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SAMMENDRAG OG KONKLUSJONER

I samarbeid med Nofima, gjennomfarte Altavida i 2008/2009 et forprosjekt om omega-3 oljer av ferskt
rastoff som en mulig konkurransestrategi for Norge (RUBIN-rapport 173). Forprosjektet ga en oversikt
over hva som er publisert av helsedokumentasjon av omega-3 oljer mht. oksidasjonsgrad og en planskisse
for videre arbeid pa dette omradet. Planen er inndelt i 3 faser. Fase 1: Innledende screening av eksisterende
omega-3 produkter og uttesting i enkle cellesystemer, fase 2: dokumentasjon av effekt pa biologiske
systemer og fase 3: dokumentasjon av effekt pad mennesker.

| fase 1, som ble igangsatt i 2009, skulle en kartlegge variasjon i oksidasjonsgrad pa omega-3 oljer som
selges pa helskostmarkedet og se hvilken effekt denne variasjonen hadde pa parametre av betydning for
helse gjennom cellekultursystemer basert pa utvalgte biologiske markarer.

Gjennom en mastergradsoppgave undersgkte Hagskolen i Akershus, i samarbeid med Nofima Mat, fett-
syreprofil og oksidasjonsstatus pa omega-3 oljer (flytende og innkapslede) solgt over disk i helsekost-
forretninger. Det viste seg at = ange av de analyserte oljene ikke tilfredsstilte GOEDs grenseverdier som
gjelder for oljer som forlater raffineri. Dette kan skyldes at oljene er ustabile over tid pga. ugunstige
betingelser som feil behandling/logistikk, for hgy lagringstemperatur, lyspavirkning, ikke optimal bruk av
antioksidanter, mm. Med darlig ravare i utgangspunkt gir det ogsa raskere oksidasjon av oljen, noe som
kan forklare en del av resultatene. Resultatene, som viser variasjon i oksidasjonsgrad pa denne type
produkter pd markedet, er brukt til & bestemme hvilken oksidasjonsgrad som skulle benyttes i den videre
cellestudien. #

I cellestudiene er benyttet primeere leverceller fra fisk og tarm- og immuncellelinjer fra menneske som
modellsystem. En viktig del av dette forsgket har veert a optimalisere metoder for hvordan omega-3-
produkter i relevante konsentrasjoner kan introduseres til ulike cellesystemer, og a etablere et sett med
biologiske markarer som sier noe om hvilken effekt disse oljene kan ha pa en organisme.

Nar leverceller fra laks og humane cellelinjer ble dyrket i media tilsatt fiskeoljer med avtagende harskings-
grad (avtagende PV og AV verdier), farte det til lavere grad av lipidperoksidering av cellemembraner.
Resultatene viste videre at avtagende harskningsgrad av oljer tilsatt celler i kultur hadde positiv effekt pa
grad av celledeling, uttrykk av markerer for oksidativt stress og inflammasjon, enzymaktivitet av intra-
cellulzere antioksidanter og membranfosfolipid-sammensetning. Videre studier er ngdvendig for &
verifisere om resultatene fra modellsystemene gjelder for levende dyr og mennesker generelt.
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Sammendrag

Marine oljer har et hgyt innhold av sunne flerumettede fettsyrer som lett utsettes for oksidasjon.
Dette gir opphav til darlig smak og lukt pa produktene og en usikkerhet om sunnhet for forbruker.
Oksidasjon er en kontinuerlig prosess og den kan ofte ligge latent far den gker eksponentielt.
Kvaliteten pa rastoffet er med dette viktig for oksidasjonsstatus til ferdig prosessert olje, og en av
de viktigste konkurransefortrinn for oljer produsert av ferskt norsk marint rastoff kan nettopp vare
knyttet til oksidasjon.

Gjennom prosjektet er det fremskaffet en oversikt over variasjon i oksidasjonsgrad pa omega-3-
oljer som selges i helsekostmarkedet (delrapportl). Det er videre gjennomfgrt en innledende
kartlegging for & se hvilken effekt denne variasjonen i oksidasjonsgrad har pa parametre av
betydning for helse (delprosjekt 2).

Delprosjekt I: Kartlegge omfang og variasjon i oksidasjonsgrad pa omega-3-oljer
som selges i helsekostmarkedet.

Det er gjennomfart en kartlegging av omfang og variasjon i oksidasjonsgrad pa omega-3-oljer som
finnes i helsekostmarkedet. Ulike omega-3-produkter (oljer og kapsler) er samlet inn fra
dagligvarehandel og helsekostforretninger i Norge og Europa. Totalt 113 produkter er analysert
med hensyn pa oksidasjon i form av peroksidtall og anisidintall.

De offisielle metodene (AOCS) for maling av oksidasjon i form av peroksidtall (PV) og
anisidintall(AV) har klare begrensninger for maling av oksidasjon (harskning) i
helsekostprodukter som inneholder andre tilsetninger i tillegg til oljer. Av de 113 analyserte
omega-3-produktene lot kun 56 seg analysere med peroksidtall- (PV) og anisidintallmetodene
(AV). Arsaken til dette ser ut til & skyldes at mange omega-3-produkter p& helsekostmarkedet er
tilsatt andre komponenter som direkte virker inn pa analysemetodene og derfor gir ungyaktig eller
totalt feil resultat.

Av de resterende 56 oljene som lot seg analysere med sikkerhet var det bare 4 produkter som
tilfredsstilte GOED sin egen monografi (anbefalt grenseverdier pa PV5 og AV 20). Av disse
fiskeoljene var det bare en nordeuropeisk fiskeolje og en selolje som var innenfor GOED's
grenseverdier for bade PV og AV. Syv av atte 18/12-oljer hadde AV under grenseverdien, mens
17 av 18 konsentrater og 5 nordeuropeiske fiskeoljer ogsa la under grenseverdien. Ingen 18/12-
oljer eller oppkonsentrerte fiskeoljer hadde PV under GOED's grenseverdi for PV, mens 1
nordeuropeisk fiskeoljer og 1 selolje hadde PV under GOED s grenseverdi.

En 18/12-olje 14 over hgyeste grenseverdi angitt i den europeiske farmakopg for bade PV og AV
(PV 10 og AV 30), og var det mest oksiderte omega-3-produktet i dette utvalget. Det var dessuten
kun en 18/12-olje som hadde PV og AV under grenseverdiene.

Samtlige 18/12-oljer, 13 oppkonsentrerte fiskeoljer, to nordeuropeiske fiskeoljer og fire seloljer
hadde TOTOX verdi over 26.

Nordeuropeiske oljer hadde tendens til lavere AV enn sgramerikanske oljer.
Parallelt testede norske "functional food”-oljer hadde klart lavest verdi pa bade PV og AV.

Resultatene av undersgkelsen viser kun et gyeblikksbilde av hva som var tilgjengelig hasten 2009
i markedet. Det er kun kjgpt et produkt av hver type sa en kan ikke si om det analyserte produkt er
representativt for produktet generelt.



I utgangspunktet regner man med at oljene forlater raffineriet i en kvalitet som tilfredsstiller
GOED sine grenseverdier. Mange av de analyserte oljene tilfredsstilte ikke disse grenseverdiene.
Dette kan det derfor skyldes at oljene ikke er stabile over tid. Arsaken til dette kan vare ting som
ugunstige betingelser som feil behandling og logistikk, for hey lagringstemperatur, feil
luftfuktighet, lyspavirkning, og ikke optimal bruk av antioksidanter. Med déarlig rdvare i
utgangspunkt gir det ogsa raskere oksidasjon av oljen, noe som kan forklare en del av resultatene i
dette studiet.

Delprosjekt II: Kartlegge hvilke biologiske markgrer som er egnet for
helseeffektsstudier av oksidasjonsgrad i cellemodeller

Det er gjennomfoert komparative studier med ulike oljetyper/kvaliteter for & kartlegge eventuelle
positive og negative helseeffekter. I prosjektet er primare leverceller fra fisk og tarm- og
immuncellelinjer fra menneske blitt benyttet som modellsystem for & kunne forstda hvilke
mekanismer som eventuelt ligger til grunn for biologiske responser. En viktig del av dette forsoket
har vert & optimalisere metoder for hvordan omega-3-produkter i relevante konsentrasjoner kan
introduseres til ulike cellesystemer, og & etablere et sett med biologiske markerer som sier noe om
hvilken effekt disse oljene kan ha pa en organisme. Folgende metoder/ markersystemer ble testet
ut:

* Lipidperoksidering i cellemembraner og analyse av membranfosfolipider

* Enzymaktivitet av intracelluleere antioksidanter, superoxide dismutase (SOD) og
glutathione peroxidase (GPX)

* Analyse av malondialdehyd som marker for sekundare oksidasjonsprodukter.

* Endringer 1 genuttrykk av markerer for oksidativt stress og betennelsesreaksjoner (og NF-
kB aktivitet i human monocytt cellelinje).

* Grad av celledeling (humane Caco-2 celler)

I prosjektet har vi foretatt en screening av et utvalg av kommersielle oljekvaliteter og deres
effekter pa helsemarkerer i cellemodeller. Nar leverceller fra laks og humane cellelinjer ble dyrket
1 media tilsatt fiskeoljer med avtagende harskingsgrad (avtagende PV og AV verdier), forte det til
lavere grad av lipidperoksidering av cellemembraner. Vare resultater viste videre at avtagende
harskningsgrad av oljer tilsatt celler i kultur hadde positiv effekt pa grad av celledeling, uttrykk av
markerer for oksidativt stress og inflammasjon, enzymaktivitet av intracellulere antioksidanter og
membranfosfolipid sammensetning.

Videre studier er nedvendig for & verifisere om resultatene fra modellsystemene gjelder for
levende dyr og mennesker generelt.
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1. Generell bakgrunn

Omega-3-markedet har opplevd en sterk vekst de siste arene. Norske leveranderer er blant de
ledende leveranderer av fiskeoljer til markedet for kosttilskudd og funksjonell mat (functional
food) internasjonalt. Pronova Biopharma har i tillegg hatt en fantastisk utvikling for sitt
heykonsentrerte omega-3 legemiddel. P& tross av denne utviklingen har ikke oljer utvunnet fra
norsk rastoff opplevd samme positive utvikling. Dette skyldes forst og fremst at omega-3-
markedet er fokusert pd innholdet av omega-3. Révarer fra norsk oppdrett og norske fiskerier har
et lavere innhold av omega-3 enn oljer fra ansjos, sardin og hestemakrell 1 Ser-Amerika og Nord-
Afrika. Disse oljene har blant annet derfor blitt foretrukket ved raffinering og oppkonsentrering av
omega-3-fettsyrer.

Det spekuleres i om konsum av oksiderte flerumettede fettsyrer og oljer som er oksidativt ustabile
kan ha reduserte helseeffekter i forhold til oljer som har lav grad av oksidasjon. Det er imidlertid
lite som er gjort pd dokumentasjon av effekten av oksidasjon in-vivo. Oljer som er skdnsomt
utvunnet fra ferskt rastoff regnes for & vaere mer stabile mot oksidasjon og foretrekkes derfor til
produksjon av functional food” oljer. Man vet imidlertid ikke i hvilken grad oljens forhistorie har
effekt pa graden av oksidasjon in-vivo, eller hvorvidt skdnsomt utvunnet olje fra ferskt rastoff har
en mer gunstig profil i forhold til oksidasjon in-vivo enn heyt konsentrerte fettsyrer.

Pévisning av positive helseegenskaper (eller fraver av negative) kan derfor vaere en mulighet for
oljer basert pa norsk ferskt rastoff. Hvis vi kan utvikle analyseparametere, standarder og
dokumentasjon pd mer positive effekter ved bruk av lavoksiderte oljer, vil dette kunne apne for et
stort marked for norske heykvalitetsoljer inn mot kosttilskudd og lignende applikasjoner.

Okt verdi pa rdolje fra ferskt rastoff er en viktig faktor for & eke lennsomhet og attraktivitet i
bearbeidingen av rastoff fra fiskeri- og oppdrettssektoren. Okt verdi og bearbeiding av ferskt
rastoff vil igjen bedre muligheten for & utvikle og fa lennsomhet pd andre heyverdiprodukter fra
samme rastoff.

Perioder med stort fall i priser pa fiskeolje vil antas & redusere lennsomheten til produsentene av
rdolje fra ferske biprodukter pé kort sikt. For & sikre utviklingen til hele biproduktsektoren, er det
derfor viktig & viderefore et arbeid for 4 eke verdien pa disse oljene i forhold til standard foroljer.
En av de mest sentrale forutsetningene for & hente ut en merverdi fra raolje basert pa norsk rastoff
med hoy grad av ferskhet er at den 1 realiteten innehar spesifikke helsefortrinn. Disse
helsefordelene mé dokumenteres pa en slik mate at det ikke kan stilles tvil om dem. For & kunne
verifisere hvorvidt oljer fra ferskt norsk réstoff har heyere kvalitet, er mindre oksidert og har
helsefortrinn fremfor andre oljer pa4 markedet er det helt nedvendig & gjennomfere komparative
studier med ulike oljetyper/kvaliteter for & kartlegge eventuelle positive og negative helseeffekter.
Dette kan 1 utgangspunktet gjores direkte gjennom intervensjonsstudier pd mennesker, men flere
forhold tilsier at dette ikke ber vere forste trinn 1 en dokumentasjonsprosess:

e Tidkrevende og kostbart & kartlegge eventuelle helseeffekter i mennesket

e Relativt vanskelig & {4 klare resultater péd effekter - forst og fremst fordi forsekspersoner
har forskjellig kosthold og helsestatus

e Avhengig av 4 basere seg kun pd helsemarkerer som kan pavises i blodprever og
urinpregver

= Begrenser muligheten til & teste mange oljer for potensielle helseeffekter.



Prosjektet vil gjennomferes som en dokumentasjonsstudie 1 3 faser:

» Fase 1 — Innledende screening av produkter som finnes pa markedet
= Fase 2 — Dokumentasjon av effekt pa biologiske modellsystemer
* Fase 3 — Dokumentasjon av effekt pd menneske

Denne prosjektrapporten retter seg mot fgrste og andre fase i dokumentasjonsstudiet
”Innledende screening av produkter som finnes pa markedet og dokumentasjon av effekt pa
biologiske modellsystemer™.

