kogning skal de, somderimod ikke abner sig, kasseres.

Muslingers smag, farve og nzeringsindhold afhaenger af det milj@ som de kommer fra mht. fade,
salititet/saltindhold og temperatur. Dog er selve hgsttidspunktet af stor betydning i fht. muslingens
reproduktionscykius, da st@rste del af muslingekgdet bestar af gonade og energidepoter. Ved god
fodetilgang om sommeren oparbejder muslingen energireserverne der bruges gennem vinteren, nar
fpdetilgangen er begraenset, til opretholdelse af metabolisme samt kgnsproduktion i gonaden. Disse
energilagre bestar hovedsagelig af kulhydrater, som glykogen*, der giver muslingen dens smag og
spdme, hvor fyldningsgraden i gonadene bestemmer volumen af muslingenkgdet. Opbygning af
gonadene forsaetter sa laenge der er fade hen over vinteren frem til tidlig forar, lige fér gydning. Nar
kensprodukterne modnes til gydning forbruges glykogen gradvis, samtidig med at lipidindholdet
gges. Under gydningen i foraret/sommeren tgmmes gonaderne med op til 70 % af deres
fyldningsgrad og muslingerne bliver magre, vandige og farvelds herefter. Det er derfor velkendt at
vinterperioden, frem til gydning i foraret, er hgjsason for muslinger mht. smag og volumen.

Pa verdensplan ses en stigende efterspgrgsel efter marine fgdevarer, og der dyrkes og hgstes mange
millioner tons muslinger arligt. Blamuslinger bliver regnet for en stor delikatesse i europzeiske lande,
hvor der dyrkes to arter af bldmuslinger, den hjemlige danske Mytilus edulis og den lidt stgrre
midddelhavs blamuslinge Mytilus galloprovencialis. Industrien eksporterer bldmuslinger enten
ferske, rgget, kogte, frosne eller som konserves. Men ogsa andre muslingearter er ved at vinde
indpas pa vores hjemmemarked inden for de sidste par ar, bl.a. er den grgnlaebede musling Perna
canaliculus fra New Zealand kommet til frysediskene i detailhandlen bade i Danmark som i resten af
Europa. [4;p.235-236,242-244]

Grgnlaebede musling fra New Zealand

Grpnlaebede musling(Perna canaliculus), ogsa kaldt grénne muslinger(Greenshell), der findes i New
Zealand, er en art af toskallede blgddyr i familien Mytilidae, ligesom bldmuslingen (Mytilus edulis og
Mytilus galloprovincialis).Se figur 3a-c. Den adskiller sig fra andre muslingearter i, at den har en merk
brun/ gregn skal, en grgn laebe omkring kanten af skaller og kun har en stor lukkemuskel. Det er ogsa
en af de stgrste muslingearter der kan blive op til 24 cm i laengden. Den grgnlaebede musling blev
hgstet manuelt fra kystlinjen i New Zealand indtil 1960’erne, hvor stgrre efterspargsel motiverede
industrien til at udvikle moderne muslingefarme ved dyrkning pa langliner stgtte af bgjer. Se figur 4.
Muslingerne vokser pa tovvaerk ved at filtrerer planteplankton fra vandet og er modne til hgst efter
12- 18 md med en stgrrelse pd 9-12 cm. Frosne muslinger er hurtigt blevet en af de vigtigste
eksportvare i New Zealand, og gar under varebetegnelse Greenshell™, med salg i over 60 lande.
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Figur 3a. Mytilus edulis (Bldmuslingen/ paelemusling) har karakteristiske sort-blg-
violette glatte ovale skaller med en bukkel i forenden og kan blive optil 10 cm lang. Den
er udbredt i det meste af europa, fra det nordlige Spanien til @stersgen til det Arktiske
Hav.[ www.scandfish.com.]

Figur 3b. Mytilus galloprovincialis (Middelhavs blémuslingen) er hiemmehgrende i
Middelhavet, Sortehavet og Adriaterhavet. Den ligner Mytilus edulis, men kan skelnes
ved den spidsere og let bgjede umbo og sin mgrkeblé eller brun til naesten sorte farve
og kan blive op til 15 cm, dog typisk kun 5-8 cm. [www.scandfish.com]

Figur 3c. Perna canaliculus Greenshell mussel (Den New Zewlandske grenlzebede
musling) lever kun i havomrdade omkring New Zealand. Den kendetegnes ved sin
granlige skal, men kan ogsé have mgrke striber eller vaere mere brunlig. De kan blive
normalt 18-20 cm.[www.scandfish.com]

Den grgnlebede musling er anerkendt for sit unikke indehold og kombination af fedtsyre. Dette ggr
at den gregnlaebede musling ikke kun anvendes til konsum men at der ogsé er udviklet en hel industri
inden for dens anvendelse som kosttilskud. Muligvis ud fra den yderst interessante betragtning at
hullet i stratosfeeren’s ozon bevirker at dyrelivet i og omkring New Zealand har meget hgjere
niveauer af de naturlige antioxidanter. Hvilket ogsa skulle ggre sig geeldende for havet’s plankton
som er den grgnlaebede musling vigtigste fgdekilde.[www.green-lipped-mussel-oil.com]

SRR
Figur 4. Grgnleebede muslingefarm fra New Zealand hvor muslinger dyrkes pé langliner stgtte af
bgjer.[www.seapro.co.nz]
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Muslinger som naeringsmiddel

Fisk og skaldyr indeholder mange af de naeringsstoffer, organismen skal have tilfgrt, for at den kan
fungere optimalt. | ra tilstand indeholder fisk og skaldyr et relativt hgjt indhold af proteiner, typisk
20 g protein pr. 100 g, sma og ubetydelige maengder kulhydrater, samt ingen kostfibre.
Nedenstdende tabel 1 viser naeringsstoffer for nogle fede og mager fisk, samt skaldyr.

Indhold/ 100 g Laks @rred Rgdspaette Torsk Tobis Sperling Bldmusling @sters
Energi kl|769 569 393 349 377 353 384 261
Protein g 18,4 18,5 19,1 19,2 18,8 18,5 14,4 7,8
Kulhydrat g |00 00 0,0 00 0,0 0,0 3,3 4,2
Fedt g 1120 6,7 1,8 06 1,5 1,0 2,2 1,5
Maettede fedtsyrer gl - 1,50 0,34 0,10 - - 0,34 0,62
Enkeltumaettede fedtsyrer g |2,26 2,43 0,30 0,04 - - 0,37 0,30
Flerumaettede fedtsyrer g (3,30 2,02 0,55 0,25 - - 0,36 0,15
heraf n-3 fedtsyrer g (3,32 1,76 0,54 0,25 - - 0,27 0,38
Kolesterol mg mg| 3,0 31 - 60 60 - 38 0,34
Vitaminer og mineraler

D-Vitamin pgl 30 13 3 1 - 0 1
Jod ug| 30 5,3 40 188 - - 140 60
Selen gl 19 26 30 - - 46 49

Tabel 1. Tabel over energi- og naeringsindhold med f.eks pd fede fisk som Laks og @rred, mager fisk som
Redspztte og Torsk. Industrifisk Tobis og Spelling, samt skaldyr Biémusling og @sters.
[www.langkaer.dk/ocean98]

Der er ganske stor forskel pd, hvor meget fedt den enkelte fiskeart indeholder, fed eller mager fisk,
hvor skaldyr almindeligvis er fedtfattige. Bade fisk og skaldyr indeholder de essentielle flerumaettede
n-3 fedtsyrer ogsd kendt som de vigtige omega 3 fedtsyrer’.

Fiskeolie har i de senere ar vaeret sardeles promoveret som middel mod en stribe af de sikaldte
velfeerdssygdomme, der haenger sammen med kolesterolindholdet i blodet, f.eks. hjerte- Og
kredslgbssygdomme. Fiskeolie indeholder de omega-3 fedtsyrer, som kroppen har brug for. Der er
isaer to omega-3 fedtsyrer, eikosapentaensyre (EPA) og docosahexaensyre (DHA), der anses for
seerligt vigtige og gavnlige for sundheden. Fiskeolie menes at bidrage til at reducere risikoen for
hjerte/ kar-problemer, nedsatte blodtryk, stabilisere hjertefrekvens og virke blodfortyndende.
Hjernen og alle kroppens celler har brug for disse essentielle fedtsyrer og arbejder bedre, hvis de har
god adgang til dem, men ogsa leddene og huden har godt af omega-3 fedtsyrer.

Fiskeolie er olie udvundet af fisk (f.eks makrel, laks, sild, ansjoser og sardiner) ved kogning, presning
og centrifugering. Fiskeolie saelges i koncentreret form pa flaske eller i form af kapsler enten som
kosttilskud eller med betegnelse naturleegemiddel.

' De forskellige fedtstoffer og deres betydning beskrives naermere under afsnit “Lipider”
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| Danmark er der ogsa kommet et fabrikat af muslingeolie pa markedet, Original muslingeolie
(gr@nlaebede) forhandlet af firmaet Novasel. Dette produkt forhandles som kosttilskud og ikke
naturleegemiddel, hvor kravene til dokumentation er gget, hvilket betyder at oplysningerne om
muslingeoliens fordele ikke er sa tilgeengelige. Muslingeoliens hovedbestanddele er EPA* og DHA*
som det kendes fra fiskeolie, men derudover skulle det indeholder en raekke andre omega-3
fedtsyrer, som bl.a. STD* og ETA*. Desforuden mindre ubetydelige maengder af steroler*, frie
fedtsyrer og polaere fedtstoffer. Den flydende muslingeolie er ekstraheret af det frysetgrrede
muslingepulver fra den grgnlaebede musling (Perna canaliculus), som dyrkes ved New Zealand.
[www fiskolja.se], ,[www.novasel.dk],[ www.langkaer.dk/ocean98]
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Lipider

Lipider og deres opbygning

Lipider er bredt defineret som biologiske molekyler, der er oplgselige i organiske oplgsningsmidler.
Kemisk set udger lipider grupper af meget forskellig stoffer som olier, fedtstoffer, voks,
phosphorlipider, glycolipider, steroider, hormoner og fedtoplgselige vitaminer(K, E, D og A). Fedt er
en vigtig bestanddel af kroppens cellemembraner og hormoner og er ngdvendig for at andre
fedtoplgselige nzeringsstoffer kan optages fra tarmen. Fedtsyrer er hovedbestanddelen i fedt.
Fedtsyrer(FA), er organiske syrer, der har det falles, at de bestar af lange, ofte uforgrenede kaeder af
kulstofatomer (mellem 4 og 24) med netop én carboxylsyregruppe (-COOH) i den ene ende.

(Se bilag | for oversigt af forskellige fedtsyrer.)

Der findes mange forskellige fedtsyrer, som adskiller sig fra hinanden ved at have kaeder af
kulbrinter af meget forskellig laengde. De kan ogsa adskilles efter antallet af dobbeltbindinger
mellem kulstofatomerne. De lange, vedhaftede kaeder kan vaere helt maettede, dvs. at de
udelukkende indeholder enkeltbindinger. Eller de kan vaere umaettede, hvilket betyder, at de har én
eller flere dobbeltbindinger. En fedtsyre med mere end én dobbeltbinding kaldes ogsa en
flerumzettet fedtsyre(PUFA*). Fedtstoffer, der er opbygget pa grundlag af maettede fedtsyrer, er
faste ved stuetemperatur, hvorimod de umaettede fedtsyrer er mere flydende, som olier. De
almindeligste fedtstoffer/olier er triglyceriderne, der bestar af glycerol (en alkohol), hvorpd der
sidder tre fedtsyrekaeder bundet via esterbinding. Se figur 5 og 6. Glycerol molekylet kan vaere
forestret med 1, 2 eller 3 fedtsyrer eller phosphorsyrer til hhv. mono-, di- eller triglycerider eller
phosphorlipider. Mest almindeligt er en leengde pa 16, 18 eller 20 kulstofatomer, da naturlige
fedtsyrer i planter og dyr normalt har lige antal kulstofatomer i kaederne, hvilket skyldes den made
de syntetiseres ud fra acetyl-CoA*.

R1-COOH + R2-OH - R1-COO-R2 + H,0
Carboxylsyre Alkohol Produkt m. esterbinding

Figur 5. En esterbinding dannes mellem en carboxylsyregruppe og en alkoholgruppe under fraspaltning af et
vandmolekyle. [5;p.37]

0
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Figur 6. Triglyceriders kemiske formel er R1COO-CH,CH(-OOCR2)CH,-OOCR3, hvor R1, R2, og R3 er lange
alkylkaeder som kan vaere identiske eller forskellige. Figuren viser en triglycerid bestéende af tre forskellige
fedtsyrer; palmitinsyr(meettet), oliesyre (monoumaettet),alfa-linolensyre(flerumaettet omega 3).
[da.wikipedia.org/wiki]
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Triglyceridmolekylet er amfifile*, hvilket vil sige at de bade indeholdende den mere poleere
glyceroldel, hvor de 3 lange kulbrintekaeder derimod er upoleere. Fedtstoffer vil danne miceller* i
vandig miljg, hvor de 3 kulbrintekaeder samler sig med hinanden(og andre fedtsyrekaeder) nar de
kommer i vand, sdledes at glyceroldelen peger ud mod vandet mens fedtsyrekaederne gemmes vaek
fra vandet. Fedtstoffer har mindre amfifile egenskaber end fedtsyrene i sig selv, idet estergrupperne
ikke er naer sa hydrofile som carboxylgrupperne.

De lipider der iseer indgar i cellemembranerne, har i modsaetning til triglycerider, en staerkere amfifil
karakter ved at en eller flere af fedtsyrekaederne er udskiftet med en mere hydrofil gruppe, f.eks
phospholipider, glycolipider, sphingolipider og steroler. | blodet findes lipoproteinerne som bestar af
en kerne af hydrophobe lipider omgivet af en skal af polaere lipider (phospholipid som phosphatidyl
cholin (lecithin) og cholesterolestre) og til sidst en yderside af apoproteiner*. Disse proteiner
indeholder signal-grupper som regulerer optagelse og udskillelse af forskellige lipider fra forskellige
celler. Overordnet kan lipider inddeles i, de ikke-polzaere lipider som bl.a. tri-, di- eller monoglycerider
samt andre frie fedtsyrer, og de poleere lipider som phospholipider, spingolipider og glykolipider.
Maengden og arten af lipid-klasser tages i betragtning ndr der skal vaelges analysemetode til
bestemmelse af lipid- og fedtsyresammensaetning. [6;p.146-153],[7;p.178-179]

Dobbeltbindinger har en betydning for fedtsyrens struktur. Hvis carbonatomerne omkring en
dobbeltbinding sidder pad samme side, en cisdobbeltbinding, far carbonkaeden et knaek. Nar
carbonatomerne derimod sidder pd hver sin side af dobbeltbinding, transdobbeltbinding, giver det
et mindre knaek i carbonkaeden. Se figur 7. Der er stor forskel pa de fysiske egenskaber for trans- og
cisfedtsyre med sammen antal C-atomer, transfedtsyrer har f.eks lavere smeltepunkt end cis-
fedtsyrer. Cisfedtsyrer er de mest almindelige forekomne fedtsyrer, hvor transfedtsyrer ofte
optraeder i forarbejdet fedtstoffer. P4 laengere sigt er indtagelse af fedevarer med forhgjet trans-
fedtsyreindhold mistaenkt for at gge tilfselde af hjertekarsygdomme m.m. Transfedtsyrer opstar ogs3
naturligt i kgers og fars maver, hvorfor deres maelk ogsa indeholder dem, men man mener dog at
den naturlige form for transfedtsyrer er knapt sa usund som de forarbejdet transfedtsyrer.

i \

trans-Olaic acid

HO ™ ™ e e “"-:rl

c1s-Oleic acid ’
Figur 7. Nederst ses en dobbeltbinding i cis-konfiguration og gverst ses trans-konfiguration.

Trans-konfigurationen giver ikke strukturen et lige s stort knaek som cis-konfigurationen.
[da.wikipedia.org/wiki]
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Konjugerede octadecadiensyrer er en gruppe af geometriske isomerer af linolsyre (conjugated
linoleic acid, CLA). Konjugerede linolsyrer har dobbeltbindinger der er adskilt af en enkelt
methylgruppe, i modsaetning til normalt i flerumaettede fedtsyrer hvor dobbeltbindingerne er adskilt
af to methylgrupper. CLA er blevet sat i forbindelse med anticarcinogen virksomhed (hud, bryst og
tarm cancerformer). CLA er til stede i mange forskellige fedevarer, hgjeste indhold findes i fedevarer
som stammer fra drgvtyggere, som malk og kedprodukter. Endvidere kan CLA fremstilles ved
isomerisering ud fra umaettede fedtsyrer i planteolier og forhandles som kosttilskud ved gnske om at
#ge muskelmassen og reducere fedtprocenten.

Forgrenede fedtsyrer er almindelige bestanddele af lipider i bakterier og dyr men forekommer ogséa
undertiden i integrerede lipider af hgjerestaende planter. Mest almindelig er de maettede
forgrenede fedtsyre, men umaettede forgrenede fedtsyrer kan findes i marine dyr. Forgrenede
fedtsyrer findes normalt som mono-methyl-forgrenet, men di-og poly-methyl- forgrenede er ogsa
kendt. Deres vigtigste funktion i cellemembraner er at gge lipidernes fluiditet som et alternativ til
dobbeltbindinger, der er mere eksponeret for oxidation. [www.biosite.dk/leksikon/cla.],[htm
www.lipidlibrary.co.uk]

Vores kostvaner er vigtige at fa afstemt i forhold til kroppens behov. Der fokuseres fgrst og
fremmest pd energifordelingen i vores kost, og fra hvilke af de tre grupper det kommer fra;
kulhydrater, protein og fedt.

Der hersker bred enighed om, at maengden af fedt skal holdes pa et begraenset niveau, men man kan
absolut ikke undvaere fedt i kosten. Fedt indgar bl.a. i vedligeholdelse af cellemembraner samt
optagelse af fedtoplgselige vitaminer. Kroppen har brug for fedt, ikke mindst de sakaldte essentielle
fedtsyrer (omega-3 og omega-6) som kroppen ikke selv kan danne. Det er vigtigt at det fedt man
indtager, er “sundt” fedt. De bedste kilder til de sunde fedtstoffer er vegetabilske fedtstoffer, isaer
dem i ngdder, mandler, frg, bgnner, fuldkorn, avocado, men ogsa dem man far fra fisk, hvorimod det
darlige fedt mest kommer fra animalsk produkter(k@d, maelkeprodukter). Fedtsyrerne opbevares i
organismen i form af fedt og forskning viser, at indtagelse af store maengder af meettede fedtsyrer
kan gge risikoen for dreforkalkning og hjerte-karsygdomme. Flerumzaettede fedtsyrer har til gengeeld
vist sig at have en gavnlig virkning pa helbredet. Vegetabilske olier indeholder forholdsvis lange og
umaettet fedtsyre som omega 6 og omega 9 fedtsyrer. Lange polyumaettet fedtsyre, som
eicosapentaensyre C20:5(EPA) og docsahexaensyre C22:6(DHA) er karakteristisk for marine olier.
Disse fedtsyrer er begge omega 3 fedtsyrer. [5;p.37- 39],[ www.netdoktor.dk]

Fedtsyrer kan opdeles, i de ikke-essentielle fedtsyrer, som organismen selv formdr at opbygge, og de
essentielle fedtsyrer, som organismen ikke selv kan syntetisere og derfor skal tilfgres direkte
gennem fgden. De essentielle er polyumaettede fedtsyrer, som linolsyre og alfa-linolensyre, der isaer
fas fra vegetabilske fedtstoffer, men ogsa fra fede fisk. Ud fra disse to fedtsyrer kan kroppen danne
alle andre ngdvendige fedtsyrer, ved biokemiske processer via elongase*(langere kaeder af kuistof-
atomer) og desaturase*(indszettelse af dobbeltbindinger). F.eks vil linolsyre omdannes i kroppen til
semi-essentielle fedtsyrer som gamma-linolensyre (GLA) og arakidonsyre(AA).
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Umazettede fedtsyrer inddeles i familier afhaengig af placeringen af den sidste dobbeltbinding i
molekylet. Det er hovedsagelig tre fedtsyrefamilier der har interesse, nemlig omega-3-fedtsyrer,
omega-6-fedtsyrer og omega-9-fedtsyrer. Se figur 8.

Omega-3-fedtsyrer (ogsa n-3 og w-3) er betegnelsen for familien af flerumasttede fedtsyrer som har
det til feelles, at de har en dobbeltbinding pa kulstofatom nummer tre fra kulbrinteenden, den
position pa kulbrintekaeden som kaldes w-3/n-3 (omega-3). Nogle af de vigtigste omega-3-fedtsyrer,
ernaringsmaessigt set, er alfa-linolensyre (ALA), eicosapentaensyre (EPA) og docosahexaensyre
(DHA).

Alfa-linolensyre findes i blandt andet rapsolie og soyaolie. EPA* og DHA* findes fortrinsvis i fede fisk
sasom laks, grred, makrel og sild samt i torskelevertran.

Hvis den sidste dobbeltbinding i en fedtsyre sidder ved det sjette sidste kulstof-atom i kaeden, kalder
man fedtsyren for en omega-6-fedtsyre (w-6-fedtsyre eller n-6-fedtsyre). Omega-6-fedtsyrer af
betydning er linolsyre(LA), der findes i f.eks planteolier, og arachidonsyre(AA), som mest findes i kgd.
Oliesyre er en mono-umaettet omega-9-fedtsyre(dobbeltbindingen ved niende sidst kulstof) der isaer
findes i olivenolie og rapsolie. [www.netdoktor.dk]

Fedt og fedtsyre
|
A 4 A 4
Maettet fedt Umaettet fedt
Animalske produkter som fx smer, svinefedt,

kgd, ost og maelkeprodukter

v v
y
Flerumaettet fedt Monoumazettet fedt
Transfedtsyre
Maelk og forarbejdet
fedtstoffer
Konjugerede linolsyre (CLA)
Malk og ked fra drevtyggere
Planteolier( ved isomerisering)
y v
¥
Omega 3 fedtsyre Omega 6 fedtsyre x
Planteolier som her,raps og Planteolier(linolsyre) Ol"nega 9 fedtsyre
soja(alfa-linolensyre) fisk og kornprodukter,aeg, fierkrae Oliven olie, rapsolie,
skaldyr(EPA og DHA) og ked avocado og ngdder

Figur 8. Fedt er opbygget of forskellige fedtsyrer, som findes i forskellige typer af mad
[http://www.altomkost.dk],[ http.//www.netdoktor.dk]
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De vigtige omega-fedtsyrer

Bade omega-3 fedtsyrer fra fisk og omega-6 fedtsyrer fra planter indgér i komplicerede mekanismer i
stofskiftet, hvor fedtsyrerne gennem en raekke trin omdannes til andre stoffer, som har mange
forskellige funktioner i kroppen. De aktive omdannelsesprodukter fra flerumzaettede fedtsyrer kaldes
under et for eikosanoider*(signalmolekyle). Eikosanoider har mangeforskellige funktioner i
organismen, bl.a. i reguleringen af betaendelsesreaktioner og indgar hovedsagelig ved inflammation
eller immunitet, samt som budbringere i centralnervesystemet. Eikosanoider stammer fra enten
omega-3 eller -6. Omega-6 eikosanoider er generelt pro-inflammatoriske, hvor omega -3 er i langt
mere grad anti-inflammatoriske. Den maengde og balance mellem disse fedtstoffer i en persons kost
vil pavirke kroppens eikosanoid-kontrolfunktioner og kan dermed indvirkninger pa f.eks hjerte-kar-
sygdomme, blodtryk, og arthritis. Anti-inflammatoriske leegemidler sdsom aspirin og andre
smertestillende midler fgrer til nedregulating af eikosanoidsynteser(pro-imflammatoriske).

Flere videnskabelige studier peger pa at omega-3 fedtsyrer bidrager til at begraense inflammatoriske
symptomer, hvorimod omega-6 fedtsyrer (og maettede fedtsyrer) bl.a. forstaerker allergiske
reaktioner. En ubalance mellem disse to fedtsyrer kan bidrage til udviklingen af sygdomme i
kroppen, hvorimod hvis der er den rette balance mellem dem, kan det hjzelpe med at forbedre
forholdene og indvirke med en generel forbedring af sundhedstilstanden. Det menes, at de
inflammatoriske lidelser der findes blandt den vestlige/amerikanske befolkning fortrinsvis er pa
grund af denne skeeve ratio. Moderne vestlig kost har typisk et forhold af omega-6/omega-3 p3 10:
1, nogle steder op til 30: 1. Det menes at det optimale forhold bgr vaere 4: 1, eller endnu lavere, ud
fra naeringsmaessige anbefalinger. Det kan bl.a. lade sig ggre at impdekomme de ernaeringsmaessige
anbefalinger ved at @ge indtagelsen af fadevarer, el/og tilskud af bla. fiskeolie, med et hgjt indhold
af omega 3 fedtsyrer. Det er evnen til at forskyde balancen mellem eikosanoider dannet fra
henholdsvis omega 3 fedtsyrer og omega 6 fedtsyrer, som er forklaringen pa en effekt ved hgj
indtagelse af bla. fiskeolier. De eikosanoider, som dannes fra fiskeoliernes fedtsyrer forrykker
balancen i blodet, sa betaendelsesreaktionerne afdeempes. Fiskeolier nedsaetter ogsa blodets indhold
af triglycerid, som er en type fedt i blodet, der gger risikoen for hjertesygdom. Derimod har fiskeolier
ingen relativ virkning pa kolesterolvaerdien af LDL, det sakaldte darlige kolesterol, men god effekt pa
HDL, det gode kolesterol, der er med til at mindske risikoen for hjerte/karsygdomme.[17;p.89]
[www.apoteket.dk], [www.altomkost.dk ],[ www.scumdoctor.com ]

Fedtsyresyntese metabolismen

Essentielle fedtsyres biosyntese i organismen sker gennem flere trin af elongase*(indsaettelse af en
ethylgruppe), suppleret med forskellige desaturaser*(dannelse af dobbeltbindinger ved at enzymet
fierner to hydrogenatomer). Oxidation sker ved beta-oxidation i mitokondrier* og/el peroxisomer *
ved dannelse af acetyl-Coa*. Eikosanoider, der er signalmolekyler, stammer enten fra omega-3- eiler
omega-6-fedtsyrer. De w-6 eikosanoids fra AA (arachidonsyre) er generelt pro-inflammatoriske, hvor
w-6 eikosanoids fra DGLA(dihomo gamma-linolensyre) og w-3 eikosanoids fra EPA* og DHA* er anti-
imflammatoriske. Eikosanoider dannes ud fra arachidonsyre ved at der indbygges oxygen i
fedtsyrekaeden. Arachidonsyre friggres fra phospholipider som phosphatidylinositol og phosphatidyl-
cholin i cellemembranen ved phospholipase A,. Arachidonsyre danner selve grundlaget for
biosyntesen(ogsa kaldet Arachidon-kasaden) af pro-imflammatoriske eicosanoider, hvor DGLA, EPA
og DHA konkurrerer om samme reaktionsveje med anti-imflammatoriske eikosanoider. Se figur 9.
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Nar der indbygges oxygen i fedtsyrekaeden til eikosanoider, sker det ved forskellige oxygenaser, som
cyclooxygenaser(COX-1 og COX-2), hvor forbindelserne ender som prostaglandiner, prostacyliner og
thromboxaner, eller ved lipooxygenaser hvor forbindelserne ender som leukotriener. COX-2 dannes

som respons pa forskellige inflammatoriske stimuli, og de eicosanoider der dannes er skyld i
betzendelsestilstande, dem fra COX-1 derimod er inflammatoriske haemmende.