Hovedmalsetting:

Skaffe oversikt over variasjon i oksidasjonsgrad pa omega-3-oljer som selges i helsekostmarkedet,
og gjennomfere en innledende kartlegging for & se hvilken effekt denne variasjonen har pa
parametre av betydning for helse.

Viktige delmal:
= Kartlegge omfang og variasjon i1 oksidasjonsgrad pd omega-3-oljer som finnes i
helsekostmarkedet som grunnlag for videre arbeid knyttet til dokumentasjon, samt
pilotstudie pé effekt av prosess og lagring (delprosjekt 1).

= Kartlegge biologiske markerer som egner seg til bruk i studier av effekt av
oksidasjonsgrad, og videreutvikle etablerte cellekultursystemer som verktoy for & studere
biologiske effekter av oksiderte oljer / oksidasjonsprodukter (delprosjekt 2).



2. Delprosjekt I: Kartlegging av omfang og variasjon i oksidasjonsgrad pa
omega-3-oljer

2.1. Bakgrunn, delprosjekt 1

2.1.1. FISKEOLJER TIL HELSEKOST

Til produksjon av omega-3-oljer for helsekostmarkedet benyttes i dag hovedsakelig fisk fra Chile
og Peru, til dels Marokko, samt Argentina og Vest-Sahara (International Fishmeal and Fish Oil
Organisation, 2006). Fiskeslagene som i sterst grad benyttes fra disse omriddene er ansjos,
sardiner, pilchard (type sardin), menhaden og hestemakrell (Alasalvar & Taylor, 2002; Nichols,
2007). Oljene fra de ulike fiskeslagene blandes ofte sammen slik at en fir en fiskeolje som
inneholder ca. 18 % EPA og 12 % DHA. Disse selges internasjonalt under betegnelsen 18/12-oljer
og gjenspeiler omtrentlig konsentrasjonen av de to fettsyrene. Fiskeslagene som benyttes 1 18/12-
oljer har et heyere innhold av omega-3 enn oljer fra nordeuropeiske fiskeslag (Nichols, 2007).
Nordeuropeiske fiskeslag som benyttes til oljer for humant konsum er i dag hovedsakelig torsk og
laks. En antar at et hgyere innhold av flerumettede fettsyrer, samt annen produksjonsteknologi og
logistikk, gjor 18/12-oljer mer utsatte for oksidasjon enn nordeuropeiske fiskeoljer som har en
lavere konsentrasjon av omega-3. Internasjonalt har oljer fra helfisk, siden 1999, blitt mer vanlig &
benytte i oljer til humant konsum enn leveroljer (Hjaltason & Haraldsson, 2007).

Konsentrasjonen og sammensetningen av fettsyrer i en fiskeolje varierer med type fisk, men ogsé
hvor fisken geografisk er fanget, sjgvannets temperatur, samt fiskens naringsgrunnlag. For 4 skille
mellom fiskeoljer av ulik opprinnelse kan fettsyresammensetningen brukes som en enkel metode,
mens NMR (nuclear magnetic resonance) spektroskopi gir en sikrere identifikasjon med hensyn pa
autentisitet. Det er storre forskjeller i EPA-innhold mellom fiskeslag, mens forskjeller i DHA-
innhold stort sett er mindre (Allen, 1995).

Nordeuropeiske fiskeslag inneholder heyere konsentrasjoner av fettsyren gadoleinsyre (C20:1)
enn spramerikansk/nordafrikansk fisk. Dette gjor at oljer basert pad nordeuropeisk fisk skiller seg
fra seramerikansk/nordafrikansk fisk, samt fra vegetabilske oljer og annet animalsk fett, som har
et lavere innhold av fettsyren. Innholdet av C20:1 kan derfor ogsa brukes for 4 identifisere olje fra
nordeuropeisk fisk i tillegg til forholdet EPA/DHA (Allen, 1995).

Lakseolje har generelt et hayere nivd av DPA enn torskeleverolje (Nichols, 2007), og fisk fra
nordlige farvann har ofte mer DHA enn EPA. Fisk fra serekvatoreale omrdder har derimot ofte
mer EPA enn DHA. Oljer pd markedet som inneholder ca 30 % EPA og/eller 20 % DHA eller
mer, ansees & vare oppkonsentrerte. Unntaket er tunfiskolje som kan inneholde over 25 % DHA
(Nichols, 2007).

2.1.2. ALTERNATIVER TIL MARINE OMEGA-3 KILDER

I de senere arene har det blitt et okt fokus pd alternative kilder til fisk for omega-3 fettsyrer, og
hvilke fortrinn disse potensielt kan ha. Bade vegetabilske og marine kilder blir undersgkt som
mulige kilder. Olje fra planten Ormehode (Echium Vulgare), rik pa stearidonsyre, har vert nevnt.
Likeledes genmodifisert raps, soya, alger etc. Av marine ravarer er bade nordatlantisk sildefisk,
calanus og antarktisk krill, alternativer. Av disse er det i dag bare krill som har noe kvanta. Krill
er rik pd fosfolipider og karotenoiden astaxanthin. Den inneholder omkring 20% EPA og 10%
DHA, men fettsyreprofilen vil variere avhengig av region og tid pa aret (Logan, 2003; Nichols,
2007). Det hevdes at EPA og DHA i fosfolipidform gir bedre opptak enn fettsyrer i triglyseridform
og forbedrer lipidprofilen i blod (Bunea, Farrah & Deutsch, 2004; Werner, Havinga, Kuipers &



Verkade, 2004). Det foreligger liten vitenskapelig dokumentasjon vedrerende krillolje og helse,
men det foregar stadig flere undersegkelser vedrerende denne oljen. Algeolje karakteriseres gjerne
som en vegetabilsk olje som er rik pdA DHA. Algeolje er lite utbredt i helsekostmarkedet, men har
en utbredelse i spesialprodukter som for eksempel barnemat og morsmelkerstatninger.

Selolje er en “animalsk™ marin olje som hovedsakelig utvinnes fra sel fanget 1 omrader omkring
Gronland og som prosesseres i Canada. Det er forst og fremst grenlandssel og klappmyss som
fangstes. Fordi sel er et pattedyr har den en noe annerledes posisjon-isomerisering av omega-3-
fettsyrene pa triglyseridet enn fiskeoljer. Denne strukturelle forskjellen kan muligens fore til ulik
absorpsjon, distribusjon og metabolisme av omega-3-fettsyrene, men dette er ikke tilstrekkelig
dokumentert (Murphy, Wright, Scott, Timmins & Ackman, 1999; Vognild et al., 1998). Selolje
inneholder om lag étte prosent DHA, sju prosent eller mer EPA, og mellom fire og seks prosent
DPA (Murphy, Wright, Scott, Timmins & Ackman, 1999; Nichols, 2007). Hovedsakelig pa grunn
av fangstmetoden vil salg av produkter fra sel bli forbudt i EU-land i lepet av 2010 (Regulation on
trade in seal products, 2009).

Haileverolje har blitt mindre vanlig fordi mange haiarter er utrydningstruede. Haileverolje pa
markedet 1 dag er stort sett basert pa bifangst. Nordatlantisk haileverolje kan inneholde fra tre til
sju prosent EPA og mellom fem og ti prosent DHA. Haileverolje er ellers rik pa squalen som har
vert mye brukt 1 kosmetikkindustrien og 1 teknisk industri. P4 grunn av overfiske har mange
haiarter havnet pa redlisten over utrydningstruede arter. Derfor har andre kilder, som for eksempel
olivenolje, blitt brukt som rastoff til utvinning av squalen. Imidlertid finnes det hailerveroljer med
opp mot 70 % squalen pa helsekostmarkedet (Smith, 2000; Owen et al 2004). Det er gjerne andre
effekter enn omega-3 som derfor tilskrives haileveroljer.

Kommersiell muslingolje pad markedet er som krillolje ikke raffinert og renset pa samme méate som
vanlige fiskeoljer. Derfor inneholder den 1 tillegg til fettsyrer forskjellige sterolestere og noe
fosfolipider. Oljeinnholdet 1 muslinger er lavt, men konsentrasjonen av EPA og DHA er hoy.
Avhengig av art, sesong og geografisk fangststed har det blitt vist at konsentrasjonen av EPA for
enkelte arter kan vere pa opp mot 38 %, og DHA kan 1 andre arter veere opp mot 26 % (Chan et al.
2007; Taylor & Savage, 2006). P4 det norske helsekostmarkedet er det Lyprinol som dominerer.
Dette er et produkt fra grennleppet musling fra New Zealand hvor oljen er utvunnet ved hjelp av
superkritisk ekstraksjon av fryseterret skjellmasse.

2.1.3. MALING AV OKSIDASJON | OLJER

Ved oksidasjon av flerumettede fettsyrer dannes et stort antall hydroperoksider som lett
dekomponeres og derfor er vanskelige & analysere kvantitativt. NMR-studier av oksidasjon av
blant annet EPA og DHA (i termisk behandlet laks) viser sterre tendenser til oksidasjon av de
ytterste dobbeltbindingene, og liten skade pa de i midten av kjeden. Lipidhydroperoksider er
stabile ved gunstige betingelser som lav temperatur, nok antioksidant og ingen katalysatorer til
stede. [ realiteten er imidlertid forholdene wvanligvis ikke s& gunstige. Dermed vil
hydroperoksidene dekomponere via kompliserte reaksjonsveier til en kompleks blanding av blant
annet monomere, dimere, polymere samt lavmolekylare og flyktige oksidasjonsprodukter. Det er
de flyktige oksidasjonsproduktene som er arsak til uensket smak og lukt i fiskeoljer. En fiskeolje
av hoy kvalitet smaker egentlig ingen ting eller svart lite og en kan vanskelig skjelne smaken fra
en vanlig matolje. Imidlertid vil oljen feor eller siden utvikle uensket en smak pd grunn av
oksidasjon, dersom den ikke er behandlet og stabilisert riktig. Utviklingene av oksidasjon 1 oljene
vil komme uansett ved vanlig lagring (kjel, kapsulert, pa flaske etc). Dette er smaken vi oppfatter
som harsk, eller fiskeoljesmak”. Jo mer oksidert oljen er, jo mer fremtredende blir smaken. Det
finnes ingen klar definisjon av hva som er en "harsk” fiskeolje utover monografier. Imidlertid sier



en generelt for neringsmidler at nar et produkt har fitt en ubehagelig smak og lukt pa grunn av
oksidasjon regnes den for harsk.
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Det er en mengde ulike metoder tilgjengelig for maling av lipidoksidasjon. Tilgjengelige metoder
for maling av oksidasjon deles i to hovedgrupper, avhengig av om det er primare eller sekundeere
oksidasjonsprodukter som skal méles. Primaere oksidasjonsprodukter som vi maler med PV er uten
farge, smak og lukt, mens enkelte sekundaere oksidasjonsprodukter, spesielt flyktige aldehyder
som vi maler ved blant annet AV, er luktintense (Min, 1998; Olsen, 2005) og bidrar til begrepet
harsk smak. For sekundere oksidasjonsprodukter skilles det noen ganger mellom flyktige og ikke-
flyktige oksidasjonsprodukter. Mens flyktige sekundere oksidasjonsprodukter er lavmolekylare
aldehyder er ikkeflyktige sekundere oksidasjonsprodukter oksiderte fettsyrerester som sitter fast i
triglyseridet. Disse kalles ofte “core-aldehyder” Det er disse malemetodene som benyttes for &
angi krav under produksjonen av omega-3-oljer. I handel av omega-3-oljer sertifiseres ogsé oljene
med disse metodene (European Pharmacopoeia, 2009; RUBIN, 2009). The American Oil
Chemists’ Society (AOCS) har angitt méling av PV og AV som offisielle mélemetoder i
kommersielt fett og oljer (AOCS, 1990a; AOCS, 1990b). Det finnes imidlertid en rekke andre
metoder som kan gi et meget godt bilde av oksidasjonsstatusen til fiskeoljer. Slike metoder er
nevnt i tidligere rapporter fra Rubin. Imidlertid antas at den beste metoden for maling av
oksidasjon er et godt fungerende sensorisk panel.

2.1.4. KVALITETSKRAV FOR FISKEOLJER

Forskrift om fiskemel, fiskeolje m.v. omfatter rastoff, behandling, produksjon, lagring, omsetning,
transport, innfersel og utfersel fra villfanget fisk og révarer til produksjon. Fiskeolje eller dens
rastoff skal tilfredsstille krav fastsatt i forskriften. Denne forskriften omhandler rutinemessige krav
til behandling av réstoff, men disse er lite spesifikke og omhandler ikke oksidasjon (Forskrift om
fiskemel, fiskeolje m.v., 1999).
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Det stilles ingen krav til omega-3-produkter som selges nar det gjelder oksidasjon. Derimot
inneholder den europeiske farmakopekrav som gjelder 1 forbindelse med raffinering av fiskeoljer.
Det foreligger ulike farmakopemonografier for ulike fiskeoljer, avhengig av hvilke fiskeslag som
er opphav til oljen. I oppkonsentrerte oljer angis kravene i sammenheng med i hvilken form
fettsyrene er pa i oljen. Maksimum tillatt innhold av oksidasjonsprodukter etter endt raffinering er
for torskeleverolje og 18/12-oljer satt til PV 10 meq/kg og AV lik 30. De samme
maksimumsgrenser gjelder for oppkonsentrerte fiskeoljer pa triglyseridform (Council of Europe,
2008). I tillegg foreligger farmakopemonografier for oljer utvunnet fra oppdrettslaks og
oppdrettstorsk, tunfiskolje og oppkonsentrerte fiskeoljer i etylesterform og i form av frie fettsyrer.
Laveste angitte nivd er PV lik 5 meq/kg og AV lik 10, som gjelder for oppdrettslaks og
oppdrettstorsk. Farmakopemonografiene omhandler verken musling-, krill-, sel- eller
haileveroljer.

Council for Responsible Nutrition, som representerer kosttilskuddprodusenter i USA, utarbeidet i
2002 en monografi basert pd davarende europeiske farmakopemonografier og farmakopeforslag. |
denne monografien ble grenseverdiene satt til PV 5 meq/kg og AV 20, som gjenspeiler de
strengeste grenseverdiene i den anvendte litteraturen. I tillegg inkluderer monografien
maksimumsverdi for beregning av den totale oksidasjonsverdien (TOTOX-verdien) til 26, for &
indikere at en olje ikke skal ha heyeste verdier pa begge parametre (Council for Responsible
Nutrition, 2002; Council for Responsible Nutrition, 2006). Denne monografien gar nd under
navnet GOED Voluntary Monograph, og monografien er frivillig for produsenter & etterfolge.
GOED, Global Organization for EPA and DHA omega-3s, er en internasjonal sammenslutning av
produsenter, distributerer, markedsforere, forhandlere og stettespillere av produkter som
inneholder EPA og DHA (GOED, 2007). Monografien gitt av GOED er ment & gjelde for EPA- og
DHA-oljer til kosttilskudd fra kildene fisk, planter og encellede organismer, men derimot ikke for
torskeleveroljer, produkter med heyere konsentrasjon av EPA og DHA enn 80 %, eller omega-3 1
form av frie fettsyrer. I motsetning til farmakopemonografiene presiserer denne monografien at
omega-3-produktene er ment a4 vare innenfor maksimumsverdiene hele produktets
holdbarhetsperiode (GOED, 2006). Kanadiske helsemyndigheter anbefaler ogsé at produsenter av
seloljer folger de samme grenseverdiene (Health Canada, 2009) som GOED..

2.1.5. KONTROLL OG TILSYN MED OMEGA-3-MARKEDET

Mattilsynet forvalter alle lover som omhandler produksjon og omsetning av mat og kosttilskudd i
Norge, og skal blant annet sikre forbrukerne helsemessig trygg mat. Virksomheter plikter selv a
etterleve lover og forskrifter, og Mattilsynet utforer kontroller og folger opp pélagte krav
(Mattilsynet, 2010).

I Norge ble i 2006 omega-3-produkter solgt for 488 millioner kroner pa helsekostmarkedet. Disse
tallene utgjor 22 % av det totale helsekostsalget, og gjor dermed omega-3-produkter til den mest
solgte varegruppen innen helsekostsegmentet (Bransjeradet for Naturmidler, 2010). Likevel forer
verken Mattilsynet, Bransjeradet for Naturmidler eller andre instanser tilsyn med hvilke omega-3-
produsenter eller produkter som er pd markedet i Norge, og heller ikke hvor mange omega-3-
produkter som importeres eller selges. Dette medferer at det per 1 dag ikke finnes noen oversikt
over omega-3-produkter som er tilgjengelig for forbruker. Det finnes folgelig heller ingen oversikt
over hvilke omega-3-produkter som det selges mest av. Rutinemessige kvalitetskontroller av
omega-3-produkter foretas ikke, verken nar det gjelder oksidasjon eller andre kvalitetsparametre.
Det foreligger heller ingen enkeltstdende kontroll av oksidasjonskvalitet hos omega-3-
oljeprodusenter eller av omega-3-produkter. I Norge er det oljeprodusentene selv som har ansvaret
for & overholde kravene i farmakopemonografiene (Mattilsynet, 2010). Flere produsenter har i
tillegg interne retningslinjer som er enda strengere
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2.1.6. OMEGA-3-0OLJER, KVALITET OG HELSE

Fiskeoljer blir i ekende grad tilsatt i matvarer, kalt functional food. Kravene til disse oljene nar det
gjelder oksidasjon ma av praktiske drsaker vaere strengere for at smaken skal vere akseptabel for
forbruker. Oljer med lavt nivad av oksidasjonsprodukter blir derfor benyttet til dette formaélet.
Functional food oljer har normalt oksidasjonsverdier PV under 0.5, AV under 2 og TOTOX-verdi
under 5. Dette viser at det faktisk er mulig & produsere oljer av svart hoy kvalitet.

P& bakgrunn av dokumenterte helseeffekter av EPA og DHA er det enskelig at disse inkluderes i
kostholdet (Landmark, Aursnes, Reikvam & Alm, 2007; Burr et al, 1989; Daviglus et al., 1997;
Kromhout, Bosschieter & de Lezenne Coulander, 1985; Wang et al., 2006; Nordic Council of
Ministers, 2004; Statens rdd for ernaring og fysisk aktivitet, 2002). Det har i den senere tid blitt
fremmet pastander om at oksiderte flerumettede fettsyrer eller oksidasjonsprodukter av disse kan
ha ugunstige effekter pa helsen (Turner, McLean & Silvers, 2006). Derimot foreligger det fi
humane studier hvor effekten av oksiderte fiskeoljer er undersgkt (Rubin rapport, 173, 2009). 1
tillegg fremkommer sjeldent, om ikke aldri, oksidasjonsgraden i omega-3-oljer benyttet i kliniske
studier hvor helseeffekter av omega-3 blir studert. Hvorvidt oksidasjonskvaliteten pa omega-3-
oljer pavirker effekten av omega-3-fettsyrer er ukjent. Samtidig er nivéet av oksidasjonsprodukter
1 omega-3-produkter ukjent.

En fiskeolje som skal inngd 1 helsekostprodukter gjennomgér en rekke forskjellige prosesser for
den ender opp hjemme hos en konsument, og det kan vare mange faktorer som kan pdvirke
sluttkvaliteten. Skal en produsere oljer av topp kvalitet som er tilneermet smak- og luktfrie er det
viktig at ravarene er av topp kvalitet, og ferskhet av roljen er meget viktig. Allerede oksiderte
oljer inneholdende for eksempel core-aldehyder vil kunne folge oljen, og fore til gkt anisidintall pa
sluttproduktet. Core-aldehyder er et ikke-flyktig oksidasjonsprodukt som dannes nér
hydroperoksider bundet 1 triglyserider brytes ned og aldehydgruppen forblir festet til glyseridet
(Frankel, 2005). Disse kan vaere vanskelige & fjerne under vanlig raffineringen. (Allen &
Hamilton, 1994). Nedbrytingsprodukter av hydroperoksider, innhold av core-aldehyder og lavere
innhold av naturlige antioksidanter gjor at en meget oksidert rdolje vil vaere mer utsatt for
oksidasjon ogsé etter raffinering (Allen & Hamilton, 1994; Frankel, 2005). Ferskhet pa fisken
forut for prosessering er en viktig faktor for kvaliteten pd rdoljen. Grad av ferskhet vil pavirke
innholdet av frie fettsyrer, nivaet av oksidasjonsprodukter, farge pd oljen, samt innhold av
tokoferoler. Ogsa skdnsom og effektiv utvinning vil kunne vare med pd & gi en olje med et lavere
innhold av frie fettsyrer, oksidasjonsprodukter, proteinrester og spormetaller som kobber og jern.
Oljen vil 1 tillegg vaere av lysere farge og med et hoyere tokoferolinnhold. Omega-3-oljer som er
skdnsomt utvunnet fra ferskt rastoff vil vare mer stabile mot oksidasjon enn omega-3-oljer
utvunnet fra rdstoff av darligere kvalitet (Allen, 1995; Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 1986). Et hygienedirektiv fra EU setter en grense pd 36 timer fra fangst til
prosessering dersom fisken er lagret uten kjoling og oljen skal ga til humant konsum (Commision
Regulation (EC) No 1020/2008, 2008).

Ogsa gjennom raffineringsprosessen er oljen utsatt for stress, og en kan fort fi initiert en
oksidasjon. Forurensningene i rdoljer er forst og fremst miljogifter, frie fettsyrer, fosfolipider,
pigmenter, spormetaller, oksidasjonsprodukter, svovel- og halogenkomponenter. Flere av disse
komponentene kan fa oljen til & oksidere videre. Det er mange arsaker til at forurensningene er til
stede i rdoljen, og de kan vare et naturlig resultat av geografisk omrade, fiskens kost og sesong.
Alle rdoljer varmes opp uten tilgang til oksygen under raffineringen. Primaere og flyktige
sekundere oksidasjonsprodukter som har blitt dannet vil da reduseres eller fjernes. Det samme vil
nivéet av naturlige antioksidanter. En olje som i utgangspunktet er meget oksidert vil fi et lavt
innhold av primere oksidasjonsprodukter etter raffinering. Det er likevel sannsynlig at
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nedbrytingsproduktene av de primare oksidasjonsproduktene som fortsatt er i oljen, vil kunne
fortsette oksidasjonen (Allen & Hamilton, 1994).

Fremstilling av oppkonsentrerte omega-3-oljer gjores vanligvis ved ureafraksjonering og/eller
molekylardestillasjon. Under molekylardestillasjon vil core-aldehyder, 1 tillegg til andre
urenheter, fjernes (Alasalvar & Taylor, 2002; Frankel, 2005). Det haye innholdet av C20:1 i de
nordeuropeiske pelagiske fiskeslagene utgjer en teknologisk utfordring nédr det gjelder &
oppkonsentrere disse oljene, fordi denne fettsyren ofte er vanskelig a skille fra EPA og DHA
under oppkonsentrering. Lav konsentrasjon av EPA og DHA, samt heyt innhold av C20:1 1
nordeuropeisk fiskeolje gjor at 18/12-oljer ofte foretrekkes til oppkonsentrering.

Raffineriene har gode kvalitetsstyringsrutiner som skal forhindre at oljen blir oksidert gjennom
prosessen. En ferskprosessert olje kunne imgtekomme kravet til GOED. Etter raffinering vil en
olje umiddelbart begynne a oksidere, og det er av stor viktighet & {4 stabilisert oljen. Mest brukt
som antioksidant er tokoferoler. Oljer til helsekostmarkedet blir gjerne kapslet i gelatinkapsler. De
fleste kapslene pa markedet 1 dag bestdr av bovint gelatin, men det er et ekende marked for
fiskegelatinkapsler. Under tapping og transport for kapsulering kan oljen bli utsatt for ytterligere
stress og muligheter for kontaminering (eks stalfat med darlig eller ingen lakk), darlige
lagringsbetingelser etc. Under kapsuleringen er det videre risiko for at oljen kan bli oksidert
gjennom blant annet torking av kapsel etter fylling. Etter kapsulering blir produktene pakket,
transportert og lagret, bdde pa vanlig lager og i1 butikkhyllene. Her kan temperaturfluktueringer og
luftfuktighet pdvirke graden av oksidasjon. Det er derfor mange muligheter til at en
heykvalitetsolje som forlater et raffineri kan bli oksidert for den nér frem til forbruker. Det finnes
ingen kontrollsystemer for & fange opp dette, og helsekostmarkedet som kjoper og selger disse
oljene har i mange tilfeller minimal kunnskap om fiskeoljer, kvalitet og behandling av disse.

2.1.7. KARTLEGGING AV MARKEDET

Som nevnt tidligere utvinnes fiskeoljer primert fra fisk fra Ser-Amerika og Nord-Afrika eller
Nord-Europa. I tillegg benyttes andre kilder til & produsere marine omega-3-oljer, som krill, sel,
hai og musling. Marine oljer inneholder spesielt mye av de heyt flerumettede fettsyrene EPA og
DHA. Konsentrasjonen av EPA og DHA er hayere i oljer med opprinnelse i fisk fra Ser-Amerika
og Nord-Afrika, enn i oljer med utgangspunkt i nordeuropeisk fisk. I tillegg oppkonsentreres
fiskeoljer for a fa heyere konsentrasjon av EPA og DHA. Pa grunn av heoy konsentrasjon av disse
fettsyrene er marine omega-3-oljer utsatt for oksidasjon.

I 2006 ble omega-3-produkter i Norge solgt for naermere en halv milliard kroner. Likevel
foreligger ingen offisielle krav, verken nasjonalt eller internasjonalt, vedrerende kvalitet pé
omega-3-produkter som selges, med tanke pa oksidasjonsnivd. Da det heller ikke gjennomferes
rutinemessige kontroller av marine omega-3-oljer, er det ikke kjent hvorvidt nivdet av
oksidasjonsprodukter i omega-3-produkter pa markedet er forskjellig fra de krav som settes for
fiskeoljeproduksjon i de europeiske farmakopger eller grenseverdier for oksidasjon i frivillig
monografi gitt av GOED, som i tillegg gjelder for omega-3-produkter i salg.

Hensikten med denne kartleggingen var 4 underseke nivd av primare og sekundere
oksidasjonsprodukter, mélt ved PV og AV, samt ved beregnet total oksidasjonsverdi (TOTOX-
verdi) 1 marine omega-3-produkter tilgjengelig for norske forbrukere. Oksidasjonsnivaet i omega-
3-produktene ble 1 tillegg sammenlignet med grenseverdier angitt 1 europeiske
farmakopemonografier og monografi utarbeidet av GOED.
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2.1.8. UTVALG AV OLJER

Markedsundersokelsesbyraet AC Nielsen innehar oversikt over omega-3-produkter i
dagligvarehandelen, men denne er ikke komplett. En mer komplett liste over omega-3-produkter
pa markedet i Norge ble forsgkt utviklet ved & ta kontakt med produsenter, butikkjedekontorer og
grossister. Dette var svert vanskelig fordi interessen for & bidra med informasjon hos enkelte
butikker/leveranderer/produsenter blant annet ikke var til stede, samtidig som utskiftingen av
produktet pd markedet var stor. Produktlisten fra AC Nielsen ble redigert og supplert med
informasjon fra fire produsenter, tre grossister og seks storre kjedekontorer innen dagligvare,
helsekost, sportsforretninger og apotek. Listen omfattet cirka 155 produkter (se Vedlegg 1), og
arbeidet med denne ble avsluttet i desember 2009. Innkjep ble gjort parallelt med utarbeidelse av
produktlisten i perioden august til november 2009 1 forretninger i Oslo- og Akershusomrédet. I
november/desember ble perioden mellom hver gang nye produkter ble funnet i butikkhyllene
lengre, og innsamlingen avsluttet. Dette gjorde at innkjep og utarbeidelse av produktliste ble
avsluttet ved omtrent samme tidspunkt. Verken innkjepslisten eller oversiktslisten kan anses &
vaere komplette, men gir en pekepinn pa hva som var tilgjengelig for konsument i angjeldende
tidsperiode. De marine omega-3-produktene i dette utvalget var 1 kommersielt salg i
innkjepsperioden 1 helsekostforretninger (n = 41), apotek (n = 21), dagligvare (n = 18),
sportsbutikker (n = 6) og via internett/post (n = 17). I tillegg var enkelte omega-3-produkter a
finne i forretninger som var kombinasjon av parfymeri og helsekost (n = 7), og butikker som
selger ulike artikler og til dels mat (n = 3). Listen over inkluderte produkter (n = 113) er vist i
Vedlegg 2.