Leukotriener indgdr i organismens immunreaktioner og kan vaere involveret i sygdomme som
bronkitis, astma, kroniske inflammationer, psoriasis, gigt, eksem, overfglsomheder og allergier.
Prostaglandiner har et bredt virkningsspektrum. De modulerer, dvs. haammer eller fremmer, en lang
raekke hormoners og andre signalstoffers virkninger pa naesten alle slags vaev. F.eks. fremmer de
inflammationsreaktioner (betaendelse), haemmer hormoninduceret fedtforbraending, pavirker
sammentraekning af glat muskulatur og sammenklumpning af blodplader. Tromboxaner er
signalstoffer, der bidrager til at forhindre blodtab fra blodkarrene. Nir der opstar defekter i
karvaeggen, frissetter de aktiverede blodplader. Ligeledes virker prostacyliner i et samspil med
tromboxaner. [www.biosite.dk],[ www.denstoredanske.dk][16;p.106-108,457-459]
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Figur 9. Simplificeret skildring af

eikosanoider produceret fra omega-3 og -6 fedtsyrer. For at opné fordelene af anti-inflammatoriske
eikosanoider, bar indtag af omega-6 fedtsyre reduceres og omega-3 fedtsyrer gges. Omega-3 og omega-6
konkurrerer i kroppen, og den af hgjeste koncentration vil frem for den anden fortrinsvis blive metaboliseret.
Bemaerk i diagrammet ved omega-3 fedtsyrer at hgrfrpolie /planteolier indeholdende linolensyre(ALA), skal gad
gennem flere enzymatiske trin far det metaboliseres til EPA og DHA, hvor fiskeolie allerede indeholder EPA og
DHA i deres aktive form ved indtagelse. [http.//beatcoloncancer.com/images/fatty_acid_metabolism.jpg]
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Fedtsyrebestemmelse i muslinger og marine
olier

Lipider kan overordnet bestemmes kvantitativ ud fra en raekke forskellige vaeskeekstraktions-
principper med anvendelse af organiske oplgsningsmidler og efterfglgende gravimetrisk
bestemmelse. Men der er ogsa metoder hvor der ikke indgar organiske oplgsningsmidler, som f.eks
volumetrisk bestemmelse med staerk syrebehandling (Badcock- eller Mojonnier-metoden) eller ved

sgjletekniker som SFE(Solid-phase extraction).
Kvaliteten af fedtstoffer kan bestemmes ud fra simple kemiske metoder, disse benavnes f.eks. ved

syretal*, seebe-tal* og iodtal*. [8;p.51-57].

@nskes en mere detaljeret bestemmelse af lipidsammensaetningen i prgven kan der anvendes
forskellige adskillelsesteknikker inden for kromatografien, som f. eks SPC*, TLC* og HPLC*. Ved
analyse for fedtsyresammensaetning kan anvendes direkte metoder som f.eks. UV*, IR* og NMR¥,

eller derivater kan fremstilles til analyse pa HPLC* eller GC*. Se figur 10.

Folch ¥ Bligh & Dyer " Soxhlet!! Weibull-Stoldt" Mojonnier/Badcock SPE

[ Kromatografiske metoder ] Kemiske metoder

TLC HPLC SFC Syre-tal Saebe-tal lod-tal

[Esteriﬁkation/Transesteriﬁkationi} ] \ Spektrofotometriske metoder

Gc!

Figur 10. Overstdende viser et udvalg af mulige metoder til kvantitativ/kvalitativ bestemmelse af
lipider/fedtsyre. 1)Vaeskeekstraktion, samt esterifikation/transesterifikation med efterfalgende GC-analyse
gennemgads i dette afsnit. For ydereligere beskrivelse af de her naevnte metoder, henvises til supplerende
litteratur. Forkortelser er angivet i ordliste bagerst i rapporten.[10;p.233-259)]
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| de eftergdende afsnit vil der gennemgas prgveforberedelse og metoder der kan vzere relevante for
fedtsyrebestemmelse i muslinger og marine olier. Her er pa forhand valgt at analyser p& GC ud fra
den devise at det er den mest anvendte og standardiserede metode til fedtsyrebestemmelser. Farst
omtales en kort beskrivelse af oprensning af lipider, dernaest prgveforberedelse, samt h&ndtering og
opbevaring af lipider med henblik pd minimering af oxidation og ugnsket hydrolyse. Overordnede
vaeskeekstraktionprincipper gennemgas og enkelte mulige ekstraktionsmetoder, med vaegt pa
chloroform/methanol-metoderne, samt deres fordele og ulemper. Efterfglgende gennemgas teorien
bag prevebehandling af fedtsyre til derivater fgr GC-analyse, bdde mere traditionelle metoder men
ogsa alternativ in situ- metode jf. relevante videnskabelige artikler. Dernaest ses pa GC- analysen
med veegt pd metode- og kolonnevalg ved FAME-bestemmelse. Afslutningsvis vil der gennemgas og
argumenteres for valgte metoder til eksperimentelle laboratorieforsgg ved studier af fedtsyre i
muslinger og marine olier inden for projektets afgraensninger.

Oprensning af lipider

For at kunne analysere pd lipider er det ngdvendigt fgrst at isolere dem kvantitativt fra non-lipide
komponenter. Lipider er organiske stoffer(upolaere), hvilket gar det muligt at adskille dem fra mere
poleere stoffer i prgven, s3 som proteiner, kulhydrater og vand. Dette kan ggres ved ekstraktion med
upolzere oplgsningsmidler som f.eks. chloroform, ether og benzen.

Lipiderne i organismen findes isaer som strukturelle bestanddele af membraner og som
oplagsnaering og er i kemisk henseende en inhomogen gruppe, der overordnet kan inddeles i
felgende grupper.( Se evt. foregaende afsnit ”Lipider”).

Simple lipider: Mattede og umaettede frie fedtsyre som evt. kan vaere forestrede med alkoholer.
Gruppen indeholder triglycerider, prostaglandiner(homoner) og voksarter.

Sammensatte/komplekse lipider: Lipider med fedtsyrer og/el. f.eks phosphorsyre, nitrogenholdige
baser, kulhydrater og/eller proteiner. Gruppen indeholder phosphorlipider, glycolipider og
lipolipider.

Steroider: Indeholder sjeeldent fedtsyrer men er uoplgselige i vand og har forekomst i fedtveev, f.eks.
cholesterol, galdesyrene, binyrebarhomoner, sexuelhomoner og D-vitaminer.

Der er en bred vifte af metoder til lipidbestemmelse, alle med formalet at adskille celluleere lipider
eller vaeske lipider fra de gvrige bestanddele som proteiner, polysaccharider, aminosyre, sukker og
andre mindre molekyler. Metoden skal udfgres pa en made s der videst muligt undgas sendring i
lipidsammensaetning og struktur set ud fra prgvens biologiske karakter, men ogsad med henblik p3
falsomheden af de aktuelle lipider. Forsigtighed skal tages med hensyn til at minimere oxidation af
lipider, iseer flerumaettede fedtsyre (PUFA), ved at beskytte mod oxidative nedbrydninger fra ilt,
enzymer, her i kombination med temperatur og lys. Det kan derfor veere ngdvendigt at bl.a
deaktivere enzymer der ellers kan medfgre til hydrolyse* af lipiderne. [7;p.174),[9;p.433),
[www.cyberlipid.org].
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Prgveforberedelse

Som det fgrste trin kan det vaere ngdvendigt at ekstrahere lipiderne fra deres matrix og adskille dem
fra alle andre non-lipider, fgr en egentlig analyse kan forega. Ideelt skal dette foregd ud fra frisk
biologisk materiale eller som alternativ opbevaret ved < -20°C gerne i en atmosfaere af nitrogen

el/og tilsat antioxidanter.[14;p.428]

Tgrring
Det kan vaere sveert for upoleere oplgsningsmidler at traenge ind i vandholdige preve(>8 % vand)
uden at det medfgrer en ringere evne for lipidekstraktionen. Derfor kan det vare en fordel at tgrre

prgven for at nedsaette vandindholdet fgr ekstraktion.[11;p.136]

Homogenisering

Effektivitet af lipidekstraktionen afhaenger bla. af oplgsningsmidlets tilgangelighed i fht. prgvens
overfalde/partikelstgrrelse. Mindre partikler gger den samlede overflade af prgven og medvirker til
en optimering af lipidekstraktion. | nogle tilfeelde kan det vaere en fordel at homogeniserer prgven
med selve ekstraktionsvaesken.[11;p.136]

Lipolytisk aktivitet(nedbrydning af fedtstoffer ved enzymatisk hydrolyse) har frie betingelser nar
cellen gdelzegges, og kan medvirke til at give et falsk(og forhgjet) billede af frie fedtsyre og
triglycerol koncentrationer. En begraensning af den lipolytiske* aktivering kan ske ved hurtig
indfrysning og pulverisering af prgven vha. tgris(-80°C) og herefter overfgres til et organisk
oplgsningsmiddel (inaktiverer den enzymatiske proces), efterfulgt af homogenisering og ekstraktion
ved rumtemperatur. [14;p.429],[A6).

Syre/base hydrolyse
Hydrolyse er en kemisk reaktion eller proces, hvor et molekyle reagerer med vand og bliver opdelt i

mindre molekyler.
A-B + H,0 - A-OH + B-H
Ved hydrolyse af fedtstoffer dannes glycerol og frie fedtsyrer eller salte af fedtsyrer.

For at gare lipider mere tilgaengelige ved ekstraktion, kan man behandle prgven fgrst med syre eller
base. Syre eller base hydrolyse er ngdvendig for at friggre lipider med kovalente- eller ionbindinger
til hhv. proteiner og kulhydrater, men ogsa til at bryde op i emulsioner af fedt. Hydrolyse med
syre(3-6M HClI), under reflux betingelser, friggrer bundne lipider fra proteiner og kulhydrater. Hvor
hydrolyse med base kan vaere med til at bryde op for emulsioner, neutralisere evt. syrer og oplgse
proteiner forud for ekstraktionen. Hydrolyse med stzerk base(NaOH eller KOH) kaldes en forsaebning
eller saponifikation og er oprindelig den proces hvorved sabe fremstilles ved en reaktion mellem et
fedtstof og en base. Saebe er derfor natrium- eller kaliumsalte af fedtsyrer.

Enzymer(Clarase; en blandning af a-amylase og protease) kan ogsa anvendes til hydrolyse af prgver
med lipider bundet til proteiner og kulhydrater.[11;p.136],[6;p.150].
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Harskning og autooxidation
Harskning er nedbrydning af fedtstoffer, olier og andre lipider ved hydrolyse eller oxidation, eller

begge dele. Hydrolytisk harskning kan forekomme enten rent kemisk(vand, base), enzymatisk eller
ved mikrobiologisk pavirkning. Hydrolysen resulterer i friggrelse af fedtsyre fra triglycerider til frie
fedtsyre og glycerol. En hydrolytisk harskning kan pavises ved syretal*.

Disse frie fedtsyrer kan herefter gennemga yderligere auto-oxidation*. | fedtsyren dannes frie
radikaler, nar der tilfgres energi f.eks. i form af lys eller varme. Den energimaengde der kraeves for at
radikaler dannes er langt mindre i de umaettede fedtsyre, og de oxideres derfor langt letter. Den frie
fedtsyre radikal reagerer med luftens ilt og danner peroxidradikal som kan reagere med en ny
fedtsyre. Sdledes fortseetter reaktionen, der kaldes en auto-oxidation(kaedereaktion), fordi der hele
tiden dannes en ny radikal ved brug af en gammel. Lipooxygenase* kan ligeledes indgd i oxidation af
lipider. Den eneste made en radikalreaktion kan stoppes er ved en reaktion mellem to radikaler,
hvorved der dannes en ikke-radikal forbindelse. Peroxiderne spaltes let til ildelugtende aldehyder,
ketoner og carboxyisyre. Disse processer kaldes harskning og kan forhindres, eller i hvert fald
mindskes vaesentligt, ved at tilsaette antioxidanter som reagerer med de frie radikaler og
neutraliserer dem. | olier er der naturligt antioxidanter, som f.eks E-vitamin (alpha- tocopherol). Der
kan ogsa tilszettes syntetiske antioxidanter sasom propylgallat (PG, E310), og butylhydroxytoluen
(BHT, E321).[14;p.428],[5;p.40].

Opbevaring

Efter ekstraktion af lipiderne kan disse opbevares til videre analyse, afkglet og mgrkt. Ved lengere
tids opbevaring sker det bedst ved -20°C eller gerne under. Antioxidanter er sarlig vigtige som
konserveringsmidler, da oxidative reaktioner stadig kan vaere forholdsvis aktive i frosne/kglede
prover.[5;p.40].

Vaeskeekstraktion

Ved at tilsaette en ikke blandbar ekstraktionsvaeske til en prgveoplgsning, kan stoffer i
preveoplgsningen, som er blandbar med ekstraktionsvaesken, ekstraheres fra prgveoplgsningen over
i ekstraktionsveaesken. Det kan ske ved teknikker som udrystning i skilletragt, centrifugering og
filtrering. Herefter kan ekstraktionsvaesken med de gnskede stoffer adskilles fra prgveoplgsningen
ved faseadskillelse, hvorefter stofferne isoleres ved afdestillation af selve ekstraktionsvaesken.

| forbindelse med ekstraktion af lipider fra biologisk materiale er det ngdvendigt at finde et solvent
der bade oplgser lipiderne hurtig og samtidig ”overvinder” interaktionerne mellem lipiderne og
prevens matrix. Et andet, men ogsa vigtig hensyn at tage, er de valgte solventers toksiske
egenskaber og evt. mulighed for substitution med mere miljgvenlige solventer.

Lipider er mangfoldige i bade deres strukturer og polaritet og ofte er en enkelt ekstraktion ikke nok
til at ekstrahere alle lipiderne. Valget af solventer afhanger af lipid-typer og deres indbyrdes
interaktioner der skal nedbrydes. Neutrale lipider, som triglycerider er bundet hydrofobisk og kan
ekstraheres med upolaere solventer som hexan eller diethyl ether, hvor polzere lipider som
phosphorlipider er staerkere bundet og kraver mere polzere solventer. Lipider kan findes i bade fri
og bundet form, frie er let ekstraherbare i en svag upoleer organisk oplgsningsmiddel som f.eks.
petroleumsether eller diethylether, hvor bundne kan kraeve en forbehandling med eks. en staerk syre
for en efterfolgende ekstraktion med mere polaere oplgsninger som f.eks. alkoholer. Se figur 11.
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Derfor er en enkelt opl@sning ikke altid optimalt for ekstraktion ved bestemmelse for total indhold af
lipider i en prgve. Den mest anvendte og afpr@vede solventblanding til lipid ekstraktion er, indtil
dags dato, chloroform/methanol(2:1) i samspil med vand, der evt. indgér i selve prgven som en
tredje komponent. Metoden bruges bade til lipidanalyse fra dyr, planter og bakterier.
[17.p.102],[15;p.97-100],[A3],[A5].

~~ Bundne lipider h N

Frie lipider Nl (kovalente bindinger til proteiner/kulhydrater}
[T — e o -
| '
Hydrolyse med

Sur hydrolyse og vaeskeekstraktion ' Syri E/ bas e/ enzym
Weibull-Stoldt metoden | E

og Mojonnier metoden

Vaeskeekstraktion

Soxhlet-metoden

Upolare/neutrale lipider
(hydrofobiske bindinger)

Tri-di- og monoglycerider Polzre |lplder

(elektrostatiske kraefter og hydrogenbindinger) )

"Lange” frie fedtsyre, L - S
._\\H steroler; cholesterol Glycolipider,phosphorlipider, Sphingolipider J‘/__,/
e ___,‘}‘—-— —_—
()

To-fases vaeskeekstraktion
Folch-metoden
Bligh & Dyer metoden

Volumetrisk hurtigmetode m. syre
Badcock metode
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Figur 11. Normal vil en fedtbestemmelse udggre de “frie” lipider med ekstraktion vha en svag upolaer organisk
oplasningsmiddel. Ekstraktion af de “bundne” fedtsyre kraever mere polaere oplgsninger som f.eks. alkoholer.
Under vaeskeekstraktion vil van der Waals og elektrostatiske kraefter, samt hydrogen bindinger, brydes i
forskellige udstraekning i oplgsningsmidlet, mens kovalente bindinger vil forblive intakte. Neutrale lipider er
hydrofobisk bundet og kan ekstraheres med upolzere oplgsningsmidler. Hvor polaere lipider, som overordnet er
bundet aof elektrofobiske kreefter og hydrogenbindinger, kreever et polaer oplgsningsmiddel til at bryde disse
bindinger.[11,p 137]
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Weibull-Stoldt-metoden er et eks. pa bestemmelse af “total mangde fedt” ved ekstraktion af
summen for “frit fedt” og “bundet fedt”, frigivet ved sur hydrolyse. Ekstraktion foregar i upolaer
fase, hvorved polzere lipider ikke indgar i “total maengde fedt”. Mojonnier- metoden bygger pa
samme princip, hvor Backcock-metoden er volumetrisk hurtigmetode til bestemmelise af det totale
fedtindholder med en stzerk syre(syre-fordgjeligheden).[12; AOCA official Methods)],[13;p.96].

En Soxhlet er et laboratorieudstyr opfundet i 1879 af Franz von Soxhlet. Det benyttes ofte til at
ekstrahere fedtstof ud af en fedtholdig prgve ved hjzelp af et organisk oplgsningsmiddel. Soxhlet
ekstraktion af lipider kan let forega i enten hexan, petroleum-ether(blanding af pentan/hexan m.
kogepkt 35-40°C) eller diethylether. Denne metode kan bruges til kvantitativ bestemmelse af prgver
med bdde lavt som hgijt lipidindhold, men begraenset til oprensning af upoleere lipider, da poleere
lipider oplgses ringe i upoleere solvent. Prgver med hgjt vandindhold (210%) anbefales at tgrres fgr
ekstraktion, dette ggres med forsigtighed for at undga oxidation af lipider ved for hgje
temperaturer. Soxhlet ekstraktion af prgver kan nemt udfgres uden anvendelse af upolzere solventer
som chloroform(eller andre toksiske solventer), men til gengeeld anses metoden for ikke at give et
resultat svarende til det totale lipidindhold, men mere som indholdet af “ekstraherbare lipider”(=frie
lipider). [A3]. Bagsiden ved soxhlet metoden er generelt tidsforbruget, men ogsé dens manglende
evne til at oprense polaere samt bundne lipider. Desuden kan udbyttet afhaenge af bdde anvendte
solventer, ekstraktionstider og antal cykler, hvilket betyder at resultatet kan variere med hensyn til
flere operationelle faktorer. Se figur 12. [9;p.425],[A3].
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Figur 12. Soxhlet; Tv opbygning, th i funktion; Ved opvarmning pé
rundbundet kolbe(2), bringes det organiske oplgsningsmiddel(1) i
kog og dampen stiger op til svalergret(9). Da svalergret er
afkplet(9), vil dampen kondenseres, og oplgsningsmiddel vil dryppe
ned pa ekstraktionshaetten(4)indeholdende proven. Nér vaesken her
er i niveau med toppen af det smalle stigror(6)vil vaesken i
ekstraktionskammeret(5)”vende” tilbage i kolben via
overlgbsrpret(7). Processen gentager sig selv, sé laenge der er
varme pa kolben og tilstraekkeligt ekstraktionsvaeske. Fedtstoffet
kan herefter isoleres ved afdestillering af oplgsningsmidlet, og
ikke-fedtoplpselige dele af prave forbliver i ekstraktionshaetten.
[http://en.wikipedia.org/wiki/Soxhlet_extractor]
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Selvom chloroform/methanol baseret ekstraktioner udggr stgrre miljg- og sundhedsmaessig fare er
de stadig de mest anvendte og foretrukne metoder til oprensning og bestemmelse af lipider. De
mest kendte har vaeret "Folch”- og "Bligh & Dyer”- metoderne, bade i deres klassiske udformning,
men ogsa i flere modificerede former. De er grundleeggende hurtige og simple ekstraktionsmetoder
til oprensning af lipider fra biologiske materialer. Lipider oprenses fra prgven ved en tre- komponent
ekstraktion med methanol/chloroform, samt chloroform og vand. Ved selve fase-separationen vil
lipider befinde sig i den upolaere chloroformfase. For at gge udbyttet af lipider, kan vand erstattes
med en saltoplgsning. Bade for “Folch” og ”Bligh & Dyer” kan mere kraevende prgver ekstraheres
over flere gange; efter homogenisering med choroform/methanol, filtreres restproduktet fra og
processen gentages, bagefter adderes filtraterne til det videre forlgb. | materialer hvor der er staerke
interaktioner mellem lipider og matrix’en, er det en fordel at forbehandle prgven med base eller
syre. Se figur 13.

I ”Bligh & Dyer” bruges forholdet 1:4 mellem prgve og en oplgsning af chloroform/methanol/vand i
forhold 1:2:0.8 og 2:2:1.8,svarende til f@r og efter fortynding. For “Bligh & Dyer” metoden er det
ngdvendigt at kende vandindholdet i prgven.”Bligh & Dyer”-metoden er en videreudvikling af
“Folch”-metoden til prgver der indeholder stgrre maengder vand og anses for at vaere en hurtig og
effektiv metode til bestemmelse af total lipidindhold i fisk og andre marine dyr. | prgver med indhold
<2% lipid er der umiddelbart ingen forskel i resultater mellem de to metoder, hvorimod for prgver
med indhold >2 %lipid fas lavere resultater ved ”Bligh & Dyer” end ved ” Folch” metoden.
Ekstraherbarheden falder dog ved prgver med hgjt vandindhold og evt. frysetgrring fgr ekstraktion
kan anbefales. “Folch” metoden har et forhold pa 1:20 mellem prave og opl@sning af chloroform/
methanol/vand (8:4:3). Her er det vigtig at forholdet er 8:4:3 mellem chloroform/methanol/vand til
at opnd gnsket adskillelse af chloroform/methanol/vand i forholdet 3:48:47 for gverste fase og
86:14:1 for nederst fase. [A1],[A2], [A3],[A4], [10;p.235-236],[15;p.100-101],[17;p.103).

Anvendelse af chloroform er ikke ideelt, men metoderne er generelt anvendt, iszer for kgd og fisk,
selv om andre og mindre toksiske solventsammensaetninger er afprgvet, sdsom hexan/isopropanol
eller cyclohexan/ethanol, med nzesten tilsvarende resultater. Brugen af dichlormethan i stedet for
chloroform er blevet evalueret i udvinding af lipider fra prover af forskellig art. Resultaterne viset, at
dichlormethan /methanol kan erstatte chloroform /methanol, og dermed undgd de store sundhed-
og sikkerhedsmaessige problemer forbundet med brugen af chloroform. Der er en raekke af mere
moderne metoder for ekstraktion af lipider, og selv om de giver visse fordele frem for den mere
traditionelle metode, er de dog ikke blevet testet over for sa vid en raekke af forskellige prover.

[A3], [A9].
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Figur 13. Folch-metoder er generelt anvendelig til de fleste lipider og er i sammenligning med andre
solventblandinger det mest effektive ekstraktionsmiddel. Bligh & Dyer er udviklet til praver der indeholder
stgrre maengder vand.

“Folch”:Lipider ekstraheret ved at homogenisere prgven i 2:1 chloroform-methanol, hvorefter homogenatet
filtreres fra. Filtrat tilssettes kun vand(indeholdende et salt gges dets polaritet).

”Bligh & Dyer”:En “vad” prgve homogeniseret i en blanding af chloroform/methanol sG der dannes et
blandbar forhold med vandet i prgven. Ved yderligere tilsaetning af chloroform dannes to-fase system.