Internettprodukter (n = 16) ble valgt ut ved a bruke sekemotoren Google, og sekeord omega 3,
begrenset til sekervalget Sider fra Norge den 8. september 2009. Sgket gav cirka 120 000 treff den
aktuelle dagen. Av disse ble omega-3-produkter som 14 som annonser valgt ut. I tillegg kom ett
produkt tilfeldig som prevepakke med reklamepost i innkjepsperioden og ble ogséd inkludert.
Inklusjonskriterier var at produktene matte ha minst seks maneders gjenstiende holdbarhet fra
september 2009, samt vaere deklarert med minst en marin oljekilde. Der hvor samme produkt
fantes bade med og uten aroma, ble produktet uten aroma valgt. De fleste produktene i dette
utvalget var i1 kapselform (n = 94) eller som flytende oljer (n = 17), i tillegg til i tablettform (n = 1)
og kapsler med pulver (n=1).

Informasjon fra varedeklarasjonene viste at de fleste av omega-3-produktene inneholdt
utelukkende én marin oljekilde, men enkelte inneholdt en kombinasjon av fiskeolje og krillolje (n
= 6) eller sel- og fiskeolje (n = 1). Marine oljekilder i produktene var fiskeolje (n = 86), selolje (n
= 17), krillolje (n = 12), haileverolje (n = 4) og muslingolje (n = 1). Mange av produktene
inneholdt i tillegg andre ikke-marine oljekilder (Tabell 1). Generelt oppgis verken fettsyreform i
oljene benyttet i de oppkonsentrerte produktene eller type fiskeolje i varedeklarasjonen.
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Tabell 1: Oversikt over ulike oljekilder som er brukt i de testede produktene

Antall % av alle
Oljekilde produkter produktene
Fisk 86 (76)
Sel 17 (15)
Krill 12 (11)
Hailever 4 4)
Musling 1 (1)
Soya 10 9)
Agurkurt 7 (6)
Kjempenattlys 7 (6)
Solsikke 5 4)
Oliven 3 3)
Linfrg 3 3)
Raps 2 2)
Palme 1 (1)
Druekjerne 1 (1)
CLA 1 (1)

Tabell 1 gir oversikt over ulike oljekilder som er brukt i de testede produktene, og hvor mange som
inneholdt disse, i de marine omega-3-produktene i utvalget (n = 113). Et produkt kunne inneholde
flere kilder til omega-3-fettsyrer.

I tillegg til oljene beregnet for helsekostmarkedet, ble oljer av ’functional food”-kvalitet analysert.
Disse oljene har gjerne en annen historie og prosessering, og kan ikke sies & direkte kunne
sammenliknes med konvensjonelle helsekostprodukter. Oljene til ’functional food”-produkter har
for eksempel en PV pa under 1 og er laget av meget ferskt rastoff. Siden disse oljene skiller seg
sépass ut, har vi latt veere a ta disse med 1 resultatene. Blant annet pd grunn av pris inngér normalt
ikke disse oljene i helsekostsegmentet. Imidlertid finnes det i dag noen helsekostprodukter i
kapselform som er basert pa “functional food”-kvalitetsoljer. Disse er analysert separat, men er
imidlertid ikke med i undersegkelsen og selges kun i mindre kvanta.

2.2. Metode, delprosjekt 1

Flaskene med flytende oljer ble umiddelbart etter proveuttaking flushet med nitrogengass for &
forhindre videre oksidasjon. Flaskene ble oppbevart i kjeleskap mellom hver analyse. Innkapslede
produkter ble oppbevart som de var, i romtemperatur uten lyseksponering, da dette var angitt som
anbefalt lagringsform pa de forpakninger hvor lagringsbetingelser var angitt. Alle analyser (PV,
AV og fettsyresammensetning) er kjort som paralleller, og alle verdier er beregnet pa bakgrunn av
gjennomsnittet for parallellene. To oljer med kjent oksidasjonsverdi ble benyttet som referanse i
analysene av oksidasjonsprodukter for 4 kontrollere mélemetodene ved hver sekvenskjering.

2.2.1. PEROKSIDVERDI

Nivaet av hydroperoksider kan fastslas ved & male PV, som er en av de eldste og mest benyttede
metodene for vurdering av oksidativ status i oljer (Council of Europe, 2008; Frankel, 2005;
GOED, 2006). Det finnes flere analytiske metoder, og ulike analytiske médlemetoder er
kommersielt tilgjengelig p4 markedet. Resultatene man far vil derfor variere, avhengig av hvilken
metode som benyttes. Resultater fra ulike metoder er derfor ikke alltid direkte sammenlignbare.
For fett og oljer fastsettes ofte PV ved bruk av en jodometrisk metode. Metoden baseres pé at
hydroperoksidgrupper reduseres av jodioner (I'). Mengden jod (I,) som frigjeres er proporsjonal
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med konsentrasjonen av peroksider til stede i oljen. Frigjort I, males ved titrering mot en
standardlesning av natriumthiosulfat ved bruk av en stivelseslosning som indikator. PV uttrykkes
som milliekvivalenter jod per kg av lipider' (Frankel, 2005; Shahidi & Wanasundara, 1998).
Metoden har normalt en sensitivitet pa 0.5 meq/kg (Frankel, 2005). Malemetoden ble utfert 1
henhold til AOCS Official Method Cd 8-53 pa 24 omega-3-produkter. I tillegg ble det analysert pa
enkelte “vanskelige” prover inneholdende andre tilsetninger. For omega-3-produkter som viste seg
a veere lavoksiderte ble 0.01 N natriumthiosulfat benyttet.

2.2.2. PEROXYSAFE™MSTD KIT

PeroxySafe™ STD Kit er en kjemisk kolorimetrisk mélemetode, som er basert pa overforing av
frie radikaler til et metallkromogent kompleks. Metoden ble tatt med for & fa en evaluering av
denne som en hurtig og enkel metode som baserer seg pé spektrofotometri. Resultater avleses som
meq/kg prove, og ekning i hydroperoksider er direkte proporsjonal med ekning i absorbans.
Malemetoden angir PV 1 omrddet mellom 0.02 og 50 meq/kg. For a kalibrere metoden benyttes tre
kalibratorer med ulike konsentrasjoner av hydroperoksider (MP Biomedicals, 1994; MP
Biomedicals, érstall ikke oppgitt).

Metoden ble validert mot AOCS Official Method Cd 8-53 ved a analysere 24 marine oljer uten
tilsetninger (utover antioksidanter) med ulik PV. PeroxySafe™ STD Kit metoden gav et
systematisk avvik fra den offisielle metoden som matte korrigeres for. Etter korrigering viste
mélemetoden god korrelasjon med referansemetoden (r = 0.98). Alle resultater av kittet ble
omregnet i henhold til formelen for & direkte kunne sammenligne resultatene med AOCS Official
Method Cd 8-53. Alle resultater av PeroxySafe-metoden ble konvertert til AOCS-verdier.
Peroxysafe er AOAC sertifisert.

2.2.3. ANISIDINVERDI

Maling av AV gir et uspesifikt estimat av innhold av sekundare oksidasjonsprodukter,
hovedsakelig i form av aldehyder som folge av nedbrytning av hydroperoksider. Méling av AV
ved spektrofotometri er en vanlig metode for & ansla nivd av sekundaere oksidasjonsprodukter 1
marint, animalsk og vegetabilsk fett og oljer. Aldehyder i oljen reagerer med para-anisidin i en
eddik/isooktanlesning. Nivaet av reaksjonsprodukter fastslas deretter spektrofotometrisk ved 350
nanometers (nm) belgelengde (Allen & Hamilton, 1994; Shahidi & Wanasundara, 1998). AV er
definert som 100 ganger absorbansen i en losning hvor ett gram fett eller olje er lost 1 100 ml
blanding av lesemiddel og para-anisidin, avlest ved 350 nm belgelengde i en 1 cm celle (Allen &
Hamilton, 1994; AOCS, 1990a). Det er aldehydene 2-alkenaler og 2,4-dienaler som primart har
blitt antatt & utgjere de sterste utslagene pa AV (AOCS, 1990a). Senere studier har likevel vist at
det kan vere at metoden ikke er sa spesifikk 1 hvilke sekundare oksidasjonsprodukter den méler
(Frankel, 2005; Olsen, 2005). Anisidintall har ingen benevning.

Fargeintensiteten péd reaksjonsproduktet som dannes avhenger ikke kun av mengde
aldehydkomponenter, men ogsa av deres struktur. Para-anisidin maler bade mettede og umettede
aldehyder (Allen & Hamilton, 1994). Para-anisidin ble renset i henhold til AOCS Official Method
Cd 18-90 (AOCS, 1990a). Metoden er gjennomfort 1 henhold til AOCS Official Method Cd 18-90.
Samtlige produkter er analysert ved bruk av metoden. Anisidintall er en velkjent metode hos alle
fiskeoljeprodusenter og inngar som en av analysemetodene i monografiene.

' PV kan ogsa uttrykkes som millimol hydroperoksider per kg lipider. Dette gjores ved 4 multiplisere PV uttrykt som
meq jod/kg med 2 (Frankel, 2005)
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2.2.4. TOTOX-VERDI

Fordi PV i en olje endres over tid, og fordi AV gker som folge av at hydroperoksider brytes ned,
vil oksidasjonskvaliteten pd en olje best beskrives ved & se disse to verdiene i sammenheng med
hverandre. I industrien gjores dette ofte ved & beregne den totale oksidasjonsverdien, TOTOX-
verdien. TOTOX-verdien kombinerer dermed historien til en olje (gjenspeilet i AV) med dens
naverende tilstand (ved PV). Derfor har beregning av TOTOX-verdien blitt utfert i utstrakt grad
for & estimere den oksidative forringelsen i1 en olje (Allen & Hamilton, 1994). Til tross for dens
praktiske fordel har ikke TOTOX-verdi noen solid vitenskapelig basis fordi den kombinerer
variabler med ulik benevning (Shahidi & Wanasundara, 1998). PV multipliseres fordi en PV-
ekvivalent antas & gi opphav til to AV-ekvivalenter (Allen & Hamilton, 1994). TOTOX-verdi kan
beregnes ved formelen:

TOTOX =2 x PV+AV

2.2.5. FETTSYRESAMMENSETNING AV OLJER

Fettsyresammensetning ble bestemt ved hjelp av gasskromatografi (GC) pa fettsyremetylestere
(FAME) pa en Agilent 5890 gasskromatograf med helium som baregass. FAME ble separert pa
SGE BPX-70 kapillerkolonne (60 m* 0,25 mm i.d* 0,25 um film) og detektert ved hjelp av en
flammeionisasjonsdetektor (FID) Fettsyresammensetning ble verifisert ved hjelp av standard 68D
(Nu-Check Prep Inc) og GC/MS analyser.

2.2.6. STRESSING AV OLJER GJENNOM KAPSULERING.

Fersk raffinert olje basert pd ferske norske révarer av “functional food”-kvalitet ble flushet med
nitrogen og tilsatt en antioksidantmiks bestdende av tokoferolmiks, askorbylpalmitat og
rosmarinekstrakt, fylt pa 50 liters tenner med innvendig lakkering og sendt til England for
kapsulering. Peroksidtall, anisidintall og fettsyresammensetning ble analysert for og etter
kapsulering. Etter mottak av oljen ble kapsler lagret merkt i hvite medisinbokser(Duca) ved
romtemperatur 1 6 maneder for ny analyse av peroksidtall, anisidintall og fettsyresammensetning.

2.2.7. STATISTISKE ANALYSER

I denne studien er resultatene av oksidasjonsverdier og EPA- og DHA-konsentrasjon i omega-3-
produktene hovedsakelig presentert ved bruk av deskriptive analyser. Dataene var ikke
normalfordelte for PV, AV eller TOTOX-verdi. Derfor er resultatene presentert som median og
med minimums- og maksimumsverdi (spredning). Ved sammenligning av to undergrupper ble
Mann-Whitney U Test benyttet. For a underseke hvorvidt det var korrelasjon mellom
konsentrasjon av sum EPA og DHA med mélte oksidasjonsverdier (PV, AV og TOTOX-verdi) ble
Spearman’s Rho analyse benyttet. Wilcoxon Signed Rank Test ble benyttet for & sammenligne
deklarert innhold av EPA og DHA versus konsentrasjon av EPA og DHA malt ved GC. Statistisk
signifikans er definert som p < 0.05. Ved testing av de ulike oljetypene mot hverandre ble Kruskall
Wallis Test utfert. Nar disse gruppene deretter ble testet to og to ved hjelp av Mann Whitney U
Test ble signifikansnivdet beregnet ved & dividere pa antall tester utfert pa det opprinnelige
signifikansnivaet (p = 0.05). I dette tilfellet ble derfor signifikansnivéet satt til p < 0.0125. Alle
analyser av niva av oksidasjonsprodukter og innhold av EPA og DHA i omega-3-produkter er
gjennomfort i Statistical Package for the Social Sciences, SPSS, versjon 16.0.
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2.3. Resultat, delprosjekt 1

2.3.1 UTVALG AV ULIKE OLJER

Det ble gjennomfert méling av oksidasjon pa alle omega-3-produktene (n = 113) ved bruk av PV-
og AV-metodene slik som beskrevet tidligere i rapporten. Imidlertid viste det seg at PV og AV for
en rekke omega-3-produkter ikke lot seg detektere, eller resultatet viste unormale eller ekstremt
heye verdier i forhold til evrige omega-3-produkter i utvalget. I tillegg gav maling av AV negative
verdier for flere av de testede produktene. Omega-3-produkter hvor det var tilsatt forkjellige
komponenter til oljene, sd ut til & pavirke analysene pa en slik mate at resultatene ble feil. Dette
forte til at alle produkter som inneholdt krillolje, og alle produkter som var i emulsjonsform eller
inneholdt spor av vann, ble ekskludert fra PV- og AV-analysene. Likeledes var det med omega-3-
produkter som var tilsatt aroma i form av estere og terpener, fargestoff, Q10, spormetaller, samt
produkter i tablettform, da disse gav resultater som vi métte anta var feilaktige pd grunn av
ekstremverdier. Utvalget ble dermed redusert fra 113 til totalt 56 omega-3-produkter.