For begge metoder:To-fase system bestdende af chloroformfase indeholdende lipiderne og en methanol/vand
fase indeholdende non-lipiderne. Lipiderne isoleres herefter ved adskillelse af chloroformfase(nederste lag) fra
methanol/vandfase(gverste lag) og efterfalgende inddampning.[A4] [A2] [17,p.103].
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Analyse for kvalitativ/kvantitativ bestemmelse af fedtsyrersammensaetning i kompleks blanding af
lipider som triglycerider, phosphorlipider, sphingolipider og steroler er den mest anvendte metode
Gas Chromatografi(GC). Traditionelt bliver sammenszetning af fedtsyre(FA) i prgver bestemt ud fra
deres analoge FAME*(fedtsyremethylester) fremstillet ved methylering* af lipider vha. en sur- el.
basisk- katalyseret reaktion. Generelt er de fleste FA* kovalent bundet til enten en alkohol(glycerol)
via en ester binding(triglycerid, phosphorlipids og sterol ester) eller lange C- kaeder som sphingosin
via amid binding. For at analysere fedtsyresammensaetning i en lipid-preve ma denne forbehandles
sa de enkelte fedtsyrer er tilgaengelig for chromatografisk analyse. Methylestere bruges naesten
universelt for gaschromatografiske analyser af fedtsyrer. Ester derivater (methylester) er upolaere
molekyler der har lavere flygtighed(kogepunkt) end fedtsyrer hvilket ggr dem velegnet til
kromatografiske adskillelsesteknikker, samt de er enkle at frembringe rent kemisk. For at friggre
bundne fedtsyrekomponenter kan det vaere ngdvendigt fgrst at behandle dem med sur elie basisk
hydrolyse for derefter at konvertere dem til derivater, sdésom methyl estere, egnet for GC-analyse.

Der er overordnet to mader at omdanne fedtsyrer til deres tilsvarende methylester, FAME*, enten
ved transesterficering og/el esterficering via en katalyseret reaktion(syre, base eller enzymer) i
methanol under opvarmning. For lipider der ikke er oplgselige i methanol kan det evt. vaere
ngdvendigt at yderligere tilseette en upoleer solvent (eks. toluen, dichloromethan).

Se figur 14, 15a og 15b.

Transesterificering er en udveksling mellem alkoxy*gruppen af en ester med en anden alkohol.
Reaktioner er ofte katalyseret ved tilseetning af syre el. base, hvor syren katalyserer reaktionen ved
at donere en proton til carbonylgruppen, og dermed ggre det mere reaktivt. Baser katalyserer
reaktionen ved at fjerne en proton fra alkoholen, og dermed ggre denne mere reaktiv.

R’-OH + R-COO-R” - R”-OH + R-COO-R’

Esterificering er dannelse af en ester eller en esterbinding, ved kondensationsreaktion mellem en
alkoholgruppe (-OH) og en syregruppe (-COOH) under fraspaltning af vand.

Reaktionen katalyseres af staerk syre ved at den reagerer med det vand som dannes, og ligevaegten
forskydes mod hgjre til gget esterdannelse. Esterficering katalyseres derfor ikke af baser.

R’-OH + R”-COOH - R"”-COO-R’+ H,0

Saponifikation/hydrolyse sker ved reaktion mellem et fedtstof og en base ved at bryde bindinger
mellem fedtsyren og glyceroldelen. Ved en saponifikation med staerk natrium- eller kaliumhydroxid
sker en forsaebning af fedtstofferne til frie natrium- eller kaliumsalte af fedtsyrer. Disse kan ogsa
dannes ud fra hydrolyse under anvendelse af f.eks methanolic base (basisk katalyseret
transesterifikation) i samspil med vand. Dannelse af de frie natrium- eller kaliumsalte af fedtsyrer og
andre frie fedtsyrer kan ikke esterificeres ved basisk katalyserede betingelser, kun ved sure.

Tilstedevaerelsen af vand i prgven kan interferer med bade transesterificering og esterificering ved at
fore til hydrolytiske reaktioner, men hvor den for esterificering er reversible(Figurl5 b,(5)) er den for
transesterificering irreversibel{Figuri5a,(2b)). [10;p.241],{18;p.12-15], [A10],[www.lipidlibrary.co.uk]
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Ekstraherede frie+bundne —_— Ekstraherede frie lipider
lipider ~ ' I

Saponifikation/hydrolyse

~| Hydrolyse med
syre/base/enzymer

& af komplekse lipider til FFA /
. e — - ._-—_’_,',/
Transesterficering e R
(saponifikation) . l
af alle O-acyl lipider til FAME J
. undtagen FFA og amider ‘/’\ S
S e Esterificering

e — . afalle O-acyl lipider og FFA til FAME L

Figur 14. | materialer hvor der er stzerke interaktioner mellem lipider og matrix’en, er det en fordel at
forbehandle prave med syre/ base el. evt. enzymer. Saponifikation sker ved basisk behandling. Syre-reagenter
katalyserer esterifikation/transesterifikation, hvor base-reagenter katalysere transesterifikation hvor der evt.
indgdr frigorelse af FFA* til en efterfolgende esterificering med syre-reagent.[A12]

Basisk katalyseret transesterificering

O-acyl *lipider som triglycerider/phosphoglycerider transesterficeres meget hurtigt i tilstedevaerelse
af en basisk katalysator i vandfrit methanol. Frie fedtsyrer (og amider) bliver normait ikke
esterificerede. Man skal derfor vaere opmaerksom pa udelukkelse af vand ved reaktionen hvis der
gnskes at forhindre dannelse af fedtsyrer som fglge af hydrolyse(irreversible reaktion). Se figur
15a(2b). Hvis indholdet af frie fedtsyre(FFA) er tilstraekkeligt hgjt kan disse interferere ved at
reagere/destruere katalysatoren. Det kan derfor vaere vigtigt i visse tilfaelde at udfgre
transesterfikation under omsteendigheder hvor hydrolyse ikke kan forekomme.

Natrium methoxide i vandfri methanol (tilberedt ved at oplgse ren natrium i tgrret methanol), er
den mest populaere reagens, men kalium eller tetramethylguanidine(TMG) er ogsa almindelig
anvendt. [10;p.240],[9;p.438-442], [www.lipidlibrary.co.uk]

Syre katalyseret esterificering/transesterifikation

Frie fedtsyrer bliver esterificeret og O-acyl lipider transesterificeret ved at opvarme dem i stort
overskud af vandfrit methanol under tilstedevaerelse af en sur katalysator. Hvis for meget vand er til
stede, kan det forhindre at reaktionen kommer til afslutning, fjernes vandet vil det derimod 3
reaktionen til at forlgbe yderligere mod hgjre(se Figuri5b(5)). Den mest almindelige og mildeste
reagens er vandfri chlorbrinte i methanol, men en opl@sning af koncentreret svovisyre i methanol er
ligesa anvendelig. Boron trifluride-methanol er ogsd meget anvendt som en effektiv reagent, men
beskyldes ofte for at vaere ustabilt med uheldig dannelse af biprodukter og tab af
PUFA*(polyumazettede fedtsyrer). Trods dette er BFs-methanol reagens tit anvendt i forbindelse med
en forudgaende anbefalet basebehandling af lipider,(saponifikation, se Figur15a(1)), til dannelse af
FFA* som efterfglgende esterificeres. Men effekten af hydrolyse ved basisk katalyseret
transesterifikation kan ogsa indfg@res som en fordelagtig kombination af bade transesterificering og
saponifikation efterfuldt af sur katalyseret esterificering. Til trods for det ikke er absolut ngdvendigt
at hydrolysere lipider til FFA fgr transesterificering/esterificering med sur katalyseret reagent, anses
kombinationsesterificering alligevel for at vaere en hurtigere og mere effektiv metode. [15; p.207],
[A11], [A12].
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Saponifikation i ren base
Q
RCOO-R’ + NaOH «—————>» RCOO-Na +R'OH (1)
Hydrolyse i Methanolic-base
NaOH+ CH;OH ——3p CH;0-Na +H,0 (2a)
OH/Q
RCOO-R’ + H,0 + CH;0-Na ——— > RCOO-Na + R'OH + CH;0H (2b)
Transesterifikation
NaOMe /Q
RCOO-R"+CH;OH — +R’-OH (3)
Eller
CH,-OCOR CH,-OH
| NaOMe /Q I
CH-OCOR +3CH;OH <+——» 3 + CHOH (3)
I I
CH,-OCOR CH,-OH

Figur 15a. Saponifikation og basisk katalyserede transesterifikation og hydrolyse med Methanolic Base(NaOH-
methanol). Her er ingen esterifikation af frie fedtsyre og deres salte.[A12]

Esterifikation

HCIMe/Q

RCOO-Na + CH;0H ¢————»> + NaOH (4)

Esterifikation{Hydrolyse)

HCIMe/Q

RCOOH + CH;:O0H 4+——» +H,0 (5)

Transesterifikation

HCIMe /Q

RCOO-R"+CH;OH ¢——» +R’-OH (6)

Figur 15b. Sur katalyserede transesterifikation af O-acyl lipider og esterification af frie fedtsyrer og deres
salte.[15;p.207]
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One-Step-Methylering

Som et alternativ til ekstraktion, m/u hydrolysering, af den total maengde lipid fgr dannelse til
FAME*, er der udviklet en hurtig one-step in situ ekstraktion/methylerings* metode. OSM(One-Step-
Methylering) er en samtidig ekstraktion og derivatisering hvor FAME’s dannes direkte, uden
forudgdende lipid ekstraktion. Se figur 16. Succesen af denne metode afhanger af bade den vaigte
solvent(polaritet) i samspil med methanol og prevens indhold af vand, samt den anvendte
katalysator. Ved OSM kan der spares pa bade tid, arbejdsprocedure, anvendelse af udstyr, maengde
af solventer og prgvemaengde, samt anvendelse af toksiske solventer. Der anbefales samme tid og
temperatur til OSM som ved almindelige FAME procedure for opnaelse af komplet derivatisering.
Prgver indeholdende sma maengder vand kan anvendes ellers anbefales at vandet fjernes fgrst, helst
ved frysetprring, da almindelig tgrring af prgver kan give @ndringer i UFA*(umaettede fedtsyre).
Metoden har demonstreret sammenlignelige resultater med konventionelle metoder som
ekstraktion med chloroform/methanol , samt Soxhlet ekstraktion med forudbehandling af sur
hydrolyse. De mest populaere metoder til (marine) lipid ekstraktioner er metoderne “Folch” eller
"Bligh & Dyer”, men disse er ofte tidskraevende. Desuden anvendes stgrre maengder af
solventer(toksiske) over flere trin, givende at hvert trin gger risiko for fejlagtige resultater,
kontaminering, samt tab af udbytte. OSM er et af de tiltag der er lavet for at finde en procedure
mht. bade hurtigheden og reduktion i anvendelse af organiske oplgsningsmidler. Ved anvendelse af
en IS*(internstandard) kan FA* bestemmes efterfglgende, kvantitativt som kvalitativt, direkte ved
GC-analyse.

Den optimale procedure for FAME fremstilling afhaenger af prgvetype og sammensaetning. OSM
metoden er udviklet og modificeret alt efter praeferencer af katalysator og solventer i hht. prgven og
dens FA indhold. Dette geelder bla. valg af kataylsator(NaOH og/el BF;, HCI), ekstra solvent (hexan,
toluen, benzen og vise tilfelde chloroform), temperatur(70-110°C) og tid (45-120 min). Af
internstandard kan f. eks naevnes €23:0, C21:0, C:19:0 og C13:0, bade som TAG*(triglycerid), FA og
FAME. Forberedelse af prgve kan vaere homogenisering, tgrring eller frysetgrring, samt
pulverisering.[ 17;p.109],[A7],[A13],[A14]). OSM er bevist som fordelagtig metode til bestemmelse af
FA i marine produkter, bade mht. pracision og ngjagtighed, men ogsa hurtig og enkel i udfgrsel.[A8]

Two-Step-Methylering

Methylering ved basisk katalyse har fordele som hurtig reaktionshastighed ved lave temperaturer,
mens dens ulemper er manglende evne til esterificering af FFA* samt i visse tilfelde dens
felsomhed(hydrolysering) over for vand. Dog er den base-katalyseret reaktionhastighed for
transesterifikation op til 1500 gange hurtigere end selve den basiske hydrolyse, hvilke naeste
eliminerer vands interferende egenskaber. Se Figur 15a (2b),(3). Med hensyn til temperaturen kan
for hgj over laengere tid fare til degraderinger af FA, hvor mildere betingelser kan indebaere ringe
eller ufuldkommen omdannelse til FAME.

Som nzevnt f@r har sur katalyse visse signifikante fordele frem for basisk katalyse (esterificering af
FFA, ringe interferens af vand), men evnen til transesterificering er ikke sd hgj/hurtig som ved basisk
katalyse. Pnskes nedseettelse af den noget laengere reaktionstid som er pakraevet ved sur katalyse,
kan det vaere en fordel i farste omgang at anvende en basisk katalyse. Ved basisk reagenter, eks.
NaOH-Methanol, vil der ske basisk hydrolyse(langsom reaktion) af FA fra TAG* samtidig med
transesterificeret(hurtig reaktion) af TAG(O-acyl lipider). Se figur 14 og 15a. Herefter vil en
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efterfglgende sur katalyse primaeer esterificere(hurtig/medium reaktion) FFA og uden at der skal
tages forbehold i den begraenset(=manglende) transesterificering(langsom reaktion). Se tabel 2.

Methylerings betingelser Sur-katalyse Basisk-katalyse
Temperatur Hoj RT

Tid Minutter til timer | Sekunder til minutter
Esterificerings-evne Medium-hgj Ingen
Transesterificerings-evne Lav Hgj

Saponifikation Lav Hgj

Interferens af vand Lav Hgj

Tabel 2. Angiver fordele og ulemper ved anvendelse af hhv sur- el basisk-katalyse[A13]

Hermed kan den totale reaktionstid nedsaette ved anvendelse af en slags two-steps- frem for one-
step-metoden. HCl-methanolic er ifglge litteraturen den mest anvendte esterificerings-reagent og
anvendes isaer ved OSM, maske ud fra dens foretrukne stabilitet. Dog skal der tages hensyn til dens
begraensede holdbarhed lige som ved andre sure-reagenter. [A13] [www.cyberlipid.org].

Biologisk materiale evt. tgrret /frysetgrret

| |

Sur hydrolyse/digestion {friggre bundne lipider) J

Lipid ekstraktion
(adskille lipider fra nonlipider)

Evt. lipid separation
(polaere, upolzer el/og lipid-kiasser)

i

Inddampning/evaporation
(fierne organisk oplgsningsmiddel)

I

Basisk hydrolyse/Saponifikation (friggre bundne FA) |
o
l m
FAME FAME
Esterficering/transesterficering Esterficering/Transesterficering

i organisk oplgsningsmiddel

Figur 16. Konventionel metode kan inkl. flere steps som; t@rring, sur hydrolyse, solvent ekstraktion,
oprensning/inddampning, basisk hydrolyse, transesterificering/esterificering samt evt. efterfalgende
praveforberedelse. Ved OSM tilsaettes prove(gerne tar el < 5% vand) et organisk oplgsningsmiddel samt en
methanolic-katalyse(basisk/sur) og varmes ved anbefalet temp/tid. Ved kvantitativ bestemmelse tilsttes en
internstandard.[A12]
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GC-analyse af FAME

Selvom der er rapporteret om direkte GC-analyse af FA*, er det absolut mest optimalt at anvende
ester derivater af FA, specielt methyl esters. Ester derivater har lavere kogepunkt end deres
korresponderende FA og derfor bedre egnet i gasform til GC-analyse. Ester er ogsa mindre polaere og
har ikke tendens til at absorbere pa kolonnematerialet eller dimerisere* der bla. kan medfgre tailing
eller leading(toppen der enten er bredere pé bag- eller forkanten) For yderligere information om GC
teori og principper, se Appendix A med henvisninger til Apparatteknik [3] og Analyseteknik [2].

For at en given prave skal vaere kompatible til GC-analyse skal den veere flygtig ved temperaturer
under 350-400 °C, men samtidig ogsa kunne tale relative hgje temperatur uden at den degraderer
og/eller reagerer med andre tilstedevaerende komponenter i GC systemet. GC systemets evne til
separation af givne komponenter skal ses i sammenhaeng med parameter som kolonnelaengde, indre
diameter, kolonnemateriale, temperatur, flow o. lign.

Kolonnen er den mest kritiske del af GC systemet og valget af kolonnen skal afpasses arten af prgver
der gnskes analyseret. Der er overordnet to typer af kolonner, pakkede og kapillaer kolonner.
Pakkede kolonner vaelges sjeeldent grundet deres lave resolution/opl@sning samt krav om stgrre
maengde preve. Der anvendes primaert i dag kapillaer kolonner coatede med forskellig grader af
polaere materialer brugbar til FAME-analyse. Selve kolonnens performans afhanger af flere
parameter som f. eks coatingmateriale, laengde, diameter samt filmtykkelse af coatingmaterialet.
Polariteten af den stationaere fase, og valget af denne, har indflydelse pa retentionstider af de
pagaldende komponenter, iseer PUFA*, i praven der skal analyseres. Generelt er resolutionen for
FAME, specielt umaettede fedtsyre(UFA), hgjest i meget polaere kolonner, der til gengaeld har
kortere levetid end kolonner af mere non-polzere slags. Blandt kolonner til FAME analyse er de fleste
poizere faser fremstillet af biscyanopropyl/dimethylsiloxane eller polyethylene glycol(PEG) med vaegt
pa deres stabilitet og praecision hvor med alle komponenterne elueres. Se tabel 3 og figur 17.

Marine olier indeholder en bred vifte af FA (op til 50-60), men kun ca. 14 er interessante i forhold til
deres maengde. Primaert indeholder de PUFA med kaedelaengde af 20, 22 eller flere karbonatomer,
indeholdende op til seks dobbeltbindinger. FAME elueres efter kaedeleengde og deres indhold af
dobbeltbindinger, hvor kortere kaede elueres fgrst, vil et gget antal af dobbeltbindinger medfgre
leengere elueringstid. Alle FAME af en given kaedelangde elueres fgr en tilsvarende med 2 karbon
leengere kaede, den eneste undtagelse er C22:6w3(DHA*) der til tider kan elueres mellem C24:0 og
C24:1w89. Isomere med dobbeltbindinger naermest ester gruppe elueres farst, f. eks vil C20:4w6
elueres for C20:4w3.[17p.110]. Dobbeltbundet positionelle isomere(cis og trans) vil normal
separeres lige efter hinanden. Zndringer i polaritet af kolonnematerialet har ikke betydning for hvor
med raekkefplge af komponenter med samme kaedelaengde med forskellig konfiguration(eks. antal
dobbeltbindinger) eluereres, men kan have effekt pa raekkefglge af eluering i forhold til andre
kaedelengder. Ved at bruge egnede standarder(referencer) kan identifikation af peaks(toppe)
verificeres ved at sammenligne retentionstider af kendte komponenter i standarden i forhold til
ukendte i prgven. [9:p.446],[10;p.240],[15;p.228][19;p.126).
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Firma Agilent Technologies Sigma-Aldrich

Kolonne navn DB-23 OMEGAWAX SP-2560 SP-2380

Matrix 50%-Cyanopropyl- Polyethylene bis-cyanopropyl 90% biscyanopropyl/

methylpolysiloxane glycol(PEG) polysiloxane 10% cyanopropylphenyl

siloxane

Polaritet Hoj Moderat til hgj hej hgj

Anbefaling fra | FAME, samt cis og Hgj Specifielt cis/trans Specifik designet til

producenten trans- isomere reproducerbarhed isomers og FAME FAME

FAME, omega 3 og 6
Reference FAME PUFA No.1 7 Menhaden fish oil 37 Component FAME
kromatogram PUFA No.3 2 Olive oil ? Mix ?

Tabel 3. Sammenligning af udvalgte kolonner anbefalet til GC-analyse af FAME. DB-23 er anvendt til analyse af
indevaerende praver for marine olier og muslinger. Information er hentet fra www.chem.agilent.com og
www.sigmaaldrich.com 1) Se figur 17 og figur 18a i efterfalgende afsnit. 2) Se Bilag .

Column: DB-23
JAW PIN:
Camier:
uven:

123230
sutCror2mn

TYUYE fer s min
180-250'C a1 5%mir
Inpcicr. Splivess 250°C

Celeclorn. F.D, 3)0°C

C8:0 Mathyl actareate
C0:0  Mathyl nenaroate
C10:0 Mathyl decanzate
£11:3 Mathylundazanoate
C12:0 Mathyl laurate

C1AN Matayt triderznaata
C14:0 Mathyl mynstate

C1a:1 Mathyl myristoleate
C15:0 Mathyl pentadecancate
C15:1
1. C198:0 Mathyl palmitate

12 Cl8:1 Mathyl palmito'eate

13 C17:0 Mathyl hepradecancate
14 C17:1

CODPNBIMEWP

15. C18.D Mathyl stearae
16 C13:1 n {ethyl ¢'aidate
17 CiEn thyl cleate

linoleze

19 G183 Ma2hyl gamma kinc enate
:3 Mzthyl linolenate

21 C20.0 Mzlhyl arsuhiwale

22 C20:1 Mathyl 11-e'casanoate

24 C20:3 Methyl methy
romegarmma hnolenate

car7e

50-180°C at 10%mir

45 sec purge aziivaicn ume

Matryl 10-centacecenoas

Mathyl 10-replaceceroae

22 C2C 2 Mathyl 11 14-eicosadiencate

30 m x (.32 mm 1.0, 0.25 pm

He um at 40 cmisec. measured at 50°C

N tregen makzup gas at 30 mLimin

(K]
w

.
e S | E | I N 8

4 5 6 78QVIIM2

C20:4 *Metny arachlcenate
C20:3 Mezhy' 11,14, T-eicosalrienoate
C22 0 Methy' behivnule

C20:5n3 all cis-Nethyl 5,8.11,14,17-eiccsapentencate; (SRA)

C22:1 Methy! erusate
€22:2 Methy’ 13,16-dccosadiencate
C24:0 Meshy! lignccerste

€22:6n3 3ll ers-Nethyl 4,7,10 13,18, 12Coccszhexenca®; (DHA)

C24:1 Mcthy nervonaie

1€

| .5'-‘3!‘

i

|-I ( | il Il |l “
UL ».J' gl L'*LJL

31min

|l
1’-‘-

i

2| |

I
LUt ._r';i L

L3 =

|

,:I

Figur 17. Kromatogram ved kolonne DB-23 af FAME fas tydelige separation for kaedelaengde C8:0 og op efter,
samt PUFA med forskellige kaedelzengder og antal dobbeltbindinger giver tilfredsstillende resolution.

[www.chem.agilent.com]

Ud fra GC-analyse kan hver enkel FAME udtrykkes som en procentdel af det totale FAME. Arealet
under GC toppen tilsvarer maeengden af den pageeldende FAME, derfor kan arealet af hver top(som
procenten af det totale areal af alle toppe af FAME) tilsvarer w/w % af hver FAME. Men, at bruge
den tilneermelse, vil medfdre overestimering ved langere kadelangde og underestimering ved
kortere keedelengder. Areal % veaerdierne kan multipliceres med en teoretiske korrektionsfaktor
(TRF) og vaerdier korrigeres svarende til sande procentvaerdier. Korrektioner er af mindre betydning
for kaadelaengder mellem C14-24, men vil veere mere toneangivende for kortere kadelaengder og
endda have signifikant indflydelse pa resultater for kaedelsengder C4-C8.
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For at bestemme koncentrationen af fedtsyrer opgivet i mg/g kan en kendt maengde af en
internstandard tilsaettes til en kendt maengde prgve/lipider. Internstandard kan tilsettes enten som
fedtsyre eller FAME alt efter valgt procedure. Den valgte internstandard skal vaere en FA/FAME som
ikke forefindes(eller i ganske ringe maengde) i prgven, samt den skal tilsaettes i en maengde der
repraesenterer en gennemsnitlig top i GC- kromatogrammet. For det meste vaelges en
internstandard med et ulige antal kulstofatomer(de fleste naturligt forekommende fedtsyrer har et
lige antal kulstofatomer), samt med en kaedelaengde der ligger i omradet af prgvens fedtsyrer og
deres repraesentative kaadeleengder. Eks kan en internstandard som C11:0 vaelges til prgver med
kortere kaedeleengder(C4-C18), hvor C17:0 og opefter bedre passer til bestemmelse af PUFA som
EPA og DHA. Selv om toppe for C19:0 eller C21:0 til tider ligger i omradet af kromatogrammet hvor
maengden af de fleste toppe for marine prgver er repraesenteret, vil de om end under optimale
k@rsel give praecise resultater. Hvis der er tvivl vedrgrende om den valgte internstandard allerede
indgar i prgven, kan der vaelges at analysere pa prgven med og uden tilseetning af internstandard.
Internstandard kan bl.a indikere/korrigere for tab af lipider/fedtsyrer gennem de forudgdende
procedurestep fgr GC-analyse, men angiver ikke hvilké lipider/fedtsyrer. Ved ineffektive friggrelse
(saponation/transesterification) af mere eller mindre bundne fedtsyrer i prgven’s matrix vil en
Internstandard ikke i sig selv indikere udslag i mangde, da denne fra start figurere som FFA*. Nar en
basisk katalyseret reagent anvendes kan der ikke anvendes FFA som internstandard, en triglyceride
ma anvendes i stedet. Uanset hvilken internstandard der bruges skal denne tilszettes fra starten,
hvor ved den gennemgar alle praeparationssteppene fgr GC-analysen. [17;p.111-114], [A12].

Maengde af FAME i en prgve kan beregnes ud fra nedenstaende formel.