I dette reduserte utvalget var 38 av omega-3-produktene deklarert med fiskeolje som eneste
marine oljekilde, 13 var deklarert med selolje, tre var deklarert med haileverolje, ett produkt var
deklarert med kombinasjon av sel- og fiskeolje og ett omega-3-produkt var deklarert med
muslingolje som marin oljekilde.

2.3.2. OKSIDASJONSNIVA | OMEGA-3-PRODUKTER

Median verdi av PV (i meq/kg), AV og TOTOX-verdi for hele gruppen av omega-3-produkter (n
= 56) var henholdsvis 9.9 (0.8-39.8), 8.0 (2.1-34.0), og 29.0 (8.1-113.6). Figur 1 viser spredningen
1 materialet. 25 % av omega-3-produktene hadde verdier tilsvarende eller lavere enn 7.3, 9.9 og
15.3 for henholdsvis PV, AV og TOTOX, mens 25 % hadde PV, AV og TOTOX-verdi tilsvarende
eller hayere enn 15.3, 13.6 og 40.9. Tre produkter skiller seg ut med heye verdier for bade PV og
TOTOX-verdi. I tillegg hadde ett produkt hey AV.
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Figur 1 ”Box and whiskers plott” viser fordelingen av peroksidverdi (PV), anisidinverdi (AV) og
TOTOX-verdi for 56 omega-3-produkter. Median, 25- og 75-persentiler er angitt ved midtre,
nedre og gvre linje i boksene, og laveste og hagyeste verdi er angitt ved ’whiskerne”. Uteliggere er
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markert med sirkler (verdier som er 1.5 bokslengder eller mer over hver boks) eller stjerner
(verdier som er 3 bokselengder eller mer over hver boks)

2.3.3. OKSIDASJONSNIVA SAMMENLIGNET MED GRENSEVERDIER

Det er, som nevnt tidligere, ulike grenseverdier for oksidasjon 1 de europeiske
farmakopemonografiene avhengig av fiskeoljetype. Hoyeste angitte grenseverdi for PV er 10 og
for AV 30. Grenseverdi for TOTOX benyttes ikke i denne sammenheng, men kan ved bruk av
verdiene nevnt over beregnes til maks 50. Det var interessant & undersgke niva av oksidasjon i
omega-3-produktene i forhold til disse grenseverdiene angitt i flere farmakopemonografier.

Vi finner at 28 av de 56 omega-3-produktene hadde en PV over hgyeste grenseverdi angitt i flere
farmakopemonografier. Ett omega-3-produkt hadde heyere AV enn grenseverdien, og dette
produktet hadde 1 tillegg hoyeste niva av PV (Figur 1). Sju omega-3-produkter hadde TOTOX-
verdi over 50. Nar vi sammenligner niva av oksidasjonsprodukter med grenseverdier i monografi
fra GOED, som har noe strengere krav enn den europeiske farmakopeen (PV < 5, AV < 20,
TOTOX-verdi < 26), finner vi at 52 av 56 omega-3-produkter i denne studien hadde PV hayere
enn GOEDs grenseverdi, og at to omega-3-produkter hadde AV over grenseverdien angitt i
GOEDs monografi (Figur 2). Trettitre av 56 omega-3-produkter hadde TOTOX-verdi over 26.
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Figur 2 viser peroksidverdi (PV) og anisidinverdi (AV) i hver av omega-3-produktene (n = 56) i
forhold til grenseverdi angitt i europeiske farmakopgmonografier som heltrukne linjer (for PV 10
og AV 30). Forholdet til grenseverdi angitt i monografi fra GOED (PV 5 og AV 20) er vist som
stiplede linjer i diagrammet. Figuren viser at kun fire produkter har PV og AV innenfor
grenseverdi fra GOED.
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2.3.4. OKSIDASJON OG KONSENTRASJON AV EPA oG DHA

Fordi heoy konsentrasjon av flerumettede fettsyrer gjor en olje mer utsatt for oksidasjon, ensket vi &
underseke om konsentrasjonen av sum EPA og DHA malt ved GC korrelerte med nivd av PV og
AV funnet i denne studien. Alle omega-3-produkter i det reduserte utvalget er inkludert (n = 56).
Vi fant en svak positiv korrelasjon mellom ekende konsentrasjon av EPA og DHA, basert pd GC-
resultater og PV (r = 0.3, p = 0.025), og middels sterk positiv korrelasjon i forhold til AV (r = 0.6,
p <0.001) og TOTOX-verdi (r = 0.5, p <0.001). Ved oksidasjon er EPA og DHA de mest utsatte
fettsyrene, og fettsyrene kan potensielt edelegges. Det var derfor interessant & undersoke
konsentrasjonen av fettsyrene i oljene, og sammenligne deklarert konsentrasjon med analysert
konsentrasjon av EPA og DHA 1 hele utvalget av 113 omega-3-produkter. Alle produkter er
likevel ikke inkludert, fordi varedeklarasjon for enkelte produkter var mangelfull. Det var statistisk
signifikant heyere niva estimert fra GC-analyser av EPA, median 170 (8-670) mg/g olje versus
188 (10-590) mg/g olje (p < 0.001), DHA, median 145 (8-455) mg/g olje versus 142 (14-538)
mg/g olje (p < 0.001), og sum EPA og DHA, 300 (49-860) mg/g olje versus 318 (40-790) mg/g
olje (p <0.001), enn deklarert konsentrasjon (n = 96).

2.3.5. OKSIDASJONSNIVA OG ULIKE OLJER

Fiskeoljer kan ogsd vare oppkonsentrert pd fettsyrene EPA og DHA. I tillegg kan annet marint
rastoff benyttes 1 marine omega-3-oljer. Vi ensket 4 underseke om det var forskjell i
oksidasjonsnivd mellom omega-3-produkter med ulik geografisk opprinnelse, ulik konsentrasjon
av EPA og DHA eller ulik marin opprinnelse.

Inndelingen ble foretatt pa bakgrunn av informasjon fra varedeklarasjon. For omega-3-produkter
som hadde fiskeolje som eneste deklarerte marine oljekilde (n = 38) ble i tillegg gjennomfoerte
analyser av fettsyresammensetning benyttet til & ansld opprinnelsesomrade, samt om produktet var
oppkonsentrert eller ikke. Dette ble gjort fordi kun et fétall av produktene angir fiskeoljetype pé
varedeklarasjonen. For omega-3-produkter som ikke var basert pd fiskeolje ble informasjon fra
varedeklarasjonen benyttet for & angi marin opprinnelse. Omega-3-produkter som ble deklarert
med selolje og haileverolje ble inndelt 1 hver sine subgrupper. I tabell 2 er inndeling av de ulike
subgruppene vist. I tillegg viser tabellen median og variasjon i konsentrasjon av EPA og DHA for
hver av subgruppene. Det er sterk grunn til & anta ut i1 fra fettsyresammensetningen at samtlige av
de oppkonsentrerte oljene har sitt utspring i 18/12 oljer.

47 av 56 omega-3-produkter er inkludert i analysen av subgruppene. Folgende omega-3-produkter
ble ikke tatt med: seks produkter basert pa fiskeolje som ikke lot seg kategorisere ved bruk av
analyser av fettsyresammensetning, to produkter som var en blanding av flere marine oljekilder og
ett produkt var basert pa muslingolje.

Tabell 2: Inndeling og antall av omega-3-produkter

Oljetype (n) Konsentrasjon av sum
EPA og DHA mg/g
18/12-olje (8) 310 (270-330)

Oppkonsentrert ﬁskeolje* (18) 590 (490-790)
Nordeuropeisk fiskeolje™ (5) 210 (140-240)
Selolje™™ (13) 170 (120-320)
Haileverolje (3) 120 (70-130)

Tabell 2 viser inndeling og antall av omega-3-produkter for oljetyper med ulik marin opprinnelse,
samt oppkonsentrerte fiskeoljer (n = 47) basert pa varedeklarasjon, i tillegg til analyser av
fettsyresammensetning for fiskeoljeprodukter. Konsentrasjonen av fettsyrene EPA og DHA oppgitt
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i mg/g er beregnet pa bakgrunn av analyser av fettsyresammensetning ved bruk av GC-resultater.
Konsentrasjon av EPA og DHA er presentert som median (spredning). *Olje basert pa 18/12 olje,
hvorav seks er ekskludert fordi de ikke kunne utelukkes & veere i kombinasjon med ikke-
oppkonsentrerte fiskeoljer, eller inneholdt vegetabilske oljer. **Kun et produkt tydet pa & veere
basert pa lakseolje. Fordi produktet hadde lik oksidasjonsprofil som torskeleveroljene, er dette
produktet slatt sammen med torskeleveroljene til kategorien Nordeuropeiske fiskeoljer. *** Et
produkt var kombinasjon av selolje og fiskeolje og er derfor ekskludert.

Medianverdi for PV, AV og TOTOX-verdi inndelt i forhold til de ulike oljetypene: 18/12-oljer,
oppkonsentrerte fiskeoljer, nordeuropeiske fiskeoljer, seloljer og haileveroljer er vist i Tabell 3.
Denne studien viser at 18/12-oljer hadde hegyere medianverdier for PV, AV og TOTOX-verdi enn
de ovrige gruppene og stor spredning i niva av oksidasjonsprodukter. Nordeuropeiske fiskeoljer,
seloljer og haileveroljer hadde alle en median under grenseverdi i den europeiske farmakope for
PV, i motsetning til 18/12-oljer, hvor median PV var over grenseverdi i den europeiske
farmakopg, 1 tillegg til heyere median AV enn de evrige subgruppene. Oppkonsentrerte fiskeoljer
hadde noe hoyere medianverdier enn nordeuropeiske fiskeoljer, seloljer og haileveroljer.

Tabell 3: PV, AV og TOTOX-verdi

PV AV TOTOX

18/12-oljer (n = 8) 15.8 (7.3-39.8) 15.9 (8.7-34.0) 46.3 (30.9-113.6)
Oppkonsentrerte fiskeoljer* (n =18) 9.6 (5.3-27.9) 8.7(6.2-19.9) 31.9 (17.7-70.6)
Nordeuropeiske fiskeoljer** (n=5) 7.4 (4.0-23.5) 8.0(2.1-11.2) 20.8 (10.8-58.2)
Seloljer*** (n = 13) 8.4 (0.8-16.1) 4.9(3.1-6.7)  22.0(8.1-38.8)
Haileveroljer (n = 3) 7.3(5.3-74)  6.5(2.9-9.6) 17.6 (17.1-24.2)

Tabell 3 viser medianverdier (spredning) for PV, AV og TOTOX-verdi for omega-3-produktene
inndelt i ulike oljetyper (n = 47). To produkter inneholdt store mengder vegetabilske oljer og
hadde konsentrasjon av EPA og DHA til sammen lavere enn 10 % og lot seg ikke identifisere. Ett
produkt var basert pa muslingolje, og ett produkt tydet pa & vaere kombinasjon av 18/12-olje og
torskeleverolje (bekreftet ved varedeklarasjon). Disse er ekskludert. Tabellen viser at 18/12-oljer
har hgyeste medianverdier for niva av oksidasjon og sterst spredning i oksidasjonsverdier.*Seks
oppkonsentrerte fiskeoljer er ekskludert fordi de ikke kunne utelukkes & vere i kombinasjon med
ikke-oppkonsentrerte fiskeoljer. Produktene inneholdt store mengder vegetabilske oljer. **Kun et
produkt tydet pa & vere basert pa lakseolje. Fordi produktet hadde lik oksidasjonsprofil som
torskeleveroljene, er dette produktet slatt sammen med torskeleveroljene til kategorien
Nordeuropeiske fiskeoljer. *** Et produkt var kombinasjon av selolje og fiskeolje og er derfor
ekskludert.

Tilbake til figur 2 ser vi at sju 18/12-oljer, ni oppkonsentrerte fiskeoljer, en nordeuropeisk
fiskeolje og fem seloljer hadde heyere PV enn 10. Ingen haileveroljer hadde PV over
grenseverdien 1 den europeiske farmakope. En 18/12-olje hadde AV over heyeste grenseverdi
angitt 1 den europeiske farmakope. Dette var i tillegg det mest oksiderte omega-3-produktet i
utvalget néar det gjaldt PV. Tre 18/12-oljer, tre oppkonsentrerte fiskeoljer og en nordeuropeisk
fiskeolje hadde TOTOX-verdi over 50.

Sammenlignet med grenseverdier angitt av GOED hadde samtlige 18/12-oljer, oppkonsentrerte

fiskeoljer og haileveroljer, 1 tillegg til fire nordeuropeiske fiskeoljer og 12 seloljer PV over
GOEDs grenseverdi. Sju av atte 18/12-oljer hadde AV innenfor grenseverdien angitt av GOED
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(Figur 2). Samtlige 18/12-oljer, 13 oppkonsentrerte fiskeoljer og to nordeuropeiske fiskeoljer og
fire seloljer hadde TOTOX-verdi over 26. Ingen haileveroljer hadde TOTOX-verdi over GOEDs
grenseverdi.