Ax - Wis - CFx
Ax : Areal af FAME x
Ais: Areal af internstandard
Wis: veegt af tilsat internstandard i mg
Ws: vaegt af prgven i mg
CFx: TRF for FAME x
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Litteraturstudie vedrgrende fedtsyrer i
muslinger

Detaljeret neeringsindhold i ra bldmuslinger kan findes pa DTU Fgdevareinstituttets hjemmeside;
www.foodcomp.dk, Fedevaredatabanken(version 7.01). Tabel 4a og 4b viser et udsnit af udvalgte
relevante informationer for indevaerende projekt, som eks. tgrstof, fedtindhold og indhold af
mattede/umaettede fedtsyrer. Det er velkendt at muslingers lipidindhold og sammenszetning
varierer alt efter arstid, lokation, fadeforhold, temperatur og produktionsforhold(se afsnit
”blamuslingen”). Der er ikke angivet hvorfra og pa hvilke tidspunkt muslingerne naeringsindhold er
bestemt, og produktionsformen er heller ikker opgiver, men det antages at vaere konsum muslinger
fra danske farvande. Vaerdier i fadevaredatabanken for total lipid og fedtsyrerne er angivet som
vejledende vardier, g/100 g spiseligt indhold, beregnet ud fra en fedtsyreomregningsfaktor (FACF).
For anvendte metode henvises til www.foodcomp.dk.

: {Fedtsyrer /100g | %
|Energi 347 "Jl C14:0 . 0.047| 3.30
lProtein, total 11.9g C15:0 0.015{ 1.04
Fedt, total 2.2¢g C16:0 0.225) 15.9
maettede fedtsyrer 0.4g | C17:0 0.0241 1.70
monoumeett. fedtsyrer 0.5g C18:0 0.137| 9.70
polyumaett. fedtsyrer 0.5g C16:1, n-7 0.121] 8.57
Kulhydrat, total 3.7g C18:1, n-9 0.130[ 9.23
kostfibre 0.0g C20:1, n-11 0.138| 9.79
Aske 1.6g C22:1, n-9 0.096] 6.78
Vand 80.6g) C18:2,n-6 0.037] 2.64
Tabel 4a. Naeringsindhold i ré musling.[www.foodcomp.dk] €18:3, n-3 0.029 2.07
C20:4, n-6 0.082 5.84
C20:5, n-3 0.209) 14.8
C22:5,n-3 0.037} 2.64
C22:6, n-3 0.085| 6.03
Sum maettede 0.446 | 31.6
Sum monoumzettede| 0.485 | 34.4
Sum polyumaettede | 0.480 | 34.0

Tabel 4b. Fedtsyrersammensaetning i ra muslinger.[www.foodcomp.dk]

Lipider i blamuslinger

| en undersggelse fra Kina, [A15; Hong Lin et al.2002], blev der analyseret pa lipidindhold i
blamuslinger udtaget, ud fra kysten ved Qingdao, hver maned. De fleste bldmuslinger der
produceres i Kina anvendes til dyrefoder og dernaest til konsum. I artiklen fokuseres p3 FA*
sammensaetning i phosphorlipider i muslingerne jf. arstiderne. Som &rstiderne skifter, vil
temperaturen i havvandet og planktonindholdet &ndres, hvilket kan have effekt pd muslingernes
fysiologiske aktivitet og fedeindtagelse, som relaterer til lipidindhold og dens sammensatning.

Annette Hgyvald Studienr. 47609
Afgangsprojekt — 2009 Side 33 af 83



Indholdet af totale lipider, neutrale lipider, poleere lipider og phosphorlipider i muslinger &ndres
med arstiderne. Phosphorlipider i marine organismer er komplekse og deres fedtsyrer er udpraeget

umeettede, specielt indeholdende EPA *og DHA*,
Resultaterne viste sammenhang mellem lipidindhold, gydetidspunkt og arstid. Det totale

lipidindhold(2.5-1.8%) ses hgjest lige f@r gydning og lavest lige efter gydning. Indholdet af neutrale
lipider(1.7-0.7%) ses hgjest sensommer/efterar og lavest ved vintertid, hvor phosphorlipider(0.6-
0.4%) har mindre udsving i indhold, med lavest efterar og hgjest forar. Se figur 18 der illustrerer data
fra artiklen [A15; Hong Lin et al.2002;p.134,tabel 1].

| flg. artiklen, antages det, at neutrale lipider med hgjste veerdier om efteraret, efterfglgende
faldende hen over vinteren, fungerer som energilager der opbygges hen over sommeren hvor
fedemaengden er optimal. Hvor phosphorlipider med deres naesten konstante indhold primaert ma
indga i cellemembraner som membranlipider.

Lipidindhold i blamuslinger

3
2.5 o
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b
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0.5 R : i ||| T' & i ~‘ i Phosphor lipid
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Figur 18. Arstidsbestemt sammensaetning af totale lipider, neutrale lipider, poleere lipider og phospholipider.
* Angiver gydetider der i Kina kan foregé op til to gange drligt. [A15; Hong Lin et al.2002;p.134,tabel 1]

Det anses at glycogen* indholdet i blamuslinger er pa sit laveste i det tidlige forar frem til gydning og
stiger fgrst hen over sommeren hvor fgdemaengde er stgrst (Se afsnit “Bldmuslinger”).

I artikel,[A21; Peiters H. et al. 1980], er der bestemt indholdet af lipid, protein og glycogen pa
bldmuslinger udtaget ugentligt fra vadehavet, ved Tysklands kyst. Undersggelsen viser at bade
indhold af lipid og protein er hgjest lige fér gydning, hvor glycogen indholdet ligger p3 sit
minimum(angivet som mg /musling). Efter gydning ses fald i totale mangder af lipid og protein og
stigning af glycogen, der herefter lagres igen som hurtig dannende energi der senere kan omdannes
til fedt og protein. Stgrste udsving i maengder ses for protein og glucagon, hvor mindre udsving er at
finde for lipidindhold. Her angives at glycogen lagres over sommeren og bruges hen over vinteren,
hvor lipid og proteiner anvendes som energi i forbindelse med gydning. | underspgelsen defineres
ikke hvilke lipidklasser der indgar som energilager, men det kan antages at vaere neutrale lipider
frem for membranlipider jf. artikel [A15; Hong Lin et al.2002). Her argumenteres for at bade
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glycogen og (neutral) lipider lagres hen over sommeren hvor fedemaengde er stgrst, det topper
omkring efterar og falder over vinteren ved ringere fgdemangde. Dette kunne tyde pa at muslinger
anvender bade glycogen og neutrale lipider (der ikke indgar i cellemembranen) som energilager.

Lignende undersggelse [A16; Seiichi Uno et al.1999]blev lavet i Canada pa blamuslinger udtaget ved
7 forskellige lokationer(Vancouver). Her angives ligeledes at lipider i store traek kan opdeles i to
kategorier: de neutrale lipider (NL), som er lagret fedt der primaert er sammensat af triglycerider,
samt phosphorlipider (PL) og kolesterol* der er membranernes byggesten. Resultater viste at
vigtigste lipider i muslinger var 10 - 23% triglycerid (TAG), 24 - 37% frie fedtsyrer (FFA), 4 - 7%sterol
(ST), og 36 - 55% phospholipid (PL).

Det anses at depotlipiderne hovedsagelig bestar af TAG* og sammensaetning vil &ndres afhaengigt af
tilgaengelige naeringsstoffer. Hvor lipider fra vaev/celler hovedsagelig bestar PL* og deres
sammensaetning aendrer sig ikke naevnevaerdigt. Ud fra tesen om TAG/PL forholdet i muslinger og
deres tilgang af naeringsstoffer, viste resultaterne overensstemmelse ved at muslinger fra lokationer
med gode naeringsforhold havde hgjeste TG/PL forhold og vice versa. Fedtsyresammensaetningen
anses generelt at vaere pavirket af fgde, saeson/arstid, vandtemperatur, og vanddybde ved levested.
Indhold af FFA i undersggelsen her var overordnet domineret af komponenterne C16:0,
C16:1n7,C18:1n7, C20:5 n-3(EPA) og C22:6 n-3(DHA).

Bla og grgnne muslinger

Jaevnfgrte informationer fundet for blamuslinger @nskes vurderet for den New Zealandske
grenlaebede muslinger, der hgstes hele dret, hvorfra olie er udvundet anvendt til bla. kosttilskud. Der
blev foretaget litteratursggning pa undersggelser af fedtsyrersammensatning i bldmuslinger til
sammenligning med grgnlzebede muslinger. Dette med gje for om der var, og i givet fald hvilke,
forskelle/ligheder i fedtsyreindhold og sammensaetninger der er at finde mellem de to arter ud fra
dokumenterede studier. Der er, jf. [A17; MCLEAN & BULLING,2005], kun lavet fa studier om
muslingers variabilitet i lipidprofil under den arlige cyklus ,men her angivet i en undersggelse hvor
der blev udtaget prgver af grgnlaebede muslinger (Perna canaliculus) og blamuslinger (Mytilus
edulis) 4 gange over et ar(forar, sommer, efterdr og vinter). Der blev malt lipidindhold og
sammenholdt de to muslingearters procentvise andel af forskellige indeholdende fedtsyrer.
Udbyttet af olie fra de analyserede muslinger var forholdsvis sma, varierende fra 0,5 til 2 % (w/w).
Maengde af totallipid indholdet i New Zealand grgnleebede musling (NZGLM)og bidmusling (BM) er
ikke helt entydig med teorien om at det er hgjest fgr gydning og lavest lige efter. Dette forklares
med at der kun er udtaget prover 4 gange i Igbet af et ar, hvilket ikke ngdvendigvis kan afspejle det
reelle udsving i lipidindhold. Det skal ogsa fremhaeves at muslinger i New Zealand kan gyde op til to
gange arligt.

Det totale lipid indhold i NZGLM* var hgjest sommer/efterdret(1.8-1.7%) og lavest vinter(1.0%) med
opadgaende indhold i Igbet af fordret(1.4%), for BM* 13 det totale lipidindhold med et lille udsving
hen over dret(0.5-0.6%). BM producerede bade lavere olie-og omega-3 fedtsyrer og viste samtidig
stgrre variation i indhold i forhold til grgnleebede muslinger. Lipidekstraktet fra NZGLM indeholdt
sterre andel af omega 3 (17-22 %) end for BM(1-21%),med et bemaerkelsesvaerdigt fald om
efteraret. Se tabel 6. Ses pa indholdet af de to vigtige fedtsyrer, EPA* og DHA¥, f&s for NZGLM en
ggning af DHA hen mod vinteren (inden gydetidspunkt) og et drastisk fald om foraret(lige efter
gydning). For BM falder indholdet af EPA og DHA hen over sommer/efterdr(efter gydning). PUFA*
indholdet for NZGLM er hgjest om vinteren og for BM er det om foréret. Se tabel 5.
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Tesen er jf artikel[A17; MCLEAN & BULLING,2005]: Selv om omega-3 niveau i muslingerne ses som
en virkning af kravene til reproduktion og maske fremstilles i marine organismer til netop det formal,
er deres tilstedevaerelse ogsa i den grad afhaengig af om de gnskede fedtsyrer er tilgaeengelige i
faden. De fleste skaldyr optager store maengde fgde ved filtrering af plankton som indeholder
omega-3 fedtsyre. NZGLM OG BM kunne antages at optage samme fgdesammensaetning nar de
vokser ved samme lokation(line-produktionsfarm i New Zealand). Dog er der formodninger om at

forskellen i fedtsyresammensaetning mellem de to muslingearter kan forklares i at NZGLM

konsumerer fgde med hgjt indhold af diatomer*/kiselagler, hvor BM konsumerer fgde med hgijt
indhold af dinoflagellater*. Dinoflagellater udggr sammen med kiselalger de vigtigste
primaerproducenter af organisk stof i havets plankton.

Grgnlaebede muslinger Bldmuslinger

mg/g lipid | Forar Sommer | Efterdr | Vinter Forar Sommer | Efterdr | Vinter

SFA 132 143 131 159 130 105 63 89
MUFA 65 73 68 85 63 51 25 44
PUFA 192 237 223 271 229 203 24 140
Omega 3 178 225 207 251 212 187 13 128
Omega 6 14 12 16 20 17 16 11 12
EPA 84 102 79 99 101 90 4 44
DHA 63 86 100 115 80 66 5 64

Tabel 5. Fedtsyrerne grupperes efter grad af dobbeltbindinger : PUFA>SFA>MUFA. Omega 3 og omega 6 indgGr
som total maengde PUFA. EPA og DHA er en andel af total maengde omega 3. [A17; MCLEAN & BULLING,2005]

I en anden undersggelse, jf. artikel[A20; Murphy KJ et al. 2002], blev der ligeledes sammenlignet
forhold af lipid, FA, og sterolindhold i New Zealand grgnlaebede muslinger (NZGLM, Perna
canaliculus) og Tasmanske blamusling (TBM, Mytilus edulis). De respektive muslingearter blev
indhentet om foraret(lige f@r gydetidspunkt) fra tre forskellige lokaliteter i bdde New Zealand og
Tasmanien. Total lipid blev her fundet til 1.2% for TBM* og 1.8% for NZGLM . Lipidkiasse af begge
muslingearter var karakteriseret ved en hgj andel af phospholipid (PL, 57-79%) og TG (10-25%), FFA
(7-12%) og steroler (ST, 12-18%) . NZGLM havde hgjere andele af TAG, FFA, og ST, mens TBM havde
en starre andel af PL. Der var en hgjere andel af PUFA*, SFA* og omega-3 i TBM sammenlignet med
NZGLM. Se tabel 6.

% Fedtsyrer NZGLM | TBM
Wax ester 01| 0.2
TAG 22 14
FFA 12 7
Sterol 6 5
PL 60 74
% total lipid i prgven 18| 1.2

Tabel 6. Gennemsnitlige veerdier fra tre lokation for lipidindhold og sammenszetning i hhv. granlebede
muslinger og bldmuslinger. [A20; Murphy KJ et al. 2002].

Starstedelen af FA (% af total lipid)i NZGLM var C16:0 (15-17%), C20:5n3/EPA(14-20%) og
C22:6n3/DHA(11-17%). De samme FA dominerer i TBM, selv om der var signifikant hgjere andel af
C16:0 og C22:6n3/DHA og lavere andele af C20:5n3/EPA. En novel PUFA, C28:8n3, blev fundet i
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begge muslingearter, med hgjeste indhold i TBM(0.8% frem for 0.6%), hvilket formodentlig er en
afspejling af blamuslingens fgde bestdende hovedsageligt af dinoflagellater. Kolesterol * var den
dominerende sterol* i begge muslingearter. Der var betydelige forskelle mellem NZGLM og TBM for
12 af de 20 steroler der blev malt. Forskellene i bade FA og sterol sammensaetning mellem de to
arter kan skyldes at faden for NZGLM bidrager mest med kiselalger/diatom (hgjt indhold af EPA),
hvor faden for TBM indeholder dinoflagellater(hgj indhold af DHA). Se Figur 19.

FA i grgnlaebede muslinger og blamuslinger
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Figur 19. Primaere FA komponenter i New Zealandske grenlabede muslinger(NZGLM) og Tasmanske
bidmuslinger(TBM). [A20; Murphy KJ et al. 2002]

Lignende den New Zealandske grgnlaebede musling Perna caliculus, findes tilsvarende grgnne
muslinger i farvandene omkring Asien, Perne viridis, og ved Afrika, Perna perna. Undersggelser
tilsvarende dem pd New Zealandske grgnlaebede musling (Perna caliculus) kan findes p& den
asiatiske grgnlebede muslinger(Perna viridis) udtaget ved gstkysten af Hong Kong, jf. artikel [A18; K.
Y. CHAN et al. 2004]. Total lipid pa 6.2(+0.7)% og neutrale lipider 2.7(+0.4)% er bestemt ud fra
torvaegt. Det hgje lipidindhold, der er analyseret lige for gydetidspunktet, forudsaettes at vaere
relateret til den reproduktive status pa muslinger. Sammensaetning i lipidindholdet gav 38+0.9 % for
DHA og 17.9+1.2% for EPA, hvor de resterende enkelte FA komponenter var mindre end 3%.
Sammenszetning af FA komponenterne i totale lipider/phosphorlipider(~membranlider) var nasten
af tilsvarende sammenszetning i neutrale lipider(~lagre energi). Se tabel 7.

Procentindholdet af DHA og EPA i Perne viridis ses relativt hgjere end i andre muslinger. | figur 20
vises grafisk den relative fordeling mellem SFA*, MUFA* og PUFA * overfor lignende analyser af
Perna caliculus og Mytilus edulis. En forklaring pa det iszer hgje DHA indhold i Perne viridis kan vaere
dens primzere tilgang af fade i omradet bestar af dinoflagellate der indeholder stgrre maengder DHA,
frem for diatom hvor indholdet af EPA er mere fremherskende. Her omtales ogsa neutrale lipiders
variererede indhold hen over en saeson, hvor phosphorlider som strukturlipider i cellemembraner
ikke udviser samme tendens.
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% Fedtsyrer total lipid | neutral lipid
SFA 25 25
MUFA 14 14
PUFA 61 61
omega-3 56 57
EPA+DHA 56 56
% total lipid i prgven 6.2 2.7

Tabel 7. Lipidindhold og sammensaetning i den asiasiske grgnleebede musling(Perna viridis) i hhv. total lipid og
neutral lipid. [A18; K. Y. CHAN et al. 2004].

Relative fordeling af FA i 3 arter af muslinger
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Figur 20. Relativ fordeling of flerumaettede(PUFA~ omega 3+6), monoumaettede(MUFA) og meettede (SFA)
fedtsyre i bldmuslinger(Mytilus edulis) og grenleebede muslinger fra Asien(perna viridis) og New Zealand(Perna
canaliculus). [A17; MCLEAN & BULLING,2005],[A18; K. Y. CHAN et al. 2004].

Ved alle overnaevnte undersggelser blev der anvendt friske muslinger eller muslinger der havde
vaeret opbevaret pa frost. Lipidindhold blev bestemt ved ekstraktion med
chloroform/methanol/vand( “Folch” eller’Bligh & Dyer” metode, (se afsnit ”Fedtsyrebestemmelse i
muslinger og marine olier”). Til bestemmelse af lipidklasser blev anvendt TLC */ GC*/MS*.
Fremstilling af FAME* foregik fgrst med basisk hydrolyse/saponifikation (pd naer ;[A18; K. Y. CHAN et
al. 2004]) og efterfglgende methylering ved sur-reagens(HCl-, BF;- eller H,SO,- methanol). Det kan
ikke afggres hvilken betydning opbevaring af pregve, preveforberedelse og metode for de givende
resultater har for sammenligning mellem de naevnte undersggelser. | artikel [A16; Seiichi Uno et
al.1999] refereres til det velkendte faenomen omkring oxidation og hydrolyse af fedt i fisk og skaldyr
der selv under frossen oplagring kan forarsage alvorlig forringelse af kvalitet. Endda opbevaring
under -20 °C kan medfgre fald i indhold af TAG og visse PL{PC*) hvor ved koncentrationen af frie
fedtsyrer gges.
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Dette feenomen er set pa i en anden undersggelse [A19; Murphy KJ et al. 2003]foretaget pa
grénleebede muslinger (NZGLM) der hhv. blev frosset og frysetgrret lige efter
prgveindsamliing(udtaget lige far gydetidspunkt). Tesen angiver at FFA vil stige under opbevaring af
muslinger forarsaget af lipolytisk* aktivitet, givende fejlagtige resultater af forestaende analyser.
Undersggelsen viste ingen tydelige forskelle i de vigtigste bestanddele af lipider, fedtsyrer og
steroler mellem frysetgrret og frosne prgver. Kun alene forskellen i lipidkoncentrationer for
frysetgrret og frosne prgver, udledt fra fijernelsen af vandet under fryset@rring. PUFA var den stgrste
gruppe af fedtsyrer i bade frysetgrret og frosne prgver (45-46%), hovedsageligt bestaende af omega-
3 fedtsyrer (40-41%). SFA tegnede sig for cirka en fjerdedel af den samlede maengde fedtsyrer, med
lille variation mellem frysetg@rret og frosne prgver. De vigtigste fedtsyrer i NZGLM var
C22:6n3/DHA(19% i bade FD og frosne prgver), C20:5n3/EPA, og C16:0/palmitinsyre (16:0 ) ( 15% for
begge komponenter i bade FD og frosne prgver). Se tabel 8 og figur 21.

% Fedtsyrer Frysetgrret NZGLM | Frosne NZGLM

SFA 26 25
MUFA 23 23
PUFA 45 46
omega-3 40 41
omega-6 5 4
Andre 6 6
% total lipid i préven | 8.410.8(t@rveegt) 1.610.5(vadvaegt)

Tabel 8. Lipidindhold og lipidklasser i hhv. frysetgrret og frosne grgnlebede muslinger. [A19; Murphy KJ et al.
2003]

FA i frysetgrret og frosne gronlaebede muslinger
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Figur 21. Primzere FA komponenter i hhv. frysetgrret og frosne New Zealandske Grgnlabede
muslinger(NZGLM).[A19; Murphy KJ et al. 2003
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Der blev overordnet vurderet ud fra gennemgaet litteratur fglgende punkter

¢ Neutrale lipider fungerer som energilager, anses variabel i indhold.

¢ Phosphorlipider indgar i cellemembraner, anses konstant i indhold.

e Forskeli lipidmangde for hhv. blamuslinger og grenlabede muslinger.

¢ Forskel i fedtsyrersammensaetning i hhv. blamuslinger og grgnlebede muslinger afhangig af
fedesammenszetning.

¢ Relativt hgjere indhold af EPA i grgnlaebede muslinger, fade primzert diatomer/kiselagler.

¢ Relativt hgjere indhold af DHA i blamuslinger, fade primaert dinoflagellater.

¢ Forhold mellem FFA og TAG kan stige, ved frosen opbevaring, afledt af oxidation.

e Frosne og frysetgrret prgver indikerer ikke lipolytisk aktivitet ved frosen opbevaring

e Der er ikke anvendt OSM* til FAME-fremstilling i nogen af undersggelserne.

Der blev fundet betydelig varierende oplysninger angaende lipidkoncentration i bldmuslinger fra 0.5
op til 2.5 % i vadvaegt og for grenleebede muslinger blev der ikke fundet hgjere vaerdier end ca. 1.8%.
Der skal tages hgjde for mulige variationer af lipidindholdet ved f.eks arstid, lokation og fadeforhold.

Undersggelsen, jf.[A21; Peiters H. et al. 1980], viser at bade indhold af lipid og protein er hgjest lige
for gydning, hvor glycogen er pa sit minimum(angivet som mg /musling). Efter gydning ses fald i
totale maengder af lipid og protein og stigning af glycogen. Her angives at glycogen lagres over
sommeren og bruges hen over vinteren, hvor lipid og proteiner anvendes som energi i forbindelse
med gydning. Dette sammenstilles med undersggelse, [A15; Hong Lin et al.2002) hvor der ogsa
argumenteres for at bade glycogen og (neutral) lipider lagres hen over sommeren hvor fademaengde
er stgrst, topper omkring efterar og falder ned over vinteren ved ringere fademaengde. Dette kunne
tyde pa at muslinger anvender bade glycogén og neutrale lipider (der ikke indgar i cellemembranen)
som energilager. Lignende undersggelse, jf. [A16; Seiichi Uno et al.1999], angav ligeledes at lipider i
store traek kan opdeles i to kategorier: de neutrale lipid (NL), som er lagret fedt der primaert er
sammensat af triglycerider, samt phosphorlipider (PL) og kolesterol der er membranernes
byggesten. Det anses at depotlipiderne hovedsagelig bestar af TAG og sammensaetning vil andres
afhaengigt af tilgaengelige nzeringsstoffer, hvor lipider fra vaev/celler hovedsagelig bestar PL og deres
sammensaetning aendrer sig ikke naevnevaerdigt. Muslinger fra lokationer med gode nzeringsforhold
viste, jf. teori, hgjeste TG/PL forhold og vice versa. Det ansds ogsa her at fedtsyresammensaetningen
generelt er pavirket af fade, sason/arstid, vandtemperatur, og vanddybde ved levested jf. andre
undersggelser.

Der argumenteres, jf. [A20; Murphy KJ et al. 2002, at forskel i sammensaetning af FA og
sterolindhold mellem de to arter kan skyides fgden. Feden for NZGLM bidrager mest med
kiselalger/diatom (hgj EPA), hvor det for TBM primeert er dinoflagellater(hgj DHA). Lignende
argumenter, jf [A18; K. Y. CHAN et al. 2004], angiver at hgjt DHA indhold i asiatiske grgnlaebede
muslinger tillzegges fgdetilgang i omrade der primaert bestar af dinoflagellate indeholdende stgrre
maengder DHA, frem for diatom med mere fremherskende indhold af EPA. Dette sidestilles med
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tesen, jf. [A17; MCLEAN & BULLING,2005], at NZGLM foretraekker at konsumere fgde med hgjt
indhold af diatomer/kiselagler, hvor BM foretraekker at konsumere fade med hgijt indhold af
dinoflagellater selv ved samme lokation og fgdesammensaetning.

Der skal tages hgjde for faktorer angaende f. eks opbevaring af prgve, praveforberedelse, anvendte
metoder o.lign. der kunne have indflydelse pa givende resultater ved sammenligning mellem de
navnet undersggelser. Der omtales, jf.[A16; Seiichi Uno et al.1999] bla. lipolytisk aktivitet/oxidation
mulige indvirkning pa analyseresultater, medfgrende fald i TAG indhold, og visse PL{PC*), hvor ved
koncentrationen af frie fedtsyrer gges, selv ved opbevaring under -20 °C. Dog blev antydet, jf. [A19;
Murphy KJ et al. 2003], at der ikke var signifikante forskelle i lipidsammensaetning mellem
frysetgrret og frosne prgver der kunne indikationer evt. oxidation under frossen opbevaring.

Til sidst skal navnes at der i ingen af de omtalte undersggelser blev anvendt OSM* til fremstilling af
FAME for GC-analyse, men brugt den mere traditionelle metode ved lipidekstraktion med
chloroform/methanol/vand(friske eller frosne muslinger) og derefter FAME-fremstilling, gerne med
forudgdende basisk hydrolyse.
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Eksperimentelle fedtsyrerbestemmelser i
muslinger og marine olier

Metodevalg

Ud fra gnskes om bestemmelser af fedtsyrer i muslinger og marine olie blev fglgende overvejelser og
planiaegning foretaget i forbindelse med metoder og procedurer. Der blev fra starten af projektet
bestemt at anvende velkendt metode til fedtsyrebestemmeise bestdende af en forudgaende
methylering af fedtsyrerne fgr GC*-analyse.[ www.cyberlipid.org],[www.lipidlibrary.co.uk].
GC-kolonne SB-23 anbefalet til FAME* blev valgt ud fra de til laboratoriets allerede tilgaengelige
kolonner. GC- metoden blev sat ud fra anbefalede parameter fra producent af valgte kolonne SB-23.
[www.chem.agilent.com].

Farst blev der set pa mulige metoder for oprensning af lipider fra biologiske materialer med vaegt pa
to populaere metoder, “Folch” og "Bligh & Dyer”.[A1],[A2]. Begge metoder anvender, i kombination
med methanol/vand, det upoleere oplgsningsmiddel chloroform som er klassificeret vaerende
sundhedsskadeligt og kraeftfremkaldende(se bilag IX) og der eftersgges mulige metoder med
substituerende stoffer [A9],[A3].

Desuden blev der samtidig undersggt metoder for fremstilling af FAME jf. bagvedliggende teorier.
FAME fremstilling kan overordnet opdeles i to metoder, transesterificering og esterificering, med
anvendelse af flere forskellige varianter af sure eller basiske reagenter. Af de basiske er den mest
populaere NaOH-methanol, for de sure er det HCI- methanol, samt den meget anvendte BF;-
methanol der ogsa bliver beskyldt for reaktion af biprodukter. [www.lipidlibrary.co.uk]. | forbindelse
med litteratursggning omhandlende FAME fremstilling blev der fremhaevet en hurtig metode uden
forudgdende oprensning af lipider fra prgvemateriale. Ved anvendelse af One-Step-metoden(OSM)
kan der undgas kraeftfremkaldende solventer som chloroform, samtidig med en betydelig
begraensning af gvrige organiske solventer.[A7],[A8],[A13],[A14]og [17]. Der blev besluttet at se
narmere pa OSM* som anvendte metode med dens mangfoldige kombinationer af
methyleringsreagenter/solventer/tid /temperatur. Dette blev vurderet og sammenholdt med
gennemgaede teorier og litteratursggning(se afsnit ” Fedtsyrebestemmelse i muslinger og marine
olier”), samt projektets tidsramme og gkonomiske ressourcer.

Der blev overvejet at anvende NaOH-methano! bade som basisk hydrolyse af komplekse lipider og
transesterificering af TAG*, herefter HCl-methanol til esterificering/transesterificering af FFA*. Som
upolaere solvent vaelges hexan, men toluen kunne ogsd have varet en mulighed. For tilszetning af
poleer solvent til faseadskillelse veelges vand efter NaOH-methanol behandling og ved HCl-methanol
6% K,CO; , som desuden neutraliserer syren under udvikling af CO,. Fastseettelse af temperatur og
tid kan jf. diverse litteratur anbefales i omradet 50-100°C i 5-120 min. Her er som udgangspunkt
valgt omkring de 70°C i 30-120 min, ud fra den betragtning at minimere mulige begransende
faktorer af temperatur/tid for opnaelse af fuldstndig reaktionsforlgb, dog med risiko for evt.
utilsigtet interferende sidereaktion og/el. nedbrydning af fedtsyrerne. Det er muligt at reduktion i
temperatur og/el tid ville give samme, end og maske bedre resultater, men inden for projektets
tidsramme er fravalgt naermere undersggelser af disse faktorer.
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Frysetgrring af muslinger er anbefalet som optimal fjernelse af vand fra marine produkter fgr FAME-
fremstilling pgra af den skdnsomme tgrring ved betydelig lavere temperatur end mulig anvendt ved
almindelig tgrringsprocesser (varmeskab ved 105°C).[A8],[A19]. Se evt. Appendix B for
frysetgrringsprincipper og teori.

Til GC- analyse blev valgt to internstandarder, C13:0(Tridecanoic acid) liggende uden for gnsket
omrade af relevante fedtsyrer og C19:0(Nonadecanoic acid) i midten af omradet. Der blev udvalgt et
afgraenset, men afdaekkende antal standardreferencer til kvalitativ og kvantitativ bestemmelse af
mulige relevante fedtsyrer i marine produkter. Deslige blev undersggt marked for kosttilskud af
forskellige fiskeolier i differerende kvalitet og prisleje til sammenligning med muslingeolie og indkgb
fortages herefter (se bilag 1l). Der blev koordineret modtagelse af friske lineproducerede
blamuslinger og indkgb af konsum blamusling og grgnlaebede muslinger. Der blev tidsmaessigt
planlagt to forsggsrunder i laboratorium pa SDU i Odense, hvor fgrste runde primzert blev bestemt
til afprgvning af udstyr og metoder til udarbejdelse af protokoller og forsggs- planlaegning af
efterfglgende forsggsrunde til bestemmelse af fedtsyrer i muslinger og marine olier.

De to forsggsrunder vil senere hen i rapporten omtales som uge50/2008 og uge6/2009. Overordnet
arbejdsflow og procedure er udarbejdet jf. figur 22 og 23, der henvises til yderligere forklaring i
efterfgigende afsnit i forbindelse med udarbejdelse af forsggsplaner.

Kemikalier, materialer og prgver

Der blev anvendt diverse almene laboratorieudstyr, glasvare og engangsmaterialer i forbindelse med
procesgangen. Der blev af apparatur anvendt IKA-Ultra-Turrax T25 (homogenisering), FD4/55
frysetgrre, samt HP6890A Gas Chromatograf. Se Bilag IV for yderligere information i protokoller.

Der blev udarbejdet risikovurdering pa kreeftrisikabelt stof(methylenchlorid) og APV pa anvendte
sundhedskadelige stoffer, samt vedlagt produktinformation for reagenser med faremaerket:Giftig.
Se Bilag IX. For referencestandarder og gvrige kemikalier blev anvendt producentens anvisninger pd
emballage og bgtte og/eller medfglgende dokumentation. Heptan og methylenchlorid indgér i
anvendte standardreferencer fra producentens side. Methanol indgar i selve methylerings-
reagenserne og hexan anvendes til prgver. Chloroform og toluen er ikke anvendt, men blev erstattet
af mulige supplikanter. Der blev fremstillet 6 % kaliumcarbonat oplgsning anvendt efter sur
methylering. Natriumsulfat(vandfrit) kan tilseettes for fiernelsen af evt. rester af vand i prgven. Der
blev indkgbt i detailbutikker diverse olieprgver, samt frosne konsum grgnlaebede muslinger og friske
konsum bldmusling fra kgledisk. Lineproducere friske "urensede” bldmuslinger blev afhentet direkte
en gros hos SydFyns Linemuslinger Nordshell A/S. Se tabel 9,10,11 og 12.

Navn Bruttoformel | Mw Kp Densitet Bemaerkning
Methylenchlorid” | CH,Cl, 84,93 g/mol | 40°C 1,325 g/cm® | Standarder
Methanol” CH;OH 32,04g/mol | 64,7°C | 0,792 g/cm’ | OSM

Hexan” CeHia 86,18 g/mol | 69°C 0,659 g/cm*® | OSM/prgveoplgsn.
Heptan® CsH16 100,2 g/mol | 98°C 0,684 g/cm® | Reference
Natriumsulfat Na,S0, 142,04 g/mol | - - Vandsugende
Kaliumcarbonat K,CO; 138,20 g/mol | - - 6% oplgsn.

Tabel 9. Solventer og kemikalier anvendt til fors@g.
1y Udarbejdet APV, se Bilag IX. Bemaerk at Hexan og Heptan er udarbejdet i en og samme APV.
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Varenavn Produkt nr. Mangde
Methanolic Base 0,5N 33080 100 ml
Methanolic acid 1.25 M 17935 100 ml
Methanolic HCI3 N 33050-U 400 ml
Menhaden fish oil 47116 Ampule 1000 mg
Olive oil 47118 Ampule 1000 mg
Supelco®37 Component FAME Mix 47885-U 10 mg/ml dichlormethan
PUFA No.1{Marine Source) 47033 100 mg

PUFA No.3(from menhaden oil) 47085-U 100 mg
Tridecanoic acid T0502 1lg

Methyl tridecanonate T0627 lg
Nonadecanoic acid 72332-1G-F 1g

Methyl nonadecanoate 74208-1G 1lg
Cis-9-Octadecenoic methyl ester 46902-U 10 mg/ml Heptan
Cis-9,cis-12-Octadecadienoic acid methyl ester 46950-U 10 mg/ml Heptan
Methyl cis-5,8,11,14-eicosatetraenoate solution 47572-U 10 mg/ml Heptan
Cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid methyl ester 47571-U 10 mg/ml Heptan
Cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic methyl ester 47570-U 10 mg/ml Heptan

Tabel 10: Referencer og reagenser, med tilhgrende produkt nr., er bestil gennem Sigma-Aldrich Danmark A/S.

[www.sigmaaldrich.com]. Use produktinformation Bilag il

og IX.

Produkt Vare Indhold | % EPA %DHA %ETA/
oTA?

Original muslingeolie | Kosttilskud 50 stk. 3,3(10)" 2,7(8)Y 1,2/0,1
FISKEOLIE Kosttilskud 120 stk. 18 12 -
TOBIS™ Omega-3 Fpdevare 200 ml 8,9 9,6 -
Torskelevertran Kosttilskud 200 ml 5,5 6,1 B
Fitness Pharma Kosttilskud 120 23,8(33,3)" | 16,2(22,6)7 |-
Pikasol Gl 60 Naturlaegemiddel | 180 stk. 30 21 -
Oliven olie Fgdevare 500 ml - - -

Tabel 11. Olieprgver indkgbt i detailbutikker.

1)Procent i parentes angiver netto % i olien excl. indeholdende planteolie.

2)OTA* svarer til STD* (Stearidonic acid C18:4n3).
Produkt Firma Opbevaring Bemaerkning Opdraat/lokation
Frosne Nordic Seafood | Frost/-20°C Importeret muslinger der | Lineproduceret/
grenlaebede A/S fra producentens side er | New Zealand
muslinger® blancherede far

indfrysning
Friske Vilsund Trading | Kgl/-20°C Ingen angivelse af Det Nordgstlige
blamuslinger” | A/S opdraetsmetode Atlanterhav
Friske SydFyns Kol Afhentes “urenset” friske | Lineproduceret/
blamuslinger Linemuslinger opbevaret pa kgl Sydfyn
Aps/Nordshell

Tabel 12. Muslinger indhentet til analyse. * Gronlabede og blémuslinger indkgbt i detailbutik blev

efterfalgende opbevaret ved -20°C indtil anvendelse.
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Metodeplan for prgvebehandling

Friske blamuslinger ’ Frosne grgnleebede muslinger

(Syd Fyns linemuslinger og Vilsund) (New Zealand)
e
< ‘/

Vask og sortering af muslinger - Stgrrelsesfordeling

i |
Partering af skaller og ked

Vadveaegt
I ===
Terring | Homogeniseret
Varmeskab 105°C/1dg k@d+vaeske 5-15min 6
Terstofbestemmelse h Indfrysning |
I | -25?@ >4h ]
Morterer til pulver Frysetgrring ‘
SOCRT >ah |
| m—
Terret/pulveriseret
blamuslinger

Olie- referencer
_ Kvalitativ/kvantitativ

——

Olie-prgver
~ Fiskeolie/Muslingeolie

— ——

—— I

FAME-REFERENCER
Kvalitativ/Kvantitativ

Figur 22. Metodeplan for praveforberedelse til FAME-fremstilling.
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Metodeplan for FAME-fremstilling ved esterificering/transesterificering

@Omg muslingepulver <40mg olie
10-15 ml reagensglas

< 4 mg internstandard/ml Hexan
Nonadecanoic acid/tridecanoic acid

Op til 3 ml Hexan

mixes pa vortex ‘

NaOH-Methanolic HCl-Methanolic >
mixes pa vortex mixes pa vortex ’

LI Nederst fase fiernes

Figur 23. Metodeplan for FAME-fremstilling ved esterificering/transesterificering.

L_|
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Indledende forsgg

Der blev i forbindelse med opstart af de eksperimentelle forsgg til bestemmelse af fedtsyrer i marine
olier og muslinger indledt med planlaegning af en uges(uge50/2008) laboratoriearbejde med vaegt pa
afprgvning af metoder og udstyr, samt diverse pr@veforsgg. Der blev udarbejdet indledende
forsggsplaner med vaegt pd nedenstaende punkter

GC-parameter

e Blindprgver

¢ Internstandard

e Temperaturramper

* Referencestandarder

FAME-metode

e HCl-methanol
e NaOH-methanol
e NaOH-methanol+ HCl-methanol

Analyse af prgver

e Marine-olier
e Muslingeprgver

Handtering af muslinger

e Sortering i stgrrelse
e Vad- og t@rveegtbestemmelse

Frysetorring

e Afprgvning af udstyr
e  Frysetgrring af muslinger

Der henvises til afsnit “Kemikalier, materialer og prgver”, samt protokoller med metodevejledninger
i bilag IV. For oversigt af GC-analyser og dertilhgrende resultater henvises til bilag VI. Det skal
bemaerkes at resultater fra GC-analyser ikke indeholder den totale maengde radata, men udvalgte
veaerdier (RT/%Areal)blev indtastet manuelt fra papir udprint. Det var ikke muligt efterfglgende at
genfinde samtlige radata til overfgrsel i excel, grundet mellemliggende opdatering af anvendte GC-
program. Da resultaterne primaert blev anvendt til vurdering af indledende forspg vaegtes dette ikke
at veere af stgrre betydning. Alle beregninger er derfor foretaget ved areal % metoden, se Appendix
A. Statistiske beregninger er udfgrt i excel for middelveerdi, standardafvigelse og relativ
standardafvigelse(%CV), se Appendix C for statistiske metoder.

Annette Hgyvald Studienr. 47609
Afgangsprojekt — 2009 Side 47 af 83



Forsggsplaner og resultater

GC-analyse
Der henvises til bilag VI, 1.prgveoversigt og dertilhgrende tabeller.

Blindprgver blev malt ved start og slut, samt ca. mellem hver 10’ende prgvekegrsel for Isbende
kontrol af stabil basislinie. Der blev anvendt blindprgve tilsvarende solventer anvendt til prgver og
referencestandarder. Der gnskes anvendt Hexan til prgver, hvor Methylenchlorid(MeCl) og Heptan
indgdr i referencer (se afsnit “Kemikalier, materialer og prgver”). Der blev som det farste ved opstart
af GC-analyse malt pa Hexan til RT: 1.84 og MeCi* til RT:2.08.

Ved internstandard(C19:0 ester, Methyl nonadecanoate) i hhv. Hexan og MeCl blev malt til RT:11.3,
uafhaengig af oplgsningsmiddel og koncentration. Dog var der ikke overensstemmelse mellem
koncentration(10-50 mg/ml) og oplgsningsmiddel for fundne % Areal. Dette kan muligvis forklares i
den valgte internstandards oplgselighed i henhold til polaritet af de to anvendte solventer. C19-ester
oplgses lettere ved hgjere koncentrationer i MeCl end i den lidt mere upolzere Hexan.

Der blev valgt referencestandard, Supelco®37 Component FAME Mix, til optimering af GC-kgrsel
angdende temperaturramper og parameter valg. Metoder blev afprgvet ud fra vaerdier anbefalet fra
fabrikanten af referencestandard(Sigma-Aldrich/kolonne SP2560, se bilag Ill) samt fabrikanten af
valgte kolonne DB-23(Agilent Technologies, se bilag IV protokol E).

For valgte GC-metoder med tilhgrende kromtogrammer, se tabel 13 samt figur 24A og 24B.

| Figur 24A ses gverst referencekromatogram[a] fra Sigma-Aldrich/kolonne SP2560,med tilsvarende
parameter sat ved metode AH20081211.BB.M, kromatogram [b]. Kromatogram [c] starter rampe
ved lavere temperatur end [b] og efterfgigende ved kromatogram [d] er slit ration sat op. Der opnas
god opl@selighed mellem toppene for alle kromatogrammer, dog ses drift af basislinien sidst i
forlgbet. Dette kan maske ligge i kolonnevalget, DB-23, som adskiller sig fra kolonne, SP2560
anvendt ved referencekromatogram(a]. Se afsnit "GC-analyse af FAME” for kolonnematerialer.

| figur 25B ses kromatogram [f] metode AH20081208.B.M,tilsvarende referencekromatogramle] fra
Agilent Technologies/ kolonne DB-23. Her ses god oplgselighed mellem toppene og naesten identiske
kromatogramme for god identifikation ved kvalitativ bestemmelse. Ud fra visuel vurdering blev der
valgt at kgre alle GC—analyser med metode AH20081208.A.M(Hexan) og AH20081208.B.M(MeCl)
tilsvarende anbefalet fra Agilent Technologies/ kolonne DB-23. Se bilag V.

Ud over ovenstaende referencestandard blev der malt p4 to oplgsninger af PUFA No.3(from
menhaden oil) af 21.2mg/ml MeCl og 46.0mg/ml Hexan. Solventer blev valgt jf. de selv samme
anvendt ved gvrige referencestandarder og prgver. Der blev malt p& begge prgver lige efter
fremstilling samt efter 4 dage med henblik pa holdbarheden og evt. indikering for endringer i FAME
sammensaetning af kendt standard. Der blev ikke tilsat nogen former for antioxidater*.
Kromatogrammer viste ingen umiddelbar forskelle mellem anvendte solventer mélt lige efter
fremstilling. Mdling efter 4 dage pegede pd aendring i kromatogrammer, ekstra toppe sas fgrst og
fremmest i omradet RT: 8 til 10min, svarende til fedtsyrer af kaedelaengde C16 til C18 (jf.
referencekromato- gram[e], figur 24B). Dette kunne indikere oxidation af umaettede forbindelser
medfgrende feerre dobbeltbindinger, givende kortere elueringstid. Se figur 25.
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Figur 24A. Referencekromatogram{a] er Supelco®37 Component FAME Mix fra Sigma Aldrich med kolonne
5P2560, [b],[c] og [d] er kromatogrammer kart pé kolonne SB-23 med vaigte metoder jf. tabel 13.
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Figur 24B. Referencekromatogramfe] fra Agilent Technologies pd kolonne SB-23 af Supelco®37 Component
FAME Mix sammenholdt kromatogram [f] med identiske parameter og kolonne, jf. tabel 13
Metode navn Initial ovn Rampe ovn Detektor slit Solvent Washes
temp./time temp ratio
20081208A.M 50°C/1 min 25°C/min til 175°C, 1 min 280°C 50:1 Hexan
4°C/min til 230°C, 5 min
200812088.M ' | 50°C/1 min 25°C/min til 175°C, 1 min 280°C 50:1 | Methylenchlorid
4°C/min til 230°C, 5 min
20081211A.M 100°C/1min 4°C/min til 240°C, 1 min 250°C 25:1 Hexan
20081211AB.M 100°C/1min 4°C/min til 240°C, 1 min 250°C 25:1 Methylenchlorid
20081211B.M 140°C/5min 4°C/min til 240°C, 1 min 250°C 50:1 Hexan
20081211BB.M ? | 140°C/5min 4°C/min til 240°C, 1 min 250°C 50:1 | Methylenchlorid
20081211C.M 100°C/1min 4°C/min til 240°C, 1 min 250°C 50:1 Hexan
20081211CB.M 100°C/1min 4°C/min til 240°C, 1 min 250°C 50:1 Methylenchlorid

Tabel 13. Oversigt af opsatte metoder med tilhgrende temperaturer, slit ration og solvent.
Y Metode tilsvarende Agilent Technologies/kolonne SB-23
% Metode tilsvarende Sigma Aldrich med kolonne SP2560
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Figur 25. Kromatogram af PUFA No.3(from menhaden oil) oplast i hhv MeCl og Hexan méit lige efter
fremstilling samt efter henstand i 4 dg ved stuetemperatur.
Annette Hgyvald Studienr. 47609
Afgangsprojekt — 2009 Side 51 af 83




FAME-metode og test af prgver
Der henvises til Bilag VI, 2.prgveoversigt og dertilhgrende tabeller.

Der blev udarbejdet forsggsplan, se figur 26, for test og vurdering af to udvalgte
methyleringsreagenser med hver tilhgrende teori for hydrolyse/saponifikation, transesterificering og
esterificering(se afsnit ” Fedtsyrebestemmelse i muslinger og marine olier” for bagvedliggende
teori). Der tilsigtes afprgvning af sur- og basisk-reagens af hhv. HCl-methanol og NaOH-methanol,

bade hver for sig og kombineret.

Fiskeolie/Muslingeolie Torret/pulveriseret
Internstandard Nonadecanoic acid . blémuslinger J
— g __‘d_-“—-"_,"

NaOH-Methanolic (Metode 1) |

Basisk hydrolyse/ transesterifikation I

GC prove I]'
Variabel mzengde

HCI-Methanolic (Metode 2)
Esterifikation/transesterification

FAME-REFERENCER
Kvalitativ/Kvantitativ

S
2
S,
Q
©

J

Figur 26. Forsggsplan for FAME-metode pd marine olier og t@rret muslingepulver. Der henvises til vejledninger i
protokol for Metode 1 og Metode 2. Se bilag 1V protokol D.

Der blev mélt pa 4 udvalgte olieprgver testet ved metode 1, 2 og 1+2, samt pa terret blamuslinger
ved metode 1. Til samtlige prgver og referencer blev tilsat 4 mg C19-syre (Nonadecanoic acid) som
internstandard, med undtagelse af blind. Ud fra referencestandard Supelco®37 Component FAME
Mix og PUFA No.3(from menhaden oil) blev bestemt RT for relevante fedtsyrer. Samtlige prgver
analyseret pa GC foregik ved valgte metode; AH20081208A.M.

Ved vurdering af de to methyleringsmetoder, fas i overensstemmelse med teorien at der ingen
transesterificeering sker af FFA* ved anvendelse af basisk-reagens, men disse kan esterificeres ved
en sur-reagens.
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GC-resultaterne af methyleret internstandard C19 (ses Bilag VI, tabel 2a-c ved RT 11.16 ) viser sig
efter metode 2 og metode 1+2,men ikke metode 1. En enkelt prgve afviger ved metode 1, A1(Tobis
fiskeolie), med top for C19, dette grundet tilsat 2 mg C19-ester fgr start og er derefter ikke
indikation af methyleret C19-syre.

For samtlige olieprgver og muslingeprgver blev bestemt gennemsnit og spredning af areal % for C19-
syre for hhv. metode 2 og 1+2.

Metode 2: x=0.19, s= 0.01,CV=5.3% Metode 1+2: x =0.24, s= 0.04, CV=16.5%

Metode 2 udviser bedst repeterbarhed , jf. metode 1+2 der resulterede med hgjere middelvaerdi.
Det bgr bemeerkes at der under denne procedure ved metode 1+2 blev udtaget 1 ml til GC-analyse i
trin mellem metode 1 og 2, se figur 26, medfgrende koncentrationsandringer i slutproduktet.

Der gnskes testet de tre metoders anvendelighed til fedtsyrebestemmelse i marine olieprgver.
For hver olieprgve sammenholdes relative % arealfordeling ved udvalgte relevante fedtsyrer,
tilsvarende indhold angivet i varedeklaration. Se tabel 14 og figur 27.

Prgve nr A B C D

% Indhold TOBIS Omega 3 | Fiskeoliekapsler | Muslingeolie | Menhaden oil
C18:4n3(0TA¥) 0 0 1.22 3.66
C20:4n3(ETA*) 0 0 0.11 0
C20:5n3(EPA*) 8.9 18 33 13.3
C22:6n3(DHA*) 9.6 12 2.7 11.96

Tabel 14. % indhold af forskellige omega 3 fedtsyrer jf. varedeklaration, se bilag Il. For prave nr. henvises til
2.praveoversigt i bilag VI.

Det er valgt ikke at beregne koncentration ved internstandardmetode af areal % grundet usikkerhed
vedrgrende prgveudtagning under metode 1+2, samt manglende data for internstandard ved
metode 1. Trods gnsket om test ved enkeltbestemmelse af de tre metoder gav resultaterne et
overordnet paen billede i overensstemmelse med tilsvarende teorier. Sammenligning af
fedtsyresammensaetning i prgverne ud fra areal % antages med forbehold som et estimat.

Der ses relative hgjere indhold af fedtsyrer ved metode 1{TAG*-> FAME*) og metode 1+2
(TAG*->FFA - FAME), i forhold til metode 2(FFA->FAME).

FAME-metode 1, 2 og 1+2

Marineolier
0.25
0.20 o " |‘
= " B [l
§ 015 i & m I |- i C22:6n3(DHA)
< | | =
€ 010 | . C20:5n3(EPA)
]I o= i=l
0.05 | | C20:4n3(ETA)
0.00 - 1= = =y | — = ) ||
C18:4n3(0TA)

Al Bl C1 D1 A2 B2 C2 D2 Al12 B12 Cl12 D12
Prgve nr.
Figur 27. % Areal af relevante fedtsyrer i marine olier
Prgve nr. er angivet ved bogstav for proven, se tabel 14, efterfsigende nummer for metode 1, 2 og 1+2.
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Der gnskes testet for anvendt maengde tgrret muslingepulver ved de tre metoder ud fra muslinger i
storrelsen 4-5 cm. Der var pa davaerende tidspunkt planlagt opstart af frysetgrren til frysetgrring af
muslinger. Grundet opstartsproblemer af frysert@rring blev der i stedet valgt at t@rre muslingerne i i
varmeskab ved 105°C(fra terstofbestemmelse) og herefter pulveriseret i morter. Dette med
forbehold for evt. degradering af lipider/fedtsyrer efter udszettelse ved knap sa skdnsom t@rring end
den anvendt ved frysetgrring. Der blev yderligere valgt at begraense methylering til metode 2 og
udeladt metode 1 og 1+2 ud fra planleegning af GC-kgrsler inden for afsatte tidsramme.