2.3.6. INNKAPSLEDE OG FLYTENDE OMEGA-3-PRODUKTER

Det ble undersgkt om innkapslede omega-3-produkter (n = 50) hadde et oksidasjonsniva ulikt
flytende omega-3-produkter (n =6 ), og deretter sammenlignet med grenseverdier i
farmakopemonografier og monografi gitt av GOED. Det var ingen statistisk signifikant forskjell
mellom henholdsvis innkapslede omega-3-produkter og flytende omega-3-produkter for PV, 10.6
(0.8-39.8) versus 9.2 (6.0-23.5) (p = 0.8), AV, 8.2 (2.1-34.0) versus 6.9 (4.0-11.2) (p = 0.3), eller
TOTOX-verdi, 30.2 (8.1-113.6) versus 24.8 (16.4-58.2) (p = 0.508).

Tjueseks innkapslede og to flytende omega-3-produkter hadde PV over heyeste angitte
grenseverdi 1 den europeiske farmakope. Ett innkapslet omega-3-produkt var over hayeste angitte
grenseverdi for AV (Figur 3), og seks innkapslede og ett flytende omega-3-produkt var over
beregnet TOTOX-grenseverdi. Alle de flytende (n = 6) og 46 av 50 innkapslede omega-3-
produktene hadde PV over GOEDs grenseverdi. To innkapslede omega-3-produkter hadde AV
hagyere enn 20, som er GOEDs krav, men ingen av de flytende. Samtlige omega-3-produkter som
hadde AV over 12 var innkapslede (n =15) (Figur 3). Tretti innkapslede og tre flytende omega-3-
produkter hadde TOTOX-verdi over 26.
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Figur 3 viser PV og AV i hver av omega-3-produktene (n = 56), inndelt i innkapslede og flytende
omega-3-produkter, i forhold til grenseverdi angitt i europeiske farmakopgmonografier som
heltrukne linjer (PV 10 og AV 30). Forholdet til grenseverdi angitt i monografi gitt av GOED (PV
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5 0g AV 20) er vist som stiplede linjer i diagrammet. Et innkapslet omega-3-produkt hadde PV og
AV over grenseverdier i farmakopg. To flytende omega-3-produkter hadde PV over grenseverdien
for PV i farmakopg. Fire innkapslede omega-3-produkter hadde PV og AV innenfor
grenseverdiene gitt av GOED.

2.3.7. STRESSING AV OLJER GJENNOM KAPSULERING OG LAGRING

Fiskeoljer ble sendt til England for kapsulering i bovint gelatin. For forsendelse ble oljen maélt,
samt at en prove ble frosset ned ved minus 80 grader for analyse parallelt med méling 1 oljen etter
kapsulering. Oljen hadde ved forsendelse en PV pd 0.5 og AV pa 1.8. Etter forsendelse,
kapsulering og forsendelse tilbake til Norge (3 uker) hadde oljen en PV pa 3.8 og en AV pa 2. En
kunne se en viss ekning i peroksidverdien som felge av kapsulering. Ytterligere lagring av
kapslene 1 boks, merkt, ved romtemperatur 1 6 méneder forte til en ekning av PV til 4 og en
okning av AV til 4. Det var ingen signifikante forskjeller i fettsyresammensetningen gjennom
forsoket.

2.3.8. INNHOLD AV EPA oG DHA | ANBEFALTE DAGSDOSER

Anbefalingen pd daglig inntak av omega-3-helsekostprodukter kan variere fra produkt til produkt.
Det ble derfor undersgkt hvordan anbefalingene pa de ulike produktene varierte. Innholdet av EPA
og DHA 1 de anbefalte dagsdosene for voksne ble beregnet ved bruk av GC-analyser,
varedeklarasjoner og beregnet oljeinnhold. Atte av produktene var kun beregnet til barn og hadde
derfor ingen anbefaling for voksne, fire var uten forpakning, og for ytterligere fire var det ikke
mulig & ut fra deklarasjon eller veiing & kalkulere oljeinnholdet. I dette utvalget (n = 97) var
median innhold per anbefalte dagsdose til voksen 330 (19-1373), 248 (9-1075) og 575 (28-2209)
mg for henholdsvis EPA, DHA og sum EPA og DHA.

Norske myndigheters anbefaling av fem ml tran per dag tilsvarer, avhengig av sesong og batch,
om lag ett gram EPA og DHA sammenlagt. Vi ensket 4 underseke om dagsdoseanbefalingene pé
hvert enkelt produkt i dette utvalget gav en mengde av disse fettsyrene som dekket denne
anbefalingen. Av totalt 97 produkter inneholdt 78 % (n = 76) mindre enn ett gram EPA og DHA.
For opprettholdelse av god hjerte- og karhelse anbefaler ISSFAL (The International Society for
the Study of Fatty Acids and Lipids, 2004) et inntak av sum EPA og DHA pd minimum 500 mg
daglig. I dette utvalget inneholdt 41 % (n = 40) mindre enn 500 mg av fettsyrene EPA og DHA
sammenlagt.

2.3.9. PRIS PER DAGSDOSE OG INNHOLD AV EPA oG DHA

Pris er oppgitt for 105 av omega-3-produktene. I tillegg var som nevnt dtte produkter beregnet kun
til barn. Median pris per anbefalte dagsdose til voksne i dette utvalget (n = 97) var kroner 4.40
(0.70-17.20). Det ble undersokt om innhold av sum EPA og DHA per dagsdose til voksen
korrelerte med pris per dagsdose. Det var ingen sammenheng mellom pris og innhold av EPA og
DHA per dagsdose til voksne (r =-0.109, p = 0.297) (n = 93).

Det er stor variasjon 1 pris per dagsdose for omega-3-produktene i dette utvalget. Det var derfor av
interesse 4 underseke om pris per dagsdose til voksne, og oksidasjonsverdi korrelerte 1 dette
utvalget av omega-3-produkter (n = 49). Tre av omega-3-produktene i det reduserte utvalget var
produkter rettet mot barn, og hadde derfor ingen anbefaling for voksne, i tillegg manglet pris for
tre produkter. Disse omega-3-produktene er derfor ikke med i analysen. Det var ingen statistisk
signifikant korrelasjon mellom pris per dagsdose for voksne og PV (r = -0.201, p= 0.167), eller
AV (r=-0.239, p = 0.099). Derimot var det en svak negativ korrelasjon mellom pris per dagsdose
og TOTOX-verdi (r =-0.304, p = 0.034).

23



2.4. Diskusjon, delprosjekt 1

2.4.1. UTVALG

Utvalget 1 denne studien er basert pa kosttilskudd som inneholder marint omega-3 1 salg i
forretninger 1 Oslo og Akershus i perioden august til november 2009. Innkjep av omega-3-
produkter var en stor utfordring. Ingen instans forer tilsyn med tilgjengelige omega-3-produkter pd
markedet, verken nar det gjelder antall eller mest solgte, og samtidig foregar det en kontinuerlig
utskiftning av produkter. Produktene i denne studien er handlet inn i et begrenset geografisk
omréde, og det kan derfor vaere en mulighet for at andre produkter var i salg i andre deler av landet
1 samme periode.

En annen begrensning ved utvalget i denne studien er at antall produkter ble kraftig redusert som
folge av analytiske utfordringer knyttet til de begrensinger PV- og AV-metoden har nér det gjelder
tilsetninger 1 omega-3-produkter. Vi kan ikke utelukke at enkelte analyser av innhold av
oksidasjonsprodukter for ekskluderte omega-3-produkter likevel kan vaere korrekte, men hvilke
dette eventuelt kan vere er uvisst. I teorien kan de ekskluderte omega-3-produktene ha et hoyere
niva av oksidasjonsprodukter fordi flere av disse produktene inneholder prooksidanter som
spormetallioner, mineraler og kromoforer. En rekke produkter inneholder aroma som kan
kamuflere en eventuell harsk smak. P4 den annen side inneholder flere av de ekskluderte omega-3-
produktene andre komponenter som kan fungere som antioksidanter, slik som ber- og
urteekstrakter. Dette kan ved riktig bruk hemme oksidasjonsprosessen i produktene, men ogsa
akselerere den ved feil bruk (Kamal-Eldin & Appelqvist, 1996).

Innkjep ble gjort parallelt med oppstart av analyser for at vi 1 sterst mulig grad skulle kunne
innhente s mange omega-3-produkter som mulig. Sett i sammenheng med oversikten vi
utarbeidet over tilgjengelige omega-3-produkter pa markedet kan man anta at en stor andel av de
marine omega-3-produktene som var pd markedet i den gjeldende perioden er inkludert i studien. I
studien er kun et lite utvalg av omega-3-produkter som selges via internett inkludert (n = 16). I
2006 ble sju prosent av kosttilskuddene som brukes i Norge kjopt via internett og postordre
(Bransjeradet for Naturmidler, 2010). Internettkjopte produkter ble pa bakgrunn av dette inkludert
1 studien som en del av markedet i Norge. Vi inkluderte produkter som betaler for plassering i
sokeverktayet Google. Det kan tenkes at kjop av omega-3-produkter pé internett i stor grad ogsa
gjores via ulike temasider som sport og trening eller helse, slik at produktene handlet via internett
ikke er representative for dette segmentet. Analyser viste at de internettkjopte omega-3-produktene
ikke skiller seg fra de butikkjepte omega-3-produktene (resultater ikke vist).

Det er vanskelig & skulle konkludere med at utvalget av omega-3-produkter som viser nivd av
oksidasjonsprodukter er representativt for alle omega-3-produkter som er tilgjengelig for
forbruker. Flere studier vil derfor vere nedvendig for & kunne generalisere til alle omega-3-
produkter tilgjengelig for forbrukere i Norge.

2.4.2. RESULTATER AV NIVA AV OKSIDASJONSPRODUKTER

Denne studien viser at det er stor variasjon i malt PV og AV og beregnet TOTOX-verdi i omega-
3-produkter. Halvparten av omega-3-produktene var over europeisk farmakopemonografiers
grenseverdi, og nesten alle var over GOEDs monografi for PV, med unntak av fire produkter. De
fleste omega-3-produktene var innenfor maksimumsverdiene for AV, bade nar vi sammenlignet
med den europeiske farmakope og monografi angitt av GOED. Det er derfor PV som bidrar mest
til at over halvparten av produktene hadde TOTOX-verdi over GOEDs grenseverdi i dette
materialet.

Det faktisk heye innhold av Peroksider som gjor at oljene ikke tilfredsstiller GOEDs grenseverdi
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kan skyldes at det foregar en oksidasjon i kapslene. Det at en ikke greier & stabilisere gkningen 1
peroksider kan blant annet skyldes at oljene ikke er tilstrekkelig stabilisert med antioksidanter.

Under raffineringen reduseres eller fjernes innholdet av hydroperoksider, men derimot ikke det
totale innholdet av ikke-flyktige sekundere oksidasjonsprodukter som core-aldehyder (Allen &
Hamilton, 1994). Innholdet av sekundere oksidasjonsprodukter, malt ved AV, for de fleste
omega-3-produktene i dette utvalget var innenfor grenseverdiene til farmakopeene. Pabegynt
oksidasjonsprosess har med andre ord ikke nddd sd langt at nivdet av sekundaere
oksidasjonsprodukter har begynt & oke betraktelig. Det ser i tillegg heller ikke ut til at
fettsyresammensetningen i en olje pavirkes av oksidasjonsnivaer i normalomréadet for PV (Fritshe
& Johnston, 1988) da oljene generelt holdt den mengde omega-3 som stod deklarert.

Det foreligger begrenset dokumentasjon pa nivd av oksidasjonsprodukter i ulike omega-3-
produkter. I en dansk undersekelse av 14 omega-3-produkter utfort i 1988 varierte PV fra null til
7.5, og ingen produkter hadde PV over 10, slik som i farmakopemonografiene, men fem produkter
hadde PV over 5 (jamfor GOED) (Vinter, 1995). Dette er lavere nivéd enn 1 var studie, hvor 75 %
av produktene hadde PV over 7.3. I den danske undersgkelsen varierte derimot AV mellom 3.6 og
51.8. Tre produkter hadde AV over 30, slik som 1 farmakopemonografiene, og ytterligere ett
hadde AV over GOEDs grenseverdi. Nar TOTOX-verdi ble beregnet hadde to produkter verdi
over 50, og ytterligere tre hadde verdi over 26, tilsvarende kravet i GOEDs monografi. Variasjon 1
TOTOX-verdi i den danske undersgkelsen var mellom 9.8 og 61 (Vinter, 1995). Sammenlignet
med vér studie viser den danske undersekelsen lavere PV og generelt noe hoyere AV pé enkelte
produkter.

I en belgisk studie publisert i 2007 hadde fire av 16 fiskeoljeprodukter PV over farmakopeens
maksimumsgrense pa 10, og ytterligere ett produkt hadde PV over GOEDs grense pd 5. Ingen
produkter hadde AV over 30, slik som grenseverdien i farmakopemonografiene, men to produkter
hadde AV over 20, som er kravet satt av GOED. Spredningen i oksidasjonsverdier var for PV
mellom null (n = 3) og 17.2 og for AV mellom 2 og 27. PV i den belgiske studien er lavere enn 1
var studie, mens AV derimot var i samsvar med funnene presentert i denne studien. Undersgkelsen
er gjort pa et lite utvalg, og inkluderer verdier for fem produkter tilsatt komponenter som kan
pavirke analysene. Metodene 1 denne undersokelsen er de samme som benyttet i var studie for AV,
men ikke direkte for PV (Fierens & Corthout, 2007). Sammenlignet med de to nevnte
undersokelsene, som ble gjort pd sméa utvalg, viste disse studiene lavere PV, og tilsvarende eller
noe hoyere AV enn vér studie. I denne studien hadde to produkter PV under 1 og et annet produkt
hadde AV 2.1, som omtrent tilsvarer nivé av oksidasjonsprodukter i oljer som tilsettes til matvarer.
Ingen produkter hadde TOTOX-verdi tilsvarende den man finner i ”functional food”-oljer. Denne
studien viser at omega-3-produkter som selges som kosttilskudd har et oksidasjonsnivd som
generelt er hayere enn oksidasjonsnivaet i omega-3-oljer som benyttes til functional food.

2.4.3. BRUK AV MONOGRAFIER

Kravene i de europeiske farmakopemonografiene gjelder ikke omega-3-produkter, men for
ferdigraffinerte oljer. Dette er eneste eksisterende kvalitetskrav for oksidasjon. GOEDs monografi
er frivillig a etterfolge, men kun samtidig en monografi som fiskeoljeprodusenter selv har veert
med pa 4 utarbeide. Denne er ogsd ment & gjelde for omega-3-produkter i kommersielt salg.
Farmakopemonografiene og grenseverdier i GOEDs monografi, gjengitt i denne studien, gjelder
for fiskeoljer. Vi har likevel valgt & inkludere produkter basert pa selolje sammen med fiskeoljer,
fordi det ikke eksisterer en egen monografi for disse oljene, og fordi enkelte nasjoner anbefaler
produsenter av seloljer & benytte GOEDs monografi (Health Canada, 2009). Vi har ogsé valgt &
sammenligne torskeleveroljer med GOEDs monografi fordi det ikke gis noen tydelig begrunnelse
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for hvorfor den ikke gjelder disse oljene. Produktene som inneholder muslingolje og haileverolje
er ogsd sammenlignet med monografiene for fiskeoljer da det heller ikke eksisterer egne
monografier for disse oljene.

Vi kan anta at grenseverdiene hentet fra den europeiske farmakope vil gjelde for mange av
fiskeoljene som er benyttet i produktene i vart utvalg fordi flere produkter antas & vare basert pa
18/12-oljer eller torskeleveroljer. I oppkonsentrerte produkter kan fettsyreformen vare ulik. Det er
ikke undersgkt hvorvidt fettsyrene i de oppkonsentrerte produktene i1 denne studien er i form av
frie fettsyrer, triglyserider eller etylestere. GOEDs monografi er ikke ment & gjelde for
oppkonsentrerte fiskeoljer i form av frie fettsyrer, men fordi ingen av de oppkonsentrerte
produktene oppgir at fettsyrene er i denne formen, kunne vi ikke kontrollere for dette. Det kan
veaere at enkelte av de oppkonsentrerte fiskeoljene ikke skulle vaert sammenlignet med de benyttede
monografiene. Fettsyrene i enkelte av de oppkonsentrerte produktene i denne studien kan veere i
etylesterform, som har egen farmakopemonografi, hvor grenseverdien for AV er 20 (tilsvarende
GOEDs krav). Grenseverdien for PV er derimot tilsvarende verdien gjengitt fra
farmakopemonografiene 1 denne studien. Vér studie viste likevel at samtlige av de
oppkonsentrerte fiskeoljene ligger innenfor GOEDs grenseverdi for AV. Det er ogsd mulig at
enkelte av produktene, hvor type fiskeolje ikke er identifisert, ogsa skulle veert sammenlignet med
en annen monografi. Likevel er torskeleveroljer, 18/12-oljer og oppkonsentrerte fiskeoljer de mest
brukte fiskeoljene 1 omega-3-produkter. Det foreligger ingen krav for tillatt maksimumsinnhold av
oksidasjonsprodukter i omega-3-produkter i kommersielt salg, og man vet lite om helseeffekter av
oksiderte fettsyrer og oksidasjonsprodukter av disse.

2.4.4. OKSIDASJONSNIVA OG OLJETYPER

En ferdig raffinert olje tilsettes antioksidanter for & beskyttes mot oksidasjon. Eventuelle
forskjeller mellom ulike typer marine oljer nar det gjelder oksidasjon vil derfor ofte, direkte eller
indirekte, kunne forklares med oljens forhistorie, ikke optimal antioksidanttilsetning, samt dens
konsentrasjon av de flerumettede fettsyrene EPA og DHA.

I denne studien har kun ett produkt basert pad 18/12-olje bade PV og AV innenfor grenseverdier i
den europeiske farmakope. Ingen produkter basert pa 18/12-olje tilfredsstiller kravene fra GOED
nar det gjelder PV, og er eneste gruppe hvor ingen produkter er innenfor GOEDs grenseverdi for
TOTOX. Produktene basert pd 18/12-oljer har generelt hoyere oksidasjonsverdier enn produktene
basert pd oljer av annen marin opprinnelse. I tillegg er laveste niva av oksidasjonsprodukter for
18/12-oljer hoyere enn for de evrige gruppene. Produktet som hadde AV over grenseverdiene 1
bade farmakopemonografiene og GOEDs monografi tilherte ogsa denne gruppen. En mulig
forklaring pé det hoye nivéet av oksidasjonsprodukter i 18/12-oljene kan vare at rdoljene har/kan
ha lengre transportvei til raffineri, fordi fi, om ingen, fiskeoljeraffinerier er lokalisert i Sor-
Amerika eller Nord-Afrika (Hjaltason & Haraldsson, 2007). Réoljer er som nevnt meget utsatt for
oksidasjon pd grunn av potensielt lavt niva av naturlige antioksidanter, manglende tilsatte
antioksidanter og flere prooksidant-komponenter (Allen, 1995). I tillegg kan tiden fra fangst til
prosessering av olje og mel spille en rolle nar det gjelder kvaliteten pd sluttproduktet. EU's
hygieneforordning sier at fisk som skal ga til produksjon av mat ikke skal ha lengre oppholdstid
enn 36 timer uten nedvendig kjeling, for prosessering. Hva denne oppholdstiden har & si kan vare
noe usikkert, men enzymaktivitet i fisken for prosessering vil gi gkt innhold av frie fettsyrer med
pafelgende initiering av oksidasjon

Samtlige omega-3-produkter basert pa haileveroljer og alle nordeuropeiske fiskeoljer med unntak

av ett, er innenfor grenseverdiene 1 farmakopeen for PV og AV. Seloljer har gjennomgédende lav
AV, men med spredning av PV bade over og under farmakopeens grenseverdi. PV for seloljer er

26



likevel generelt lavere enn for 18/12-oljer. Variasjonen i PV hos seloljene kan skyldes ulik
behandling av det opprinnelige rastoffet, ulik ferskhetsgrad og behandling av den raffinerte oljen
eller ulik antioksidantbruk. Variasjonen kan ogsé forklares med et hoyere antall produkter i denne
gruppen enn i gruppene for nordeuropeiske fiskeoljer, 18/12-oljer og haileveroljer.

I utgangspunktet ville en anta at tran som produseres av fersk lever skulle ha meget gode
oksidasjonsverdier. Torskelever, som utgjorde rastoffet i fire av fem produkter i gruppen basert pa
nordeuropeiske fiskeoljer er, i motsetning til 18/12-oljer, ikke et biprodukt av annen produksjon.
Pa bakgrunn av dette ville man tro at disse oljene bedre ville ivareta kvaliteten under prosessering
og frem til forbruker, fordi oljen er det primere utvinningsproduktet, i motsetning til 18/12-oljer
(Nichols, 2007; Bimbo, 2007). Det var derfor overraskende at oljer utvunnet fra torskelever ikke
kom bedre ut i studiet med hensyn pd oksidasjon. Erfaringsmessig fra produksjon av functional
food oljer vet man at ravarekvaliteten pa torskelever har mye 4 si for sluttkvaliteten med hensyn pa
oksidasjon og pafelgende usmak pa oljen. Ralever til disse produktene er ofte derfor av hoyere
kvalitet og er ferskere enn det man ellers benytter til standard tran. Innhold av mulige
prooksidanter og lang lagring for prosessering kan derfor vaere mulig drsak til kvaliteten.

PV 1 oppkonsentrerte fiskeoljer har i denne studien stor spredning. De fleste oppkonsentrerte
fiskeoljene har PV tilsvarende de nordeuropeiske fiskeoljene og seloljene, mens de resterende
oppkonsentrerte fiskeoljene har noe hoyere PV. Med unntak av uteliggeren for AV i gruppen av
18/12-oljer, har oppkonsentrerte fiskeoljer storst spredning i AV. Sterre spredning i
oksidasjonsniva kan skyldes at antallet produkter 1 gruppen av oppkonsentrerte fiskeoljer er hoyere
enn antallet i de ovrige gruppene i inndelingen av oljetyper. I tillegg vil ulik ferskhetsgrad og
behandling av rdoljen og den raffinerte oljen, samt ulik antioksidantbruk kunne forklare variasjon i
oksidasjonsniva i denne gruppen av produkter. Rense- og oppkonsentreringsprosessen kan mest
sannsynlig forklare at flere av de oppkonsentrerte oljene har lavere niva av oksidasjonsprodukter
enn 18/12-oljer, til tross for heyere konsentrasjon ev EPA og DHA. Under oppkonsentrering kan
prooksidanter bli redusert 1 storre grad enn under raffinering, og core-aldehyder kan fjernes. En
mulig forklaring pa den store spredningen i observert oksidasjonsnivd i1 gruppen av
oppkonsentrerte fiskeoljer 1 denne studien kan derfor ogsa skyldes variasjon 1
oppkonsentreringsteknikk (Breivik, 2007).

2.4.5. OKSIDASJONSNIVA OG KONSENTRASJON AV EPA oG DHA

I kjop og salg av marine omega-3-oljer oppgis blant annet konsentrasjonen av EPA og DHA.
Disse verdiene settes normalt lavere enn faktisk innhold. Konsentrasjonen av omega-3, som videre
deklareres pa produktet, vil veere basert pa disse tallene. En olje vil dermed, mest sannsynlig, ha
hayere konsentrasjon av EPA og DHA enn det som er deklarert. Det er derfor som forventet at
vare analyser viser heyere konsentrasjon av EPA og DHA enn det som star deklarert pé
produktene.

Vi finner en svak korrelasjon mellom konsentrasjonen av EPA og DHA 1 omega-3-produktene 1
dette utvalget og PV, og en middels sterk korrelasjon mellom fettsyrene og AV og TOTOX.
Korrelasjonen mellom konsentrasjonen av EPA og DHA og PV vil aldri kunne bli veldig sterk,
fordi hydroperoksidene etter hvert brytes ned og omdannes til sekundare oksidasjonsprodukter
(Allen & Hamilton, 1994; Min, 1998). En nyraffinert olje vil pi den annen side kunne ha lav PV,
uavhengig av marin opprinnelse og oljens forhistorie. Dette kan trolig, til dels ogsé vaere en del av
forklaringen for at korrelasjonen mellom PV og konsentrasjon av EPA og DHA er svak, spesielt
fordi produktene i denne studien hadde relativt lave verdier for AV. AV vil i sterre grad fortsette &
oke under oksidasjonsprosessen, som igjen forer til gkt TOTOX-verdi. Sterkere korrelasjon med
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AV kan i tillegg indikere at oljer med hey konsentrasjon av EPA og DHA er basert pad noe mer
oksidert rastoff og/eller rdolje.

Produktene med haileverolje, selolje og nordeuropeisk fiskeolje har relativt like
oksidasjonsverdier. Dette kan trolig forklares med at nordeuropeiske fiskeoljer, seloljer og
haileveroljer har lavere konsentrasjoner av EPA og DHA enn 18/12-oljer og oppkonsentrerte
fiskeoljer. Haileveroljene har lav PV og AV, og alle produktene er innenfor kravene i den
europeiske farmakope. Samtidig har haileveroljene i denne studien laveste mélte konsentrasjoner
av EPA og DHA. Produktene basert pa haileveroljer utgjores riktignok av kun tre produkter, slik
at vare funn av oksidasjonsniva i denne gruppen ma tolkes med varsombhet.

2.4.6. OKSIDASIONSNIVA I INNKAPSLEDE VERSUS FLYTENDE OLJER

Det kan spekuleres i om det under produksjon av omega-3-produkter kan benyttes en olje som er
mindre oksidert 1 flytende omega-3-produkter sammenlignet med innkapslede, fordi harsk smak
lettere vil oppdages ved inntak av flytende olje. Samtidig vil innkapslede produkter kunne
kamuflere en eventuell uensket smak pa en oksidert olje. Det er ikke kjent om
innkapslingsmaterialet i kapsler kan pavirke oksidasjonsprosessen i oljer, men det har blitt
spekulert 1 om gelatin kan reagere med oljen og fore til okte oksidasjonsverdier (Breivik, 2007).
Denne studien kan ikke bekrefte dette. To av seks flytende oljer var over grenseverdien angitt 1
den europeiske farmakope for PV. Medianverdi for PV er omtrent tilsvarende grenseverdien i
farmakopeen for bade innkapslede og flytende produkter. Samtlige produkter, med unntak av en
innkapslet olje var innenfor farmakopeens grenseverdi for AV.

Vi fant ingen statistisk signifikant forskjell mellom innkapslede og flytende produkter for
oksidasjon. I de fleste flytende oljene i denne studien var det tilsatt aroma. Dette medferte at fa
produkter av denne typen kunne inkluderes. En begrensning i denne analysen er at det er fa
produkter i gruppen av flytende oljer (n = 6). Resultatene er derfor beheftet med hoy grad av
usikkerhet. Man ma derfor veere varsom med & trekke konklusjoner av disse funnene.

2.4.7. STRESSING AV OLJER GJENNOM KAPSULERING OG LAGRING

Forseket 1 punkt 2.3.7 gjeldende stressing av oljer gjennom kapsulering viste at det skjer en viss
oksidasjon av oljen gjennom logistikk og kapsulering. Vi observerte en gkning av peroksidtall
gjennom kapsuleringen mens anisidintallet hadde en marginal ekning. Kapslene holdt seg ogsé
godt med hensyn pa oksidasjon gjennom seks méneders lagring. I dette forsgket ble det brukt en
olje som kvalifiserte som “functional food”-olje. Hvordan resultatet for en olje med et hoyere
peroksidtall ville blitt vites ikke, men en kan g ut fra at en olje som i utgangspunktet er oksidert
vil fa en ytterligere akselerasjon gjennom en kapsulering. Man vet lite om hva som skjer i
perioden fra oljen selges fra raffineriet til den nar frem til konsumenten. Det er raskt gjort &
odelegge en olje som 1 utgangspunktet har ypperste kvalitet, med uriktig behandling. Det er en
potensiell fare for at ukyndige salgskanaler kan behandle oljen feil, med péafelgende darlig kvalitet
pa sluttproduktet. P4 grunn av uvitenhet er det da enkelt & skylde pa at det har vert noe feil pa
ravarene levert fra raffineriet.

2.4.8. METODEDISKUSJON

Maling av PV ved titrering (AOCS, 1990b) og AV ved spektrofotometri (AOCS, 1990a) er
veletablerte metoder for bestemmelse av oksidasjon i oljer. Det er disse metodene som benyttes
som produksjonskrav og til & sertifisere marine omega-3-oljer (European Pharmacopoeia, 2009;
RUBIN, 2009a). Til tross for at PV er en mye anvendt metode nar det gjelder bestemmelse av
innhold av primare oksidasjonsprodukter i omega-3-oljer kan man i litteraturen finne at PV i
mindre grad ber benyttes i vurdering av kvaliteten til oljer med hey grad av umettethet, slik som
fiskeoljer. Dette er sannsynligvis fordi hydroperoksidene som dannes i seg selv er umettede og
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derfor ustabile, noe som ferer til at de bade dannes og nedbrytes raskt til sekundeere
oksidasjonsprodukter. Mengden hydroperoksider vil derfor vare lavt sammenlignet med
vegetabilske oljer og animalsk fett, selv etter utstrakt oksidasjon (Allen & Hamilton, 1994).
Allikevel er denne metoden godt etablert 1 produksjon og handel av fiskeoljer, og ble derfor ogsé
benyttet i denne studien.

Denne studien viser at PV- og AV-analyser basert pA AOCS’ metoder har store svakheter, spesielt
nar det gjelder 4 analysere omega-3-oljer tilsatt ulike komponenter. Dette gjelder ogsé
PeroxySafe™ STD Kit for maling av PV. Det er likevel ikke funnet publiserte vitenskapelige
artikler vedrerende interferenser av komponenter i omega-3-oljer for méling av PV og AV. Det ser
ikke ut til at metodene er palitelige nér produktet inneholder krillolje. Det kan vaere at astaxanthin,
eller andre forbindelser i krilloljen innvirker pa analysemetodene. Vann, eller eventuelle andre
komponenter i produktene i emulsjonsform interfererer trolig med analysen. Ekstraksjon av fett fra
produkter som var i emulsjonsform kunne blitt utfort, men usikkerhet knyttet til oksidasjon under
ekstrahering gjorde at vi ansa feilkildene for dette som for store (Olsen, 2005). Tilsatt aroma,
fargestoff og QI10, eller dersom omega-3-produktet er i tablettform ser ogsd ut til & pavirke
analysemetodene. Proveleosninger til de spektrofotometriske analysene av PV og AV gav for
enkelte av de ekskluderte omega-3-produktene heterogene losninger med bunnfall.

Analysering av PV ble utfert med to ulike metoder. Maling av PV ved titrering er som nevnt
standard referansemetode gitt av AOCS (AOCS, 1990b). PeroxySafe™ STD Kit ble validert mot
AOCS referansemetode Cd 8-53. Enhver variasjon i fremgangsmaéten i maling av PV vil kunne
pavirke resultatene av den offisielle metoden gitt av AOCS. Resultater av maling av PV kan ogsd
pavirkes av strukturen og reaktiviteten av peroksidene, samt reaksjonstemperatur og tid benyttet til
a gjennomfore metoden (Allen & Hamilton, 1994; Frankel, 2005; Shahidi & Wanasundara, 1998).
Fordi det kan vaere vanskelig & bestemme nér endepunktet for titreringen er, vil méling 1 oljer med
lave verdier kunne gi feilaktige resultater (Allen & Hamilton, 1994; Shahidi & Wanasundara,
1998b). Pa hvilket tidspunkt endepunktet av titreringen angis a veare, vil ogsd kunne vare en
systematisk feil ved bruk av metoden fordi dette endepunktet til dels er en subjektiv vurdering. Det
ble derfor valgt & primeart benytte PeroxySafe™ STD Kit. Likevel er det vanskelig 4 ansla
potensielle feilkilder for metoden, da vi ikke kjenner det fullstendige innholdet i kjemikaliene som
inngar 1 kittet. Kittet er ikke godkjent av AOCS, men det har tidligere blitt vist god korrelasjon
mellom AOCS Official Method Cd 8-53 og PeroxySafe™ STD Kit mélt i vegetabilske oljer med
ulik PV (Yildiz, Wheling & Cuppett, 2003). For & kontrollere for om vére resultater av PV utfort
ved titreringsmetoden og AV maélt spektrofotometrisk ga valide verdier ble to oljer med kjent
oksidasjonsgrad analysert som referanser. Vi validerte i tillegg PeroxySafe™ STD Kit, som
beskrevet tidligere, og fant en god korrelasjon, etter & ha korrigert for det systematiske avviket fra
den offisielle metoden. Vi fant at PeroxySafe™ STD Kit har samme begrensninger som AOCS
Official Method Cd 8-53 nar det gjelder tilsetninger i omega-3-produktene.

Det er hevdet at AV primert maler aldehyder, spesielt 2,4-dienaler og 2-alkenaler (AOCS, 1990a;
Allen & Hamilton, 1994). Ettersom maksimumet for absorbans gir mot en lengre belgelengde
med ekende umettethet, og fordi fargeintensiteten er hayere for 2,4 dienaler enn for 2-alkenaler,
vil absorbansemaksimumet og absorbanseintensiteten kunne variere mellom ulike oljer. Det kan
derfor vare at var sammenligning av oljer av ulik marin opprinnelse kan vere beheftet med
potensielle feil. Imidlertid utvider Frankel (Frankel, 2005) begrepet til & gjelde karbonyler, fordi
det ikke vitenskapelig har blitt bevist hvilke forbindelser AV spesifikt méler. I en lagringsstudie av
torskeleveroljer som benyttet ulike malemetoder for a detektere oksidasjon, forble AV uendret
gjennom hele forsgket. Det ble derfor hevdet at den AV man fant primert ble utgjort av core-
aldehyder (Olsen, Vogt, Saarem, Greibrokk & Nilsson, 2005).
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2.5. Konklusjon, delprosjekt 1

De benyttede analysemetodene for méling av anisidintall og peroksidtall har begrensninger nar det
gjelder tilsetningsstoffer i omega-3-produktene, og 57 omega-3-produkter matte ekskluderes fra
analysene av PV og AV pé grunn av dette. Resultatene viser at cirka halvparten av omega-3-
produktene hadde verdier over grenseverdien for PV i den europeiske farmpkope og at 52 av 56
omega-3-produkter hadde PV over GOEDs grenseverdi. Ett produkt hadde AV over
farmakopegrenseverdien og to produkter hadde AV over GOEDs monografi. Sju av atte
soramerikanske/nordafrikanske fiskeoljer, halvparten av seloljene og de oppkonsentrerte
fiskeoljene hadde PV over farmakopeens grenseverdi, mens cirka halvparten av de
oppkonsentrerte fiskeoljene og seloljene, samtlige haileveroljer og fire av fem nordeuropeiske
fiskeoljer var innenfor farmakopeens grenseverdi. Oksidasjonsniva korrelerte med konsentrasjon
av EPA og DHA. Det var ingen forskjell i oksidasjonsnivd mellom innkapslede og flytende
omega-3-produkter. Forskjeller mellom ulike marine oljer i oksidasjonsnivd kan hovedsaklig,
direkte eller indirekte, kunne forklares med oljens forhistorie, ikke optimal antioksidanttilsetning,
samt dens konsentrasjon av de flerumettede fettsyrene EPA og DHA.
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3. Delprosjekt II: Kartlegge hvilke biologiske markgrer som er egnet for
helseeffektsstudier av oksidasjonsgrad i cellemodeller

Utvalgte oljer testet ut i delprosjekt Il bygger pa funn og resultater om oljekvalitet fra delprosjekt
l.

3.1. Bakgrunn, delprosjekt 2: Fiskeoljekvalitet og helse

Det har i1 de siste arene vert knyttet stor interesse til bruk av fiskeoljer for & motvirke en rekke
sykdommer, og det er udiskutabelt at oljene har en rekke positive helseeffekter. Imidlertid vet vi
ikke om eventuell effekt av oksidert olje kan fore til at den positive effekten ved inntak av
fiskeolje blir maskert eller til en viss grad blir redusert. Vil det for eksempel vaere “sunnere 4 ta
100 mg DHA fra en ikke-oksidert olje 1 forhold til & ta 150 mg DHA fra en svakt oksidert olje?

Det har blitt rettet fokus pé eventuell sammenheng mellom oksidativ skade og utvikling av
sykdom, noe som gjenspeiles i en rekke publikasjoner (Blomhoff et al., 2004, Estebauer et al.
1992, Novotny et al. 1994, Chaudhary et al. 1994, Yoritaka et al. 1996, Staff og Havorsen 2003,
Turner et al. 2006). Kun fa og smd humanforsek har vert utfort og ofte har oksidasjonsgrad av
eksperimentelle oljer vert darlig beskrevet. Noe som gjor det vanskelig & trekke bastante
konklusjoner. Imidlertid er det indikasjoner pa at inntak av oksiderte fettsyrer kan ha effekt pa
forskjellige biomarkerer, inkludert lipidmetabolisme, oksidativt stress og vaskulare funksjoner.

3.1.1. HVORDAN VERIFISERE GUNSTIG HELSEEFFEKT AV OLJER FRA FERSKT NORSK RASTOFF?

For & kunne benytte ferskhet eller grad av oksidering til & differensiere mellom ulike kvaliteter av
kommersielle oljer, er man avhengig av at det finnes en godt dokumentert og verifiserbar
sammenheng mellom positive helseeffekter og lav oksidasjonsgrad. Man er avhengig av &
gjiennomfere komparative studier med ulike oljekvaliteter 1 celler, forseksdyr og mennesker. Til
dette behaves en god kartlegging/karakterisering av selve oljen som benyttes i forsek og tilgang pa
gode og egnede helsemarkerer.

3.1.2. KARTLEGGING AV EFFEKTER PA MENNESKER — HUMAN STUDIER

Et viktig endelig mél vil vaere a kartlegge eventuelle positive helseeffekter i menneske ved inntak
av oljer produsert fra ferske norske ravarer relativt til andre oljer pa markedet. Det er imidlertid
tidkrevende og kostbart a kartlegge helseeffekter i menneske, og det er strenge etiske retningslinjer
for hva det er lov a foreta av kliniske studier. Stort sett vil man vaere avhengig av a basere seg kun
pa helsemarkerer som kan pévises i1 blodprever og urin. Enkelte effekter kan lett pavises ved hjelp
av blodprover, men effektene av eventuelle oksidasjonsskader kan vere storst i andre vev og
organer. Forsok med menneske er dessuten krevende i forhold til & kartlegge effekter av mange
ulike oljer og oljekvaliteter. I dette prosjektet har vi av den grunn ansett det som mest fordelaktig a
benytte alternative modellsystemer.

3.1.3. KARTLEGGING AV EFFEKTER - ALTERNATIVE MODELLSYSTEMER

Det finnes en rekke alternative modellsystemer som kan vare godt egnet til & screene mange oljer
med ulik profil og oksidasjonsgrad for helseeffekter i tidlige faser av prosjektet. Det kan nevnes
dyremodeller (mus, rotte, kylling, gris) som bl.a. benyttes i ulike medisinske miljo, og som alle har
sine styrker og svakheter avhengig av hvilke effekter man er ute etter. Fisk kan i utgangspunktet
veaere et alternativ modelldyr fordi cellemembranene er rikere pd omega-3-fettsyrer enn membraner
1 andre alternative forseksdyr. Utfordringen med & gjennomfoere studier pa levende dyr er at man
har begrenset mulighet til & observere hva som egentlig skjer pa celleniva og det har ogsa veert
viktig 4 begrense bruken av forseksdyr i1 de forste kartleggingsforsekene. Vi valgte derfor &
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benytte ulike cellemodeller i forste fase av prosjektet. Dette har gitt oss mulighet til & studere
effekt av oksidasjon pé helsemarkerer utenfor den levende organismen (in vitro).

3.1.4. CELLEMODELL SYSTEMER (IN VITRO)

Primaerceller isolert fra ”levende” vev og organer har tilnermet de samme funksjoner/egenskaper
som celler 1 levende organismer, noe som innebarer at disse cellene er et meget egnet
modellsystem for & screene for eventuelle helseeffekter av mange ulike oljekvaliteter. Ved & dyrke
primeare leverceller fra fisk 1 dyrkningsmedium tilsatt ulike oljekvaliteter kan man fa indikasjoner
pa hvorvidt de ulike oljekvalitetene pavirker cellens spesifikke funksjoner.

En rekke etablerte cellelinjer fra menneske er tilgjengelig, og kan benyttes som modellsystem for &
teste for eventuelle effekter av oksiderte oljer. Tarmen er det vevet som utsettes for de hoyeste
konsentrasjonene av harske oljer. Tarmceller i kultur (humane Caco-2 celler) er derfor valgt som
modellsystem for studier av oksidativt stress relaterte helseskader i tarm og effekt péd celledeling.
En human monocytt cellelinje er wvalgt for studier av hvordan oljekvalitet pévirker
innflammasjonsrespons.

3.2. Metode, delprosjekt 2: Cellemodellsystemer

3.2.1. ISOLASJION OG DYRKING AV HEPATOCYTTER

Hepatocytter ble isolert fra Atlantisk laks i henhold til metode beskrevet av Dannevig og Berg
(1985). Etter isolering ble cellene filtrert gjennom et 100 uM nylon filter. Hepatocytter ble vasket
tre ganger i L-15 medium og sentrifugert 1 2 min pa 50xg mellom hver vask. Etter siste vask ble
cellene relost