Ud fra samtlige muslingeprgver, methyleret ved metode 2, blev den relative fordeling af fedtsyrer
beregnet ved internstandardmetode af areal %, uden korrektion for responsfaktor. Dette gav med
forbehold et estimat af fedtsyresammensatning i prgverne ud fra samlede lipidindhold. Se figur 28.
Der ses ingen umiddelbar sammenhzeng mellem maengde muslingepulver og maengde lipid. Der
genfindes ca. samme maengde total lipid indhold uafhaengig af mangde muslingepulver, hvilket
kunne indikere for store maengder afvejet prave, i forhold til maengde methyleringsreagent. Et
anslaet estimat jf. teorien; muslinger indeholder ca.2 % lipid i vaddvaegt, med en tgrvaegt omkring <
20 %, svarende til ca. 10 lipid/100mg t@rrede muslingepulver. Her blev genfundet op til 6 mg
lipid/100 mg prgve med forbehold for anvendte beregningsmetode og t@rringsproces.

Trods ringe genfundne total lipid ses der en vis genkendelighed prgverne i mellem for den relative
fordeling af de enkelte komponenter fedtsyrer angivende hgjt indhold af EPA og DHA.

FAME-metode 2
o . €22:6n3(DHA)
Torret Blamuslinger cozisad
14.00 c23:0
C20:5n3(EPA)
12.00 W C20:4n6({AA)
10.00 ®C20:1n9
1 C18:4n3
:'g_ 8.00 # C18:2n6(LA)
2 om = - e
—— v
4.00 ; b [o— = [ uC16:2n4
500 — i _ _ ill o=y B C16:1n7
- == . sk
0.00 = C14:0

T01/1000mg T02/500mg T03/300mg T04/200mg T05/200mg " Rest

prove nr/ 200-1000 mg muslingepulver

Figur 28. % Areal of identificerede fedtsyrer ved prgve med variabel maengde muslingepulver
Prgve nr. angiver bogstav for prgve, se 3.praveoversigt i bilag VI.

De respektive fedtsyrer inddeles i grupper af maettede(SFA*), mono-(MUFA*) og
flerumaettede(PUFA*) til sammenligning af lignende vaerdier fundet jf. litteratur[A17; MCLEAN &
BULLING,2005]. Se figur 29. Dette samlingsgrundlag skal dog tages med anselige forbehold mht. flere
variabel faktorer som f.eks anvendte metode(sur methylering af FFA), prgvebehandling (t@rret v.
105°C), begraenset antal bestemmelse (kun dobbeltbestemmelse ved 200mg prgve), samt
beregningsmetode (usikkerhed ved internstandardmetode ved areal % ). Trodses disse forbehold,
indikerer resultaterne et potentiel alternativ for FAME-fremstilling ved anvendelse af hurtig metode
OSM* til bestemmelse af fedtsyre i muslinger uden forudgdende lipidoprensning.
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Relativ fordeling af SFA/MUFA/PUFA bestemt ved 200mg t@rret bldmuslingepulver jf. undersggelsen

af blémuslinger i New Zealand [A17; MCLEAN & BULLING,2005],[A18; K. Y. CHAN et al. 2004].

Handtering af muslinger

Muslinger blev renset, sorteret, bestemt vadvaegt og t@rstof samme dag som de blev afhentet ved
SydFyns linemuslinger. Der var normalfordeling i st@rrelsesintervaller af 1 cm. Resultater fra
sortering i stgrrelser samt vadvaegt og térstofbestemmelse, fra denne forsggsrunde (uge 50 /2008)
er samlet ved resultater fra naste forsggsrunde(uge 6/2009). Tabel 21 og 22, samt figur 39.

Konklusion
Ud fra indledende forsggsrunde blev fglgende vurderinger taget

Ud fra visuel vurdering blev der valgt at kgre alle GC—analyser med valgte parameter ved
metode AH20081208.A.M(ved Hexan) og AH20081208.B.M(MeCl).

Sammenligning af fedtsyrer i prgverne ud fra areal % antages med forbehold som et estimat.
Responsfaktor fravalgt da korrektioner er af mindre betydning for kaadeleengder meliem
C14-24.[17;p.111-114]

Internstandard C19-ester viste ikke overensstemmelse mellem koncentration(10-50 mg/ml)
og % Areal. Dette kunne maske vaere bevirket af for hgje koncentrationer. Der gnskes
unders@gt linearitet af internstandard indenfor anvendte maleomrade af prpver.

Uden tilsaetning af antioxidater vil der muligt kunne ske oxidation af fedtsyrer. Der vaegtes at
udelade tilseetning af antioxidater safremt prgver og standarder bliver malt hurtigst muligt
efter fremstilling(max 12 timer).

Jf. teori ses ingen transesterificeering af FFA*{=C19-syre) ved anvendelse af basisk-reagens,
men FFA vil esterificeres med sur-reagens. Der ses relative hgjere indhold af fedtsyrer ved
metodel(TAG->FAME) og metode 1+2 (TAG*->FFA - FAME), i forhold til metode 2(FFA*—>
FAME®).

Grundet opstartsproblemer af frysertgrring blev valgt at t@rre muslinger i varmeskab 105°C.
Der planlzegges efterfglgende afprgvning af frysetgrring med homogeniserede muslinger.
Der konkluderes ud fra resultater af den indledende forsggsrunde et potentiale for
anvendelse af hurtig metode OSM* til bestemmelse af fedtsyre i muslinger med de
forbehold det kunne indebzere.
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Forsggsrunde til bestemmelse af fedtsyre i muslinger og marine olier
Efter de indledende forsgg i uge 50/2008 og efterfgigende afpr@vning og test af frysetgrreren med
virkningsfuld metode til frysetgrring af homogeniserede muslinger, udarbejdes forsggsplaner til uge
6/2009. Der gnskes at se naermere pa nedenstaende punkter med de begraensninger der matte ligge
inden for projektets praktiske tidsramme.

e Kalibreringskurver af internstandard

e Referencestandarder

e Optimering af metode 2

e Afprgvning af metode 1+2

e Valg af internstandard

o Bestemme fedtsyrer i valgte olieprgver

e Bestemme fedtsyrer i valgte muslingeprgver

e Stgrrelsessortering af muslinger, vad- og t@rveegtbestemmelse

Der henvises til afsnit ”Kemikalier, materialer og prgver”, samt protokoller med metodevejledninger
i Bilag V. For oversigt af GC-analyser og dertilhgrende radata henvises til bilag VIl og bilag Vill for
resultater og udvalgte kromatogrammer. Ud fra indledende forsgg blev valgt faste parameter for GC
jf. metoder i bilag V. Beregninger vedrgrende kvalitativ og kvantitativ bestemmelse henvises til
Appendix A og for statistiske beregninger henvises til Appendix C. Vedrgrende frysetgrring af
muslinger er udarbejdet protokol, se bilag IV protokol C, for grundlaeggende frysetgrringsteorier og
metoder henvises til Appendix B

1.forsggsplan
Afklare linearitet indenfor benyttet maleomrade for internstandard ved anvendte opl@sningsmiddel

til hhv. prever(Hexan) og standarder(MeCI*). Der blev udvalgt to internstandarder.
Kalibreringskurver af internstandard C19-ester (methyl nonadecanoate) i omrade 0-25mg/ml og C13-
ester (methyl tridecanonate) i omrade 0-10mg/ml hhv. oplgst i enten Hexan eller
MecCl(Methylenchlorid). Der blev valgt enkelt bestemmeise.

2.forsggsplan
GC-kprsel af pa forhand udvalgt relevante referencestandarder til kvalitativ og kvantitativ

fedtsyrebestemmelse i prgver af olier og muslinger.

3.forsggsplan
Afklare optimal anvendte maengde HCI-Methanol og reaktionstid. Effekten af esterificering af C19-

syre (Nonadecanoic acid)ved anvendelse af metode 2 med 2-4 ml HCI-Methanol (Methanolic HCI, 3
N)efter 0,5 og 2 h ved 70° C. C19-ester (Methyl nonadecanoate) anvendes som reference. Der blev
valgt dobbeltbestemmelse.

4.forsggsplan

Forforspg med afprevning af valgte metode 1+2 pa hhv. marine olie og frysetgrret blamusling, samt
referencer ved metode 2 og metodel+2. Samtidig ses pa valg af internstandard. Metode 1+2
afpreves pa referencestandard(Menhaden fish oil) og frysetgrret bldmuslinger i forskellige
maengder. Der blev valgt internstandarder C19-syre (Nonadecanoic acid) og C13-syre(tridecanoic
acid). Der blev valgt dobbeltbestemmelse.
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5.forsggsplan
Fedtsyrebestemmelse i marine olier. Der blev udvalgt 9 olier til tripelbestemmelse ved metode 1+2.

Ud fra resultater efter 3. og 4.forsggsplan afggres valg af maengder og tid anvendt til metode 1+2,
deslige valg af internstandard.

6.forsggsplan
Fedtsyrebestemmelse af frysetgrret muslinger ved metode 1+2 jf. anvendte ved 5.forsggsplan.

Prgver; blamuslinger(friske) fra Sydfyns Linemuslinger sorteret efter stgrrelse, konsum
bldmuslinger(frosne) fra Vilsund og konsum grgnleebede muslinger(blancherede/frosne) fra Nordic
Seafood. Der blev valgt tripelbestemmelse for hhv. prever af 100 og 200 mg. Internstandard blev
valgt jf. 5.forsggsplan.

Resultater

Kalibreringskurver for internstandarder

Der fas fglgende retentionstider for Hexan(Blind A) RT: 1,65, MeCl(Blind B) RT:1.89,
C19-ester(4mg/ml)RT:12.81 og C13-ester(4mg/ml)RT:7.55. Det blev bemaerket at retentionstiderne
var &ndret/gget en anelse fra foregdende GC-kgrsel i uge50/2008.

Der var i den mellemliggende periode foretaget kolonne skift og GC parameter i forbindelse med
opsaetning til andre studieforsgg. En efterfglgende ggede retentionstid kan afledes ved &ndringer i
parameteren, som gasflow og temperatur, men ogsa fra kolonnes almene tilstand. Der blev opsat
selv samme parameter som anvendt ved sidste forsggsrunde, men en af- og pamontering af
kolonnen kunne pavirke eendringer i rententionstider. Dette havde ingen betydning for kvalitativ
bestemmelse, kgrt ved samme kolonne tilstand og parameter, ud fra denne forsggsrundes kgrsler af
referencestandarder.

For begge internstandarder, uanset anvendt solvent, gges elueringstiden(retentionstiden) en gran
ved stigende koncentration. Der ses udpraeget leading ved C19-ester, bade oplgst i Hexan og MeCl
(asymmetrifaktor <0.7), men knap sa fremtraedende for C13-ester (asymmetrifaktor 0.7-1.0) .
Leading er mest udpraeget ved hgje koncentrationer i MeCl og kunne bero pa overbelastning af
kolonnen ved for store prevemangder. Se bilag VIli, figur 1 og 2a-d for kromatogrammer.

Der blev foretaget lineaer regression pa alle fire kalibreringsraekker og fundet tilfredsstillende
linearitet for C19-ester og C13-ester i hhv. Hexan og MeCl{korrelationsfaktor R=1). Se figur 30.

Med beskedne forskelle ses bedste resultater for C19-ester i Hexan, dette til trods for den
udpraegede leading. Ringeste korrelationsfaktor findes for C19-ester i MeCl, men kan lige savel ligge i
maleusikkerhed ved fremstilling af enkeltstaende kalibreringsraekke. For yderligere afklaring kan der
anbefales udfgrsel af tredobbeltbestemmelse for hver kalibreringsrazkke, evt. i omrdde af lavere
koncentrationer.
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Kalibreringskurver
C19-ester og C13-ester oplgst i hhv Hexan og Methylenchlorid

5000
y=200.13x - 21,20 o
4000
3500 e C13/HeXan
3000 C13/MecCl
g 2500 e C19/Hexan
- C19/MeCl
2000 ]
----- Lineaer (C13/Hexan)
1500 Linezer (C13/MeCl)
o~ y=199.85x-2025 .
1000 - R 0.9993 Lineaer :ClQ;Hexan;
500 e s e Lineaer (C19/Hexan
_ y'=217.98% - 29.49
0 / R* = 0.9957

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

mg/ml
Figur 30. Kalibreringskurver med tilhgrende lineaer regression for internstandard C19-ester(methyl
nonadecanoate) i omrdde 0-25mg/ml og C13-ester(methyltridecanonate) i omrdde 0-10mg/mi, hhv. oplast i
Hexan eller MeCl(Methylenchlorid).

Referencestandarder

Der blev malt pa 5 udvalgte enkeltstaende standarder (10mg/ml Heptan), samt referencestandard
Supelco®37 Component FAME Mix(10mg/mi MeCl) og PUFA No.1 (50mg/mi Hexan)for retentiontider
og koncentrationer, se bilag VI figur 3a-c for kromatogrammer. Retentionstider og areal blev aflaest
for relevante fedtsyre, jf. tabel 15, anvendt til kvalitativ og kvantitativ bestemmelse. Der blev
antaget god repeterbarhed(max. 0.5 %CV) ved fundne retentionstider for selv samme komponent
indevaerende i to/tre forskellige standarder.

Prgve Supelco®37 Component FAME Single- standard PUFA No.1
Komponentl’ RT Konc/mg | Areal 2 RT Konc/mg | Areal RT
C16:0 9.64 0.6 123 9.70
C18:0 11.60 0.4 85 11.68
C18:1n9¢{OA) 11.90 0.4 85(2125) 11.99 10 2281 12.01
C18:2n6¢(LA) 12.48 0.2 43(2150) 12.58 10 2272 12.54
C18:3n6(GLA) 12.85 0.2 42

C18:3n3(ALA) | 13.25 | 0.2 41

C18:4n3(STD) 13.67
€20:3n6(DGLA) | 15.45 | 0.2

C20:4n6(AA) 15.71 0.2 43(2150) 15.81 10 1610
C20:4n3(ETA) 16.37
C20:5n3(EPA)3) 16.65 0.2 133(6650/22173)) 16.71 10 2146 16.69
C€22:5n3(DPA) 19.62
C22:6n3(DHA)4) 19.79 0.2 97(4850/24254)) 19.91 10 2127 19.89

Tabel 15 Forkortelser i parentes forefindes i ordliste. “Areal i parentes tilsvarer areal 10mg/ml single-standard
3 0.4mg C22:0 indgdr i samme top. Y 0.2mg C24:1 indgér i samme top.
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Optimering af metode 2

Der blev konkluderet misvisende resultater fra dette forsgg, grundet afdampning af solventer under
opvarmning ved 70°C (= kogepkt for Hexan og Methanol). En afdampning af solventer burde i sig selv
medfgre @get koncentration af C19-ester, dette strider mod forsggsresultater. Her viste sig faldende
vaerdier ved gget tid og mangde HCl-methanol. Se figur 31.

Mulige arsager blev bla. vurderet

Ringe esterificering grundet hydrolyse og manglende fjernelse af vand
Afdampning sket pgra. for Igst pasat lag

Degradering af C19-syre og manglende esterificering

”Medrivning” af C19-syre og C19-ester under afdampningen

For lidt tilsat K,COs til neutralisering af gget maengde HCI-methanol

Darlig faseadskillese for tilsatte mangde mellem Hexan og methanol/vand
Afdampning af HCl-methanol medfgrende ringe esterificering

Ujeevn temperatur i opvarmningsblok

Yderligere undersggelser af temperatur/tid og maengde kan anbefales, men er udeladt inden for
dette projekts tidsramme. Der blev vaegtet fremover at anvende 3 ml HCl-methanol under
opvarmning ved max. 70°C i 0.5h for optimal esterificering af FFA. Dette vurderes ud fra resultater,
se figur 31 og bilag VII, samt jf. litteraturhenvisninger under afsnit “Metodevalg”.

Esterificering af C19-syre m. methanolic-HCl v. 70°C
Variabel:maengde/tid
mg/ml

B C19-syre
Linezer (mg C19-ester/ml)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
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3mil/0.5h 2ml/2h 3ml/2h 4mi/2h 4ml/2h*C19-ester

methanolic-HCI(ml)/tid(h)

Areal

Figur 31. Primeer x-akse viser malevaerdier fra forsag, sekundaer x-akse angiver forhold mellem mg/ml og areal
fundet ved kalibreringskurve for C19-ester i Hexan (jf. figur 30).
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Afprgvning af metode 1+2 og metode 2 med to forskellige internstandarder

Valg af internstandard til kvantitativ bestemmelse

Ud fra erfaring af foregaende forsgg blev der forsggt at minimere fordampning af solventer under
opvarmning i varmeblokken. Der blev lavet en estimeret sammenligning af samtlige resultater for
indhold/arealbestemmelse af internstandard. Middelvaerdier blev beregnet inden for hver
"kategori” af internstandard og maengde, se tabel 16. Sammenholdes topareal-veerdier, dog med
forbehold af stor spredning(20-30 % CV}, ved metode 2 og metode 1+2, virker C19 mere stabil end
C13 der under anvendelse af NaOH-methanol enten degraderes eller fordamper naeste helt vaek.
C13-syre som internstandard vurderes umiddelbart som vaerende ikke egnet grundet meget lave
veerdier(topareal). C19-topareal benyttes til efterfglgende kvantitativ beregning af total lipid
indhold i kendt olieprgve: Mehanden oil for hhv. 10, 20 og 40 mg. Alle beregninger angav vardier
pafaldende under afvejet total mazngde lipid (svarende til 70-85 % af reelle veerdi). Se tabel 17.

Der vurderes at anvendte metode 1+2 til kvantitative bestemmelser for muslinger og marine olier
ikke angiver umiddelbart troveerdige resultater. En naermere undersggelse bgr foretages af metoden
for at anskueligggre uoverensstemmelse mellem praktiske og malt vaerdier af lipid(ved
internstandardmetoden). Yderligere undersggelser blev udeladt inden for dette projekts mulige
tidsramme. Efterfglgende vaegtes kvalitative bestemmelser ud fra referencestandarder.

Prgve/internstandard 4mg C19 | 2mg C19 | 4mg C13 | 2mg C13
Mehaden olie 197 72 12 6

FT bla musling” 104 - 66 -
ref. NaOH-HCI-MeOH" | 232 114 12 13
ref. HC-MeOH? 227 99 185 84
ref. Ester(kal.kurve) 260 130 240 120

Tabel 16. Areal bestemmelser for C19-ester(RT:12.75) og C13-ester(RT:7.53) i samtlige prgver og referencer
efter metode 1+2Y og metode 2 & jf. arealer ved 2 og 4 mg/3ml(tilsat Hexan) fra kalibreringskurve, se figur 30 .

Tilsat C19-syre | Beregnet | Afvejet
mg mg lipid | mg menhaden oil
4 8.7 10.31
2 8.4 10.31
4 15.7 20.62
2 16.7 20.62
4 30.0 43.12
2 34.6 43.12

Tabel 17. Beregnet gennemsnit mg lipid i preve ud fra internstandardmetoden, ved tilsat 2 og 4 mg C19-syre,
dette sammenholdt med afvejet maengde prgve.

Metode 1+2 til kvalitativ bestemmelse

Ifgige produktinformation af standardreference Mehanden oil (methyleret), se bilag llI, blev samtlige
toppe/RT identificeret til kvalitativ bestemmelse, se figur 32. For frysetgrret muslinger blev deslige
identificeret relevante fedtsyrer jf. teori om indhold af omega 3 fedtsyrer, se figur 33. Metoden
anses vaere velegnet til videre kvalitative bestemmelser.
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Figur 32. 40mg Menhaden oil ved internstandard:4h7g C19-syre,2mg C19-syre + 2mg C13-syre og 4mg C13-syre
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Figur 33. 25 mg frysetgrret bldmuslinger ved 4 mg C19-syre(RT 12. 75) og 50 og 100 mg frysetgrret
bldmuslinger ved 4 mg C13-syre(RT 7.53)
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Der blev beregnet indhold af total lipid i samtlige prgver, samt EPA* og DHA* i 6 udvalgte marine
olier af kosttilskud. Koncentrationer blev beregnet ud fra internstandardmetode uden korrektion for
responsfaktor, med efterfglgende beregnet middelvaerdi og tilhgrende % CV, se tabel 18

Der opseettes to-sidet t-test for nul hypotese Hy: it = g mod alternative hypotese Hi: it # pg. Hvor

statistisk signifikans pd 95%,99% og 99,9% kan et bevis mod nulhypotesen accepteres. P-veerdi er
den beregnede sandsynlighed for at fa den fundne vaerdi x, forudsat Hy er sand. P<0.05 blev anset
varende som signifikant forskellig mellem malt og sand vaerdi. Beregninger blev foretaget i excel.

Der blev fundet statistisk signifikant forskel (P< 0.05) mellem malte veerdier(33+3mg) og sand veerdi
(afvejet 40 mg) ved anvendte malemetode. Tages malerakkerne hver for sig, adskiller méleraekke a
(35t4mg) ved at vaere statistisk signifikant forskellig (P<0.05) fra malereekke b og c(32+3mg). Se tabel
1 og 2 i bilag VIII.

Ved en sammenligning af beregnet % EPA og % DHA i malt total lipid med veaerdier opgivet jf.
varedeklaration blev fundet statistisk signifikant forskel (P< 0.05) mellem malte og sande veaerdier.
Trods ringe ngjagtighed, blev der ved 95 % konfidensinterval anset god repeterbarhed mellem selve
malingerne(undtagen malinger ved muslingeolie ,antagelig afledt af gget usikkerhed ved lavere
nettokoncentration). Se tabel 18 og figur 34. Dette kunne indikere systematisk fejl ved anvendte
metode til kvantitativ bestemmelse. Der konkluderes jf. tidligere at anvendte metode ikke kunne
verificeres til kvantitativ bestemmelse ved beregning ud fra internstandardmetoden. Det falder uden
for projektets tidsramme at foretage yderligere tiltag og justeringer til afklaring af evt. systematisk
fejl. Herefter blev overstaende olier vurderet kvalitativ med vaegt pa identifikation af relevante
fedtsyrer i marine olier anvendt som kosttilskud. Se tabel 20 og figur 37A-F, desuden henvises til
bilag VIl figur 4a-k for yderligere kromatogrammer af maite olier.

Kvalitativ bestemmelse angiver toppe af EPA og DHA i samtlige marine olier jf. varedeklarationer.
ETA* og OTA*(=STD) angivet i varedeklaration for “Original muslingeolie” kunne ikke genfindes i
krommatogram for muslingeolie, men sas i de fleste andre marine olier, skgnt dog i relative sma
maengder. Der bgr tages hgjde for at muslingeolien adskiller sig veesentlig fra de andre fiskeolier ved
at indeholde 2/3 del olivenolie(hgjt indhold af OA*), medfgrende lavere netto indhold af ETA og STD
,givende tilsvarende hgjere analyseusikkerhed. Der kan pa dette grundlag ikke konkluderes at
muslingeolie ikke indeholder ETA og STD, med forbehold af formodet maleusikkerhed ved anvendte
metode. Dog med selv samme forbehold for anvendte metode, angav resultaterne at ikke kun
muslingeolie, men ogsa fiskeolier kan indeholder omega 3 fedtsyrerne ETA og STD. GLA* blev
genfundet i fiskeolie, Fitness Pharma, for dens indhold af Hjulkronefrgolie af omega 6 fedtsyrer.

Der blev medtaget to prpver af “TOBIS fiskeolie” til eftervisning af holdbarhed ved tilseetning af
antioxidant (alpha-tocopherol) fra fabrikanten side. Prgver blev taget fra hhv. anbrudt(Tbg) og
uanbrudt (Tbn) flasker opbevaret i kgleskab i >2 md. Kromatogrammer antyder ingen tydelige tegn
pa oxidation og harskning relateret til vigtig fedtsyrer i olien, fra hhv. anbrudt og uanbrudt flaske. Se
figur 4c og d i bilag VIII.
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Indhold | Malt | indhold |  malt
Prgvenavn Forkortelse %EPA %CV %DHA %CV
Menhaden oli(ampule) M - - " = 2 “
Olive oil (ampule) Oa . - < i
Fiskeolie(TOBIS)gl. Tbg = . = = i
Fiskeolie(TOBIS) ny Tbn 8.9 211 |14 |96 13.5 | 1.6
Torskelevertran To 5.5 91 |04 |6.1 12.6 | 1.5
Fiskeolie(kapsel) F 180 |213/08 [120 |135]03
Fitness Pharma (kapsel) | pp 238 |256 (10 [16.2 17.9 | 1.8
Pikasol(kapsel) P 30.0 37322 | 210 29.8 | 0.9
Grgn muslingeolie(kapsel) | g 3.3 45 |51 |27 25 |53
Svansg’s Olivenolie Os g 2 2 a s =

Tabel 18. Beregnet middelveerdi og % CV, sammenholdt vaerdier jf. varedeklaration.

EPA og DHA i marine olier mait/varedekaration

80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0

20.0 | | : %DHA
10.0 ﬂ " H _ » %EPA
0.0 J =
P

Tbn To F FP

%DHA varedekl

%

%EPA varedekl.

Prgve nr

Figur 34. Madite vaerdi af %EPA og %DHA sammenholdt med varedeklaration. Se bilag Il

Frysetgrret blamuslinger og gronlaebede muslinger

Der blev ud fra foregdende resultater af marine olier afprgvet eftervisning af systematisk fejl ud fra
tesen; darlig ngjagtighed kontra god praecision ved beregning af total lipid, samt EPA og DHA i
samtlige muslingprgver. Der opnas ikke samme repeterbarhed mellem resultater indenfor hver
kategori af muslinger (>10% CV), lignende dem fundet ved marine olier(<5%CV), indikerende
indeveerende systematisk fejl i metoden. Se tabel 19.

Fplgende kvantitative vurderinger blev foretaget pa muslinger, med absolut forbehold for
anvendte metodes manglende verificering til pdlidelige resultater. Resultaterne skal udelukkende
anses som veaerende oplaeg til yderligere undersggeiser og diskussioner omhandlende relaterede
emner jf. dem fundet i litteraturen.
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mg /100 mg progve % af lipid i prove
Firma Prove Forkort. | mg | %CV | mg | %CV | mg %CV | % %CV | % %CV
lipid EPA DHA EPA DHA
VILSUND BI3 musling FTBK 6.0 143 | 15 | 85 i5 25.2 | 234 | 3.7 23.2 | 234
{konsum)
NORD SEAFOOD Grgn musling | FTGK 123 1 262 |34 | 269 | 2.3 729 | 275 | 1.0 16.9 | 48.2
(konsum)
SydFyns BI& musling FTB7 74 | 127 |20 | 222 | 1.8 15.7 | 26,5 | 2.0 | 24.7 | 10.1
Linemuslinger >7cm
NORDSHELL BId musling FTB6 7.6 19.2 {19 | 439 | 1.9 22.3 | 25.5 | 3.1 25.0 | 11.6
6-7cm
Bld musling FTB5 8.0 594 | 2.1 | 47.1 | 1.7 66.7 | 27.5 | 3.5 229 | 46.5
5-6 cm
BI& musling FTB4 8.4 219 | 2.0 19.3 | 1.9 18.0 | 246 | 2.6 225 | 15.1
<5cm

Tabel 19. Beregnet middelveerdi og %CV i mdite muslinger.

Der blev jf. litteraturen,[A20; Murphy KJ et al. 2002], fundet hgjere indhold af total lipid i
gronlzbede muslinger kontra blamuslinger, deslige blev der fundet hgjere andel lipid jo mindre
starrelse blamusling. Dette kunne meget vel antages som udtryk for usikkerhed ved metoden, men
ogsa vaelges som et udtryk for naesten ens lipidmaengde i muslinger uafhaengig af deres
fyldningsgrad (glucagon+protein). Jo stgrre muslinger, jo stgrre fyldnindsgrad givende mindre % lipid
og vice versa mindre fyldningsgrad jf. stgrre procentvis andel af lipid. En naermere afklaring af denne
tese ville kunne belyses ved maling af lipidmaengde pr. musling. Ydermere ville en lipidseparation i
hhv. neutrale og phosphorlipider belyse fordeling mellem lipider anvendt til energilager og/eller
membranlipider jf. [A15; Hong Lin et al.2002]. Sammenholdes lipidindhold for de to udtagningstider
blev lipidindhold fundet for blamuslinger udtaget i dec(uge50/2008) ca. 5-6 mg lipid/100mg tgrret
muslingepulver og i feb.(uge6/2009) 13 det pa ca.7-8 mglipid/100 mg frysetgrret. | henhold til
litteratur,[A21; Peiters H. et al. 1980], vil der ske en stigning af lipidindhold i muslinger henover
vinter op til gydetidspunktet tidligt fordr. Denne forskel i lipidindhold fra december til februar kunne
indikere denne stigning i lipidindhold hen over vinteren frem til gydetidspunkt. Dog kan det
sandsynligvis lige sdvel vaere et udtryk for konkluderet maleusikkerhed ved anvendte metode til
kvalitativ bestemmelse, samt forskel i prgveforberedelser og beregningsmetoder. Se figur 28 og
tabel 19.

Trods omtalte mdleusikkerhed blev der fortaget en estimeret sammenligning for relativ og absolut
fordeling af EPA og DHA i prgverne jf.dem fundet i litteraturen,[A17; MCLEAN & BULLING,2005]. Se
figur 35 og 36. Bade for blamuslinger savel som for grénlaebede muslinger gav malte vardier hgjere
andel af bade EPA og DHA end jf. teorien [A20; Murphy KJ et al. 2002], men samme forhold ger sig
geeldende; at grgnlaebede muslinger indeholder en stgrre andel af EPA hvor det for biamuslinger er
DHA. Dette skal tages med forbehold vedrgrende anvendte malemetode, deslige med forskellighed
fra anvendte metode jf. litteraturen. Figur 35 angiver forskellene i den relative fordeling af EPA/DHA
mellem blamuslinger og granlaebede muslinge sa vidt det er geeldende for egne malinger jf.dem i
litteraturen. Resultater af egne malinger viste alle hgjere indhold af EPA i bdde blamuslinger som
granlaebede muslinger jf. litteraturen [A17; MCLEAN & BULLING,2005], [A19; Murphy KJ et al. 2003].
Dette fortolkes ikke umiddelbart som veerende reelt, men mere en indikation afledt af anvendte

metode (eks. oxidation af fedtsyrer, manglende korrektion af responsfaktor).
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Figur 36 viser absolutte malte veerdier af EPA/DHA i total mg lipid/100 mg frysetgrret
muslingepulver. Her blev det ikke muligt at finde sammenlignelige vaerdier af fedtsyrer bestemt ud
fra muslingers tgrstof, med undtagelse af en enkelt undersggelse af frysetgrret grgnleebede musling,
[A19; Murphy KJ et al. 2003]. Der blev ikke fundet variationer af EPA og DHA i mellem stgrrelse af
muslinger uafhangig af stigende andel lipid maengde ved mindre muslinger.

Herefter blev muslingeprgver vurderet kvalitativ med vaegt pa relevante fedtsyrer jf.fundet i marine
olier anvendt som kosttilskud. Se nedenstaende tabel 20, samt figur 37a-f og figur 38A-C.

Kvalitativ bestemmelse angav toppe af EPA og DHA i bade grgnlaebede muslinger som blamuslinger,
desuden OA*, STD* og GLA* i mindre maengder, samt LA* og ALA*( begge essentielle fedtsyrer) og
muligvis en antydning af ETA *. Tilsvarende var der ikke naevneveerdige kvalitative forskelle mellem
bldmuslingernes stgrrelse, se bilag VI, figur 5a/b. Der blev ogsa vurderet effekten af tgrring kontra
frysetgrring af bldamuslinger dog med forbehold for anvendte metoder 2 ved tgrret muslinger og
metode 1+2 ved frysetgrret. Overordnet blev genfundet overensstemmelse mellem begge metoder
for relevante fedtsyrer, se bilag Vil figur 6a/b. Det kunne ikke umiddelbart vurderes om den ene
metode var mere kvalificeret end den anden, kun set ud fra kvalitativ bestemmelse. Hvad angar det
proceduremaessige, er tgrring af muslinger bade hurtigere og betydelig billigere at benytte, dog
kreevende en grundig mortering til pulver. Frysetgrringens fordele er en mere skansom tgrring
givende et let porgs materiale med stor overflade medvirkende gget tilgangelig for anvendte
methyleringssolventer.

Relative fordeling af EPA og DHA
i muslinger

100%
90%
80%
70%
60%
50% |
40% : k a ! | ! mg DHA
10%

30% !

20% . =i
BM* FTBK FTB7 T04/05 NZGLM* FTGK

Figur 35. BM*(blamusling) og NZGLM*(New Zealandske granlaebede muslinger) angivet som
gennemshnitsvaerdier over et ar jf. [A17; MCLEAN & BULLING,2005]. FTGK; grenlaeebede muslinger fra Nordic
Seafood(9-11cm). FTBK; konsum bldmuslinger fra Vilsund(5-6 cm/feb.). FTB7; blaGmuslinger fra
Sydfynslinemuslinger (>7cm/feb.). T04/05;blamuslinger fra Sydfynslinemuslinger(4-5cm /ffeb.).
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Absolut indhold af DHA og EPA
i muslinger

12.0
10.0

8.0
mg FA

mg

6.0

w mg DHA

&= : . mmgEPA
H H =
FTB5 FTB4

FTGK NZGLM

40 3

2.0

| e

N B
0.0 . .

FTBK FTB7

FTB6

Prgve nr.

Figur 36. FTBK; konsum blamuslinger fra Vilsund(5-6 cm/feb.). FTB7/4; blémuslinger fra
Sydfynslinemuslinger(>7-4cm/feb.). FTGK; grenieebede muslinger fra Nordic Seafood(9-11cm).
NZGLM(New Zealandske granlaebede muslinger) jf. [A19; Murphy KJ et al. 2003].

Olier Muslinger

RT Prgve nr. FT | FT | FT | FT | FT | FT

Komponent M | Oa Tb_g Ton [TO |F|FP |P |G |Os | BK | GK | B7 | B6 | B5 | B4
9.64 | C16:0 X | x X X X X | X X | X | x X X X X X X
11.60 | C18:0 X | x X X X X | X X | X | x X X X X X X
11.91 | C18:1n9¢c(OA) X | x X X X X | x X | x | x X X X X X X
12.50 | C18:2n6¢(LA) X | x X X X X | x X | x X X X X | x X
12.85 | C18:3n6(GLA) X
13.25 | C18:3n3(ALA) X X | x X
13.66 | C18:4n3(STD) | x X X X |x|[x |x X | x X
15.45 | C20:3n6(DGLA)
15.71 | C20:4n6(AA) X X X X|x |x X |x X |x |x |x
16.34 | C20:4n3(ETA) X X X X | x X
16.65 | C20:5n3(EPA} | x X X X X|x [x|x X |x X [x |x |x
19.56 | C22:5n3(DPA) X X X X X | x X X X X X X X
19.80 | C22:6n3{(DHA) | x X X X X |x [x]|x x |x X |x |x |x

Tabel 20. Kvalitativ bestemmelse af relevante fedtsyrer i marine olier og muslinger, der henvises til figur37A-F
for markeret praver af olier og til figur 38A-C for markeret prgver af muslinger.

Annette Hgyvald Studienr. 47609
Afgangsprojekt — 2009 Side 66 af 83



FIDTA, (ANNETTENS0Z04A0090204 2008HI2AM 12-21-1AHEF1TO1.D)
; A: Fiskeolie(TOBIS)
= = =z = 3
i C S o=Em oIl oz =7

1 S- o= S o ]

0 'y I[Tli l'rtll IIIIII Iy I‘TIII ‘Il : : : - : .“ = : i : :\Ill
§ 10 12 1 18 18 mif
FIDT A, (ANNE TTEVI0Z04A00204 2009-004 12-27-14016F1801.0)

; = B:Torskelevertran

[/ Z =

i z- z = z - -
i = ==z 2= e 2o

) i = ¥ | -

0 ey ‘1] ety !It S e 'i!.T. e Sl P ]
8 1 1 B 1l I 18 iy
FIDA A, (ANNETTEX0204ANN0204 20090204 12:27-1 201 TH901.0)

n . = - C: Fiskeolie{kapsel)

w = <. = = < -
0] = e 22 wm= O = ==
1 ” | e 2T = ]

o | == == | = =

all i Pty e Ry sl b i by iy Ir]_l_

v B (L PN N AN 1 T T 1 7 — T T T T
8 1 1 1 18 8 L |
FIOTA, (ANNETTEDOUZAB090204 20302404 12-77-12018F2001.0)

p - __ DrFitness Pharma (kapsel) o

) b= = 3
28 =L e = =]
] < Sj= = T = per = s bt

0 et — / = | / = B .= o = e

u 4 : ‘ [ I ; : : : :i\[ﬁ) FJ}ILJ |f‘klr,¢~._m_[:r)l[\r‘? |‘|_ i lJ ! l-r ‘ r IT . :

S f0 fl f f f |
FID! A, (ANNETTEQO0204A000204 2006-02-04 12-27-1 201 9F2101.0)

p A\ - E: Pikasol(kapsel) o

0] 2 = .

0 E =2 & = = = = =l

9 = == = I - = e

e - !‘I ; r'|'|]1 "lr .I' I '|' . |‘1 : Iltlll - I - i e o
) 0 12 L 16 18 ) |
FIDTA, (ANNETTECOUZ04AN0O024 2000206 12-27-1 400F 201 ) F: Grgn muslingeolie(kapsel)

¥ e

10 . I =

o = =2 2 = 2

i = Tje < <

1 L) i |
3 T -
8 1 12 1 18 1§ L |
Figur 37A-F Udvalgte kromatogrammer af 6 marine olier anvendte til kosttilskud. RT jf. komponenter henvises
til tabel 20.
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Figur 38A-C. Udvalgte kromatogrammer df friske blamuslinger fra to forskelligg firmaer, samt gronlaebede
muslinger(blancherede). RT jf. komponenter henvises til tabel 20.
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Vad- og tgrstofbestemmelse pa sorterede muslinger

Der blev ved hver af de to forspgsrunder modtaget friske urenset, usorterede, blamuslinger fra
Nordshell (SydFyns Linemuslinger), desuden blev der indkebt til 2.forsggsrunde(uge6/2009), friske
konsum(= renset og sortere) bldmuslinger fra Vilsund, samt frosne grgnlaebede muslinger fra New

Zealand.

Muslinger fra Nordshell blev renset og sorteret straks efter modtagelsen og opbevaret efterfgigende
pa kel indtil videre prevebehandling og analyse samme dag. Desuden blev muslinger fra Vilsund
sortere i stgrrelse til identifikation af spredning ved konsum og herefter opbevaret pa frost.

Der blev udtaget 10 stk. fra hver stgrrelsespulje af friske bldmuslinger til bestemmelse af total vaegt,
skalvaegt, vadveegt og terstof. Grgnleebede muslinger leveres fra producentens side frosne (efter en
blanchering og fiernelse af den ene skal). Pakken indeholdende 16 stk grgnlaebede muslinger blev
optoet i kpleskab og derefter udtaget til stuetemperatur til bestemmelse af total vaegt, skalvaegt,
vadvaegt og tgrstof. Tarstof blev bestemt pa homogeniseret muslinger bade efter tgrring i
varmeskab samt efter frysetgrring. Se tabel 21 og 22, samt figur 39.

Jf. teori, [21; Peiters H. et al. 1980], vil muslinger vokse hen over vinteren hvad angar stgrrelse,
samtidig med at der sker en gonadenudvikling. Z£ndring i stgrrelsesfordelingen ses tydelig mellem
modtagede muslinger i Dec/2008(uge 50) og dem i Feb/2009(uge 6) hvor der var sket udvikling til
ekstra flottet og kadfyldte muslinger i deres hgjsaeson. Indkgbte friske muslinger fra Vilsund
(Nordgstlige Atlanterhav) havde ikke opndet samme kvalitet hvad angik bade stgrrelse som
kgdindhold. Denne forskel kan forklares ud fra flere faktorer som fgde, temperatur, lokation og
produktionsmetode. Grgnlaabede muslinger 14 i stgrrelse 9-11 cm indeholdende tilsvarende relative
storre kpdmaengde, samt tgrstof, muligvis relaterende til deres tilberedning/blanchering for
indfrysning.

Starrelsesfordeling af blamuslinger
80 ==¢=—NORDSHELL uge50
70 == NORDSHELL uge 6
60 VILSUND uge 6

50
40
30
20
10

%

<3cm 3-4cm 4-5¢cm 5-6cm 6-7cm >7¢cm

Stgrrelse
Figur 39. Stagrrelsesfordeling af blamuslinger ved forskellige tidspunkter og lokationer. Muslinger fra Nordshell
blev starrelsesfordelt far frasortering af spildmuslinger, hvor muslinger fra Vilsund var indkgbt som
konsummuslinger efter frasortering af spildmuslinger.

Annette Hgyvald Studienr. 47609
Afgangsprojekt — 2009 Side 69 af 83



Blémusling_er
Firma NORDSHELL | VILSUND
Stgrrelse | Uge 50/2008 Uge6/2009
<3cm 5 - -
3-4cm 16 - -
4-5cm 57% 5% 9
5-6cm 21 32* | 68*
6-7cm - 54* | 23
>7cm - 9*

Tabel 21. Starrelsesfordeling af blamusling. * Prgver er udtaget til videre analyse for fedtsyrebestemmelse.

Bldmuslinger Grgnlebede musling
NORDSHELL NORDSHELL VILSUND NORDIC SEAFOOD

Firma (uge50/2008) | (uge6/2009) {uge6/2009) | (efter optget)

Stgrrelse 4-5cm <5cm | 5-6cm 6-7cm >7cm | 5-6cm

g Veegt total 216 114 177 224 293 178

g Vagt skal | 90 56 80 120 139 | 115

g Vadvaegt 126 93 73 82 116 63

% vadvaegt 58.3 81.6 41.2 36.6 39.6 35.4

% torvagt |, 131 |14 14.9 126 | 146

varmeskab

0,

htorvegt | 133 | 141 14.3 145 | 18.41

frysetgrret

Tabel 22. Bestemmelse af muslingers vad- og t¢rvaegt.”Her indgdr kun en “skal del”.
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Ud fra resultater af forsggsrunder blev fglgende vurderinger taget.

e Linear regression af kalibreringskurver fra fire standardraekker blev fundet tilfredsstillende
for C19-ester og C13-ester i hhv. Hexan og MeCl(korrelationsfaktor R=1).

e Resultater fra optimering af metode 2 blev overordnet konkluderet misvisende grundet
afdampning af solventer. Der blev veegtet fremover at anvende 3 ml HCl-methanol under
opvarmning ved max. 70°C i 0.5h for optimal esterificering af FFA.

e Vaerdier/arealer af internstandarder angav stor spredning, ringe repeterbarhed, bade efter
metode 2 og metode 1+2.

e (19 mere stabil end C13 der under anvendelse af NaOH-methanol enten degraderes eller
fordamper naeste helt vaek. C19-topareal bruges til efterfglgende kvantitativ beregning af
total lipid indhold.

e Alle beregninger angav veerdier navnevaerdigt under afvejet total maengde lipid i marine
olier (< 70-85 % af reelle vaerdi).

e Kvantitative vurderinger blev foretaget pa muslinger med absolut forbehold for metodens
manglende verificering af palidelige resultater.

e Der blev fundet hgjere indhold af total lipid i granlabede muslinger kontra bldamuslinger,

e For referencestandarder blev tilfredsstillende retentionstider og areal aflaest for relevante
fedtsyrer til kvalitativ og kvantitativ bestemmelse.

e Vaegt og fyldningsgrad i muslinger stiger, jf. litteratur, hen over vinter, afhaengig af
vaekstbetingelser.

e Frysetgrret kontra tgrret prgver viste ikke signifikante kvalitative forskelle.

e Laengere tids opbevaring af fiskeolie, let tilgeengelig for luft/ilt, viste ikke tegn pd oxidation
ved tilseetning af antioxidant (alpha-tocopherol) fra fabrikantens side.

Der vurderes at anvendte metode 1+2 til kvantitative bestemmelser af muslinger og marine olier
ikke kunne pavise palidelige resultater. En nzermere undersggelse bar foretages af FAME-metoden
for afklaring af uoverensstemmeise mellem praktiske og malt vaerdier af internstandarder, fedtsyrer
og lipidindhold. Yderligere underseggelser blev undladt inden for dette projekts mulige tidsramme.

Beregnet % EPA og % DHA i olier angav ringe ngjagtighed, jf. varedekiaration, men god
repeterbarhed/praecision mellem selve malingerne. Dette kunne indikere systematisk fejl ved
anvendte metode til kvantitativ bestemmelse. Samme forhold var dog ikke gzeldende for muslinger,
her givende ringe repeterbarhed /praecision, for mere tilfeeldige resultater i mellem indevaerende
prover. Dette kunne antyde for metoden en forgget maleusikker hvad angar kvantitativ
bestemmelse af fedtsyrer i biologisk materiale frem for pa de rene olie.

indhold af EPA og DHA i blamuslinger og gregnlaebede muslinger viste hgjere andel af EPA end dem
fundet jf. litteraturen. Dette fortolkes ikke umiddelbart som vaerende reelt, men kunne veere afledt
af benyttede metode (eks. oxidation af fedtsyrer, manglende korrektion af responfaktor).
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Der blev ikke fundet variationer af EPA og DHA i mellem stgrrelse af muslinger uafhaengig af stigende
lipidindhold ved mindre muslinger. Den relative fordeling af EPA/DHA, for bade blamuslinger og
gronlebede muslinge, afviger ikke signifikant jf. teorien [A20; Murphy KJ et al. 2002] om at
grenlaebede muslinger indeholder en stgrre andel af EPA og bldmuslinger en stgrre andel DHA.

Kvalitativ bestemmelse
Ifplge produktinformation af standardreference Mehanden oil (methyleret) og Oliveoil(methyleret),
blev samtlige toppe/RT identificeret til kvalitativ bestemmelse efter metode 1+2.

Kvalitativ bestemmelse angav toppe af EPA* og DHA* i samtlige marine olier jf. varedeklarationer.
ETA* og OTA*{=STD) angivet i varedeklaration for Original muslingeolie kunne ikke genfindes i
tilsvarende krommatogram, men blev identificeret i de fleste andre marine olier, skgnt dog i
anseelig relative sma maengder. Der bgr tages hgjde for at “Original muslingeolie” og fiskeolien
”Fitness Pharma” adskiller sig vaesentlig fra de andre fiskeolie ved at indeholde en vis andel
planteolie(1/3-2/3) angivet ved OA* for olivenolie(omega 9) og GLA* for hjulkronefrgolie(omega
6). Resultatet herfra kunne tolkes som usikker ved bestemmelse af ETA og STD i mindre maengde,
ud fra lavere netto koncentrationer af marine olie i det samlet produkt. Det kan derfor ikke udledes
at muslingeolie ej indeholder ETA og STD, nar maleusikkerhed tages i betragtning ved anvendte
metode.

Herefter blev muslingeprgver vurderet kvalitativ med vaegt pa relevante fedtsyrer jf. fundet i marine
olier anvendt som kosttilskud.

Kvalitativ bestemmelse angav toppe af EPA og DHA i bade grgnleebede muslinger som bldmuslinger,
desuden OA*, STD* og GLA* i mindre maengder, samt LA* og ALA*( begge essentielle fedtsyrer) og
antydning af ETA *. Der var ingen naevneverdige kvalitative forskelle i mellem blamuslingernes
starrelse, ej heller for hhv. tgrret kontra frysetgrret bldmuslinger. Der blev fundet
EPA/DHA/DPA/STD i samtlige marine olier jf. dem fundet i muslinger.

Der kan ikke, med forbehold for anvendte metode, konkluderes ud fra analyserede marine olie at
kun muslingeolie indeholder omega 3 fedtsyrerne ETA og STD. Ej heller, at der findes forskel i antal
af betydende fedtsyrer mellem grgnleebede muslinger og blamuslinger.
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Diskussion

Metodens anvendelighed
FAME-metoden anvendt til fedtsyrebestemmelse blev indledningsvis afprgvet og fundet anvendelig

jf. teorien om TAG* og FFA* transesterificering/esterificering ved hhv. basisk reagens(metode 1) og
sur reagens(metode 2). Fedtsyrerne blev identificeret kvalitativt og verificeret ud fra reference-
standarder. Den anvendte metode til FAME*(metode 1+2) indebar fgrst basisk hydrolyse til
frigerelse af komplekse lipider og transesterificering af TAG, efterfglgende en esterificering af de frie
fedtsyrer.[A8],[A12]. Denne proces anses at give det totale resultat af relevante fedtsyrer i
muslinger, bade som FFA, men ogsa indevaerende i TAG og andre sammensatte lipider som eks.
phospho- og glycolipider. [10;p.240],[9;p.438-442] [15;p.207].

Internstandard metode blev valgt til kvantitativ bestemmelse og for hver praverakke blev fremstillet
en internstandard som reference. Disse veerdier/arealer af internstandarder angav ringe praacision
og darlig repeterbarhed i kraft af stor spredning, samt ringe n@jagtighed jf. kalibreringskurve, dette
geeldende for bade metode 1, metode 2 og metode 1+2. Dette blev sammenholdt ud fra to valgte
internstandarder, hvor C19 viste sig at vaere mere stabil end C13,isaer under anvendelse af NaOH-
methanol(metode 1). Der vurderes om arsagen kunne veere effekt af nedbrydning og/el
fordampning af indevaerende internstandarder, ud fra hypotese; at benyttede methyleringsmetoder
var for kraftige angdende temperatur, tid og koncentrationer. Her isaer gaeldende for basisk
methylering, der anses som vaerende en effektiv og kraftig reagent, selv ved lave temperaturer over
kort en periode. Hvor HCl-methanol, som sur reagent, er betydelig mildere.[A13]. Feenomenet var
som sagt mest udtalt ved C13, frem for C19, maske indikerende lettere afdampning af fedtsyrer med
kortere keedelzengde med lavere kogepunkt. C19 blev anvendt til efterfelgende kvantitativ
beregning. Det var ikke muligt at genfinde de reelle veerdier af total lipidindhold i olier, dette som
udtryk for tab af prgve og/el internstandard. Beregnet % EPA og % DHA i olier angav ringe ngjagtig,
jf. varedeklaration, men god repeterbarhed mellem selve malingerne. Dette kunne indikere
systematisk fejl ved anvendte metode til kvantitativ bestemmelse. Samme forhold var dog ikke
geeldende for muslinger, her sa mere tilfeeldige udsving i resultater givende ringe repeterbarhed.
Dog holdt det for bade olie, som muslinger, at resultatet angav for hgje veerdier af EPA jf. DHA,
maske som udtryk for manglende anvendelse af korrigerende responsfaktor.

Flere parameter indikerede usikkerhedsfaktorer under selve processen medfgrende reduktion i
samilet lipidindhold og evt. forskydning i mellem sammensaetning af de indeveerende fedtsyrer.
En naermere undersggelser ber foretages af metoden for afklaring af uoverensstemmelse mellem
praktiske og malt veerdier af fedtsyrer(internstandardmetode). Yderligere undersggelser blev
udeladt inden for dette projekts tidsramme. Forslag til mulige undersggelser der kunne indikere
hvilke faktorer der spiller ind ved kvantitativ bestemmelse med metode 1+2 kunne vaere parameter
som mangde, temperatur, tid, solventer(polaritet), samt evt. variabel koncentration af udvalgte
fedtsyrer med forskellige kaedelaengder. Der vurderes at anvendte metode 1+2 til kvantitative
bestemmelser af muslinger og marineolier ikke umiddelbart kunne anvendes til gengivelse af
palidelige resultater. Vurderinger af prgveresultater skal udelukkende anses som oplaeg til
indledende diskussioner og undersggelser omhandlende relaterede emner jf. i litteraturen.
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Kvalitative bestemmelser ud fra referencestandarder indebar ikke tilsvarende problem ved test af
metode 1+2 pa referencestandard, Mehanden oil (methyleret), hvor samtlige toppe/RT blev
identificeret jf. produktinformation. Tilsvarende afprgvning blev lavet pa referencestandard af
olivenolie(methyleret) og indevaerende fedtsyrer blev ogsa her identificeret jf. produktinformation.
Metoden anses vaere velegnet til kvalitative bestemmelser.

Lipidindhold i muslinger

Der blev jf. litteraturen, [A20; Murphy KJ et al. 2002], fundet hgjere lipidindhold i grenizbede
muslinger kontra blamuslinger. Lipidindholdet blev bestemt ud fra terstof(dw*), ca.12 % for
grenlebede muslinger og 5-8 % blamuslinger. Ved litteratursggning blev der fundet meget
varierende oplysninger angaende lipidkoncentration i bldmuslinger, fra 0.5 til 2.5 % i vadvasgt ,og for
grenlebede blev der ikke fundet hgjere vaerdier end ca. 1.8%. Der skal tages hgjde for variationer af
lipidindholdet gzeldende faktorer som lokation, fgde, temperatur og arstid.

Sammenholdes malte lipidindhold for de to udtagningstider, blev der fundet for blamuslinger
udtaget i dec(uge50/2008) 5-6 % lipid (dw/tgrret), hvor i feb.(uge6/2009) 13 det pa ca.7-8 %
lipid(dw/frysetgrret). Disse forskelle i lipidkoncentrationer kan veegtes som vaerende et udtryk for
selve tgrringsproccessen af den fthv. “harde” tgrring i varmeskab med mulighed for nedbrydning af
fedtsyrerne, kontra frysetgrring som veerende mere skansom ved lavere temperatur. Der var dog
ingen naevneveerdige kvalitative forskelle mellem hhv. tgrret kontra frysetgrret blamuslinger.
Variationer i lipidkoncentrationerne kan ogsa veelges at ses som et udtryk for muslingernes
reproduktionscyklus og fadetilgaengelighed, ud fra nedenstaende teser, jf. dem fundet i litteraturen.

Undersggelsen, jf. [A21; Peiters H. et al. 1980], viser at bade indhold af lipid og protein er hgjest lige
fer gydning, hvor glycogen er pa sit minimum(angivet som mg/musling). Efter gydning ses fald i
totale maengder af lipid og protein, samt stigning af glycogen. Her angives at glycogen lagres over
sommeren og bruges hen over vinteren, hvor lipid og proteiner anvendes som energi i forbindelse
med gydning. Dette sammenstilles med undersggelse, jf. [A15; Hong Lin et al.2002], hvor der ogsa
argumenteres for at bade glycogen og (neutral) lipider lagres hen over sommeren hvor fademasngde
er stgrst, topper omkring efterar, og falder ned over vinteren ved ringere fademaengde. Dette kunne
tyde pa at muslinger anvender bade glycogen og neutrale lipider (der ikke indgar i cellemembranen)
som energilager. Lignende undersggelse, jf. [A16; Seiichi Uno et al.1999], angiver ligeledes at lipider i
store treek kan opdeles i to kategorier: de neutral lipid (NL), som er lagret fedt primaert sammensat
af triglycerider, samt phosphorlipider (PL) og kolesterol* der er membranernes byggesten. Det anses
at depotlipiderne hovedsagelig bestar af TAG* og sammenszetningen vil e2ndres afhangigt af
tilgangelige naringsstoffer, hvor lipider fra veev/celler hovedsagelig bestar af PL, hvor
sammensatningen ikke andrer sig naevneveaerdigt. Undersggelse angav at muslinger fra lokationer
med gode nzeringsforhold resulterede i hgjeste TAG/PL* fordeling i indhold, hvor ringere
naeringsforhold gav lavere TAG/PL fordeling i indhold. Her omtales ogsé hvorledes fedtsyre-
sammensatningen kan vaere pavirket af fgde, sason/arstid, vandtemperatur og vanddybde ved
levested jf. andre undersggelser.

Dette kunne meget vel antages at fundne variationer af lipidkoncentrationer ud fra egne malinger af
muslingerne er et udtryk for usikkerheder ved anvendte metoder, men det kan ogsa gisnes som et
udtryk for lipidmaengde i muslinger ud fra fyldningsgrad(glucagon+protein) og stgrrelse. Hvis den
stgrste andel af lipider i muslinger anslas at veere membranlipider, svarende til naesten konstant
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indhold (kun pavirket af evt. lagring af neutrale lipider) vil dette give mindre % lipid ved stgrre
muslinger med st@rre fyldnindsgrad og vice versa. Denne tese holder ud fra fundne veaerdier af lipid
mellem stgrrelse udtaget ved samme tidspunkt, svarende til gget % lipid ved mindre stgrrelse
muslinger. Samme antagelser blev afvejet ved hgjere lipidindholdet i henhold til gget stgrrelser og
fyldningsgrad ved de to udtagningstidspunkter i december og februar. Denne forskel i lipidindhold,
fra 5-6% i december til 7-8 % i februar, kunne indikere stigning i lipidindhold hen over vinteren, frem
til gydetidspunktet tidlig forar jf. [A21; Peiters H. et al. 1980]. En naermere belysning af disse teser
ville kunne foretages ved maling af lipidmaengde pr. musling. Ydermere ville en lipidseparation i hhv.
phosphoriipider og neutrale lipider belyse fordeling mellem lipider anvendt som membranlipider
og/eller til energilager, jf. [A15; Hong Lin et al.2002].

Jf. teori, [21; Peiters H. et al. 1980], vil muslinger hen over vinteren vokse hvad angar stgrrelse,
samtidig med at der ske en gonadenudvikling. £ndring i stgrrelsesfordelingen ses evident mellem
muslinger i periode fra dec/2008 til feb/2009, udviklende sig til ekstra flottet og kadfyldte muslinger
i deres hgjsaeson. Indkgbte friske muslinger i feb/2009 fra Vilsund(Nordgstlige Atlanterhav) havde
ikke opnaet samme kvalitet hvad angik bade stgrrelse og kadindhold. Disse forskelle kan om muligt
forklares ud fra flere faktorer som fgde, temperatur, lokation og produktionsmetode. Grgnlaebede
muslinger 13 i stgrrelse 9-11 ¢cm indeholdende tilsvarende relative stgrre kgdmaengde.

Omega 3 fedtsyrer i muslinger

Trods metodens usikkerhedsmomenter blev der fortaget estimeret sammenligning af relativ
fordeling mellem EPA* og DHA* i prgverne til ssmmenligning med dem fundet i litteraturen. Der
blev lavet undersggelser pa variationer af EPA og DHA indholdet i hhv. grgnlaebede muslinger

{NZGLM) og bldmuslinger(BM).

Der argumenteres, jf.[A20; Murphy Kl et al. 2002], at forskellene i FA* (og sterolindhold )
sammensatning mellem de to arter kan beror pa at fgden for NZGLM* mest bestar af
kiselalger/diatom* (hgj EPA indhold), hvor fgden for BM* primaert indeholder dinoflagellater(hgj
DHA indhold). Lignende argumenter var at finde, jf [A18; K. Y. CHAN et al. 2004}, her angives at hgijt
DHA indhold i asiatiske grgnlaebede muslinger till=gges f@detilgang i omradet, der primeert bestar af
dinoflagellater indeholdende stgrre mangder DHA, frem for diatom hvor EPA indholdet er mere
fremherskende. Dette sidestilles med tesen, jf. [A17; MCLEAN & BULLING,2005], at NZGLM
konsumerer fgde med hgjt indhold af diatomer/kiselagler, hvor BM konsumerer fgde med hgjt
indhold af dinoflagellater ,selv nar begge arter befinder sig ved samme lokation, givende samme
tilgaengelig fadesammensatning.

Den relative fordeling af EPA/DHA afviger ikke med signifikante forskelle mellem bldmuslinger jf.
gronlebede muslinge, sa vidt det er geeldende for egne malinger, som dem fundet
jf.litteraturen(muslinger fra New Zealand). Her geelder, jf. teori [A20; Murphy KJ et al. 2002], at
grgnlebede muslinger indeholder en stgrre andel af EPA, hvor i mod for blamuslinger er det DHA.
Til gengeeld viste resultater af egne malinger alle hgjere indhold af EPA i bade blamuslinger som
granlebede muslinger jf. dem i litteraturen[ A17; MCLEAN & BULLING,2005], [A18; K. Y. CHAN et al.
2004]. Der blev ikke fundet variationer af EPA og DHA i mellem muslingestgrrelserne, uathangigt af
lipidmaengder. Dette skal tages med stgrste forbehold vedrgrende usikkerhed ved anvendte
malemetode, deslige med forskellighed fra anvendte metode jf. resultater fundet fra litteraturen.
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Resultaterne af EPA/DHA i prgverne fortolkes ikke umiddelbart som vaerende reelle, men mere en
indikation afiedt af anvendte metode(eller/og eks. oxidation af fedtsyrer, manglende korrektion af
responsfaktor ved beregning) da samtlige malinger viser hgjere indhold af EPA frem for DHA. Samme
tendens sas tilsvarende for marine olier, hvor en anselig andel af resultater viser relative hgjere
indhold af EPA end DHA, tilsvarende dem angivet i varedeklarationen.

Kvalitativ vurdering af fedtsyrer i olier og muslinger

Herefter blev muslingeprgverne vurderet kvalitativ med vaegt pa relevante fedtsyrer jf. fundet i
marine olier anvendt som kosttilskud. Fiskeolie indeholder isaer to omega-3 fedtsyrer,
eicosapentaensyre (EPA) og docosahexaensyre (DHA), jf. muslingeolien der udvindes fra den
gronlaebede musling (Perna canaliculus). Muslingeoliens hovedbestanddele er EPA* og DHA* som
det kendes fra fiskeolie, men derudover skulle det indeholde en raekke andre omega-3 fedtsyrer,
som bl.a. STD* og ETA*.[www fiskolja.se], ,[www.novasel.dk],[ www.langkaer.dk/ocean98]

Kvalitativ bestemmelse angav toppe af EPA* og DHA* i samtlige marine olier jf. varedeklarationer.
ETA* og OTA*(=STD*) angivet i varedeklaration for “Original muslingeolie” kunne ikke genfindes i
tilsvarende krommatogram, men blev identificeret i de fleste andre marine olier, skgnt dog i anselige
relative sma maengder. Der bgr tages hgjde for at muslingeolie og en af fiskeolierne adskiller sig
vaesentlig fra de andre fiskeolier ved at indeholde en vis andel planteolie(1/3-2/3), angivet ved
OA*{omega 9) fra olivenolie og GLA*{omega 6) fra hjulkronefrgolie. Resultatet herfra kunne tolkes
som usikker ved bestemmelse af ETA og STD i relative sma mangde ud fra lavere netto
koncentrationer af marine olie. Det kan derfor ikke konkluderes at muslingeolie ikke indeholder ETA
og STD ud fra antaget maleusikkerhed taget i betragtning ved anvendte metode. Det antages at
muslingeolie indeholder ETA/STD, jf. varedeklaration, men ud fra kvalitativ vurdering antyder
resultaterne at der ogsa kan forefindes ETA/STD i almindelige fiskeolier anvendt som kosttilskud

Kvalitativ bestemmelse angav toppe af EPA og DHA i bade grgnlaebede muslinger som blamuslinger,
desuden OA*, STD* og GLA* i mindre mangder, samt LA* og ALA*( begge essentielle fedtsyrer) og
antydningen af ETA. Der var ingen naevneverdige kvalitative forskelle mellem bldmuslingernes
starrelse, ej heller for hhv. tgrret kontra frysetgrret blamuslinger. Der blev fundet
EPA/DHA/DPA/STD i samtlige marine olier jf. dem fundet i muslinger.

Med forbehold for anvendte metode, kan der ikke verificeres postulatet om at kun muslingeolien
indeholder ETA og STD jf. lignende fiskeolieprodukter anvendt som kosttilskud. Ej heller, at der
findes signifikante forskelle i antal af betydende fedtsyrer mellem grgnleebede muslinger og
bldmuslinger. Veegtes kommercielle muligheder for anvendelse af linemuslingers omega fedtsyrer,
evt. med henblik pa muligheder ved spildmuslingerne, ville yderligere undersggelse anbefales. Dette
vaere sig en kortlaegning omkring maengder af fedtsyrer og deres sammensaetning i relation til
storrelse, reproduktionscyklus, fgdetilgaengelighed og temperatur.
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Konklusion

Til analyse og bestemmelse af fedtsyrer i marineprodukter blev anvendt hurtigmetoden OSM(One-
step-metode)til FAME-fremstilling, uden forudgaende lipidekstraktion. Fedtsyrer blev bestemt ved
GC-analyse. Metoden ansas veerende velegnet til kvalitative bestemmelser ud fra
referencestandarder. Kvantitativ bestemmelse ved internstandardmetoden(Nonadecanoic acid),
angav resultater med bade ringe ngjagtighed og repeterbarhed. Kvantitative vurderinger af prgverne
blev foretaget med absolut forbehold for anvendte metode og dens manglende verificering for
angivelse af palidelige resultater. Der henvises til de enkelte del-konklusioner i afsnit
“Litteraturstudie vedrgrende fedtsyrer i muslinger”, “Eksperimentelle fedtsyrerbestemmelser i
muslinger og marine olier”, samt afsnittet ”Diskussion”. Ved forkortelse af fedtsyrer, henvises til
ordliste.

Kvalitativ bestemmelse angav fedtsyrerne EPA* og DHA* i samtlige marine olier. Muslingeoliens
(udvundet fra den New Zealandske grgnleebede musling, Perna canaliculus) hovedbestanddele er
EPA og DHA som det kendes fra fiskeolie, men derudover skulle den indeholde en reekke andre
vigtige omega-3 fedtsyrer, som bl.a. ETA* og STD*. ETA og STD kunne ikke genfindes i muslingeolie,
men blev identificeret i de fleste andre marine olier, dog i relative sma maengder. Det kunne ej
konkluderes at muslingeolie ikke indeholder ETA og STD ud fra antaget maleusikkerhed taget i
betragtning ved anvendte prgvemangde og metode.

EPA og DHA blev identificeret i bade grgnleebede muslinger (Perna canaliculus Jog blamuslinger(
Mitilus edulis), deslige OA*, STD og GLA* i mindre maengder, samt begge essentielle fedtsyrer LA*
og ALA*, og en antydning af ETA. Der var ingen naevneveerdige kvalitative forskelle mellem
blamuslingernes stgrrelse, ej heller for hhv. tgrret kontra frysetgrret blamuslinger. Der blev fundet
EPA/DHA/DPA*/STD i samtlige marine olier jf. dem fundet i muslingerne. Med forbehold for
anvendte metode, kan der ikke verificeres postulatet, at kun muslingeolien indeholder ETA og STD jf
lignende fiskeolieprodukter anvendt som kosttilskud. Ej heller, at der kan findes signifikant forskel i
antal af betydende fedtsyrer mellem grgnlaebede muslinger og blamuslinger.

Fra litteraturen blev fundet argumentationer for varierende indhold af lipider i muslinger mht. deres
reproduktionscyklus og fadetilgaengelighed. Der blev angivet hgjere lipidindhold i grgnlaebede
muslinger kontra bldmuslinger, men ogsa antagelse af hvorledes fedtsyresammensaetningen kan
pavirkes af fadetilgaengelighed, s®son/arstid, vandtemperatur, og vanddybde ved levested.

Efter gydning ses fald i totale maengder af lipid og protein og stigning af glycogen. Her angives at
glycogen lagres over sommeren og bruges hen over vinteren, hvor proteiner og lipider bruges som
energi i forbindelse med gydning. Dette antyder at muslinger anvender bade glycogen og neutrale
lipider (der ikke indgar i cellemembranen) som energilager. Lignende undersggelse angav lipider i to
kategorier: de neutrale lipider, som er lagret fedt primaert sammensat af triglycerider, samt
phosphorlipider og kolesterol* der indgdr som membranernes byggesten. Det anses at depot-
lipiderne hovedsagelig bestar af triglycerider(TAG) og deres sammensaetning vil &ndres afhaengigt af
tilgengelige nzaringsstoffer, hvor lipider fra vaev/celler hovedsagelig bestar af phosphorlipider(PL) og
deres sammenszetning &ndrer sig ikke naavnevardigt. En undersggelse af TAG/PL forholdet i
muslinger fra lokationer med gode neeringsforhold viste hgjeste TAG*/PL* fordeling, hvor ringere
neeringsforhold medfgrte lavere TAG/PL fordeling.
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Deslige blev fundet forskel i fedtsyrersammensaetning i hhv. bldmuslinger og grenlabede muslinger
afhaengig af fedesammensaetning. Hvor et relativt hgjere indhold af EPA i grgnlaebede muslinger
afledes af primaerfgden bestaende af diatomer/kiselagler, indeholdende hgjere andele af EPA. For
bldmuslinger geelder det et relativt hgjere indhold af DHA jf. primzerfgde bestdende af
dinoflagellater med tilsvarende hgjt indhold af DHA.

Perspektivering

For mulige potentielle anvendelser af linemuslinger og deres indhold af omega fedtsyrer er her ikke
vaegtet de gkonomiske omstendigheder i dette projekt. Dog kunne det antages at vaere visse valide
aspekter set ud fra allerede eksisterende produktion af olie udvundet fra grgnlaebede muslinger i
New Zealand anvendt til kosttilskud. Anvendelse af muslingernes indhold af omega fedtsyrerne kan
ogsa ses i et lidt bredere perspektiv, eks. anvendt som foder til akvakulturer eller landbruget.

Veegtes der kommercielle muligheder for linemuslinger og deres indhold af omega fedtsyrer, evt.
med henblik pa anvendelse af spildmuslingerne, ville yderligere undersggelse anbefales. Dette vaere
sig en kortleegning omkring maengder af fedtsyrer og deres sammensaetning i relation til stgrrelse,
reproduktionscyklus, fadetilgaengelighed og temperatur.

Hvad angdr anvendte metode er denne afprgvet i tilsvarende varianter ved bestemmelse af
fedtsyrer i marineprodukter, jf. lignende studier. Der blev ikke mulighed inden for projekts
afgreensede tidsramme at belyse usikkerhedsfaktorerne ved videre undersggelser af evt. fejl og
mangler i foreliggende metodeanvendelse. OSM,til fremstilling af FAME ved fedtsyrebestemmelse
pa GC, er en hurtig og effektiv metode, der ved sin anvendelse, jf. mere traditionelle metoder,
begraenser mangden af toksiske solventer. Der anses at vaere gode muligheder for optimering af
metode med videre studier af f.eks. parameter som temperatur, maengde og reaktionstid, deslige
variation af mere eller mindre polaere solventer. Der ses ogsa alternativer i prgveforberedelse,
maske med mulighed for optimering af forudgdende tgrringsprocesser.
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Ordliste: Forkortelser og definitioner

Ord/forkortelse | Ordforklaring

AA Arachidonic acid/ Arakidonsyre C20:4n6

Acetyl-CoA Pyruvat, som kommer fra glykolysen, omdannes til Acetyl-CoA, som gar ind i
citronsyrecyklus.

ALA Alfa- Linoleic acid/alfa-linolensyre C18:3n3

Alkoxyl Alkoxy! gruppen er en alkyl(kulstof og brint kaede) gruppe knyttet til ilt; RO

Amfifilt Et molekyle, der bade har hydrofile og hydrofobe dele.

Antioxidant Naturligt forekommende eller syntetisk fremstillet stof, som forhindrer eller

svaekker gdelaeggende iltning (oxidation)

Apoproteiner

Et protein som mangler en karakteristisk prostetisk gruppe. Selve apoproteinet
bestar kun af aminosyrer, og det er ikke fuldt funktionsdygtigt fgr det binder sin
prostetiske gruppe til sig og bliver til et sa kaldt holoprotein.

Auto-oxidation

Spontan oxidation ved tilstedevaerelsen af ilt, peroxider og hydroperoxider.

BM

Blamusling

CE

Cholesterol ester

Derivatisering

Et derivat er en forbindelse der er afledet af en anden. | gaskromatografi (GC)
anvendes derivatisering ofte til at ggre stofferne egnede til separering fx kan
fedtsyrer methyleres for at ggre dem flygtige nok til separering.

Desaturase Et enzym, som fjerner to hydrogen atomer fra en organisk forbindelse,
hvilket skaber en carbon dobbeltbinding. Delta og nr - angiver placering af
dobbeltbinding fra carboxylgrupper (f.eks A ? desaturase skaber en
dobbelthinding v. 9. position).

DGLA Dihomo gamma-linolenic acid/dihomo-gamma linolensyre C20:3n6

DHA Docosahexaenoic acid/Docosahexaensyre C22:6n3

Diatom Diatom = Kiselalger er en af de mest almindelige typer af planteplankton.

Dinoflagellater

Algegrupper der udger sammen med kiselalger(Diatom) de vigtigste
primaerproducenter af organisk stof i havets plankton.

DPA Docosapentaenoic acid/ docosapentaenoicsyre C22:5n3

Dimerisering Kemisk forbindelse, hvor identiske molekyler er bundet sammen i par

dw Drye weight/tar veegt

Elongase Enzymer som forleenger fedtsyrer ved at tilfgje to carbon atomer til fedtsyren’s
carboxylsyreende

EPA Eicosapentaenoic acid/ Eicosapentaensyre C20:5n3

ETA Eicosatetraenoic acid/ Eicosatetraensyre C20:4n3

Eutrofiering

Overggdskning af sger og havomrader med plantenaeringsstoffer, isaer nitrat og
fosfat, der forarsager, at der kommer flere planktonalger.

FA Fatty acid/ fedtsyre

FAME Fatty acid methyl ester/fedtsyre-methylester

FFA Free fatty acid/frie fedtsyre

GLA Gamma-linolenic acid/gamma-Linolensyre C18:3n6

Glykogen Meget stort, forgrenet molekyle opbygget af glukoseenheder, der findes i dyr
som energidepot iszer i lever og skeletmuskulatur.

GC Gas chromatografi

HPLC High-Performance Liquid Chromatography

Hydrofobiske Hydrofob er en betegnelse for egenskaber ved stoffer eller grupper, der skyr

vand, i modsaetning til hydrofil.
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Hydrolyse Kemisk reaktion eller proces, hvor et molekyle reagerer med vand og bliver
opdelt i mindre molekyler

IS Internstandard

lodtal Et mal for indholdet af dobbeltbindinger i et fedtstof.

IR Infrargd spektroskopi

Kolesterol Kolesterol er en sterol og et lipid der indgar som en ngdvendig bestanddel af
cellevaeggen hos dyr og mennesker, desuden findes kolesterol i blodets
fedtholdige proteiner(lipoproteiner)

LA Linoleic acid/Linolsyre C18:2n6

Lipolytisk Udvinding af energi ved nedbrydning af fedt

aktivitet

Lipooxygenase Et enzym der medvirker til dannelse af leucotriener ved oxidation af fedtsyre.

Methylering Kemisk proces, hvorved en methylgruppe (CHs-) indfgres i et organisk eller
uorganisk molekyle.

Miceller Elektrisk ladede partikler af kolloid st@rrelse, dvs. ca. 1-100 nm.

Mitokondrie Et organel der medvirker ved energistofskiftet i celler. | mitokondriets matrix
nedbrydes fedtsyrer, der stammer fra fadens indhold af fedtstoffer

MS Massespektroskopi

MUFA Monounsaturated fatty acid/ monoumaetttede fedtsyre

NL Neutral lipid

NMR Nuclear Magnetic Resonance —spektroskopi

NZGLM New Zealand Green-Lipped Mussel/ New Zealand grgnilaebede musling

O-Acyl Er en kemisk funktionel gruppe i form RC (= O)- afledt fra carboxylsyre

OSM One-Step-Methylering

OTA Octadecatetraenoic acid/ octadecatetraenoic syre C18:4n3

PC Phosphatidylcholine, en gruppe af phosphorlipider sammensat af fosforsyre,

cholines, estere af glycerol og to fedtsyrer

Peroxisomer

Sma celleorganeller indeholdende enzymer, bl.a. peroxidase og katalase, som
indgar i forskellige stofskifteprocesser, hvori molekyler reagerer m. ilt under
dannelse af hydrogenperoxid, som udnyttes til oxidation af andre molekyler.

PL Phosphorlipid

Plankton Feellesbetegnelse for mikroorganismer der lever frit svaevende i havet.

PUFA Polyunsaturated fatty acid/ flerumaettede fedtsyre

SFA Saturated fatty acid/ mzettede fedtsyrer

SFC Supercritical Fluid Chromatography/Superkritisk vaeskekromatografi

ST Sterol

STD Stearidonic acid/stearidonicsyre C18:4n3

Steroler En vigtig gruppe blandt steroider der er sammensat af fire kondenserende ringe
Syretal Et mal for de frie syrer i 1 g fedt eller olie

Saebe-tal Et gennemsnitligt mal for laengden af carbonkaeder for bundne /frie fedtsyrer
TBM Tasmansk bldmusling

TG/TAG Triglycerider, mere korrekt kaldet triacylglyceroler

TLC Thin-Layer Chromatograhhy/ Tyndt lags kromatografi

UFA Unsaturated fatty acid/umaettet fedtsyrer

uv Ultraviolet spektroskopi

Referencer: httpA//da.wikipedia.org/wiki, http://www.denstoredanske.dk http://www.biosite.dk/leksikon
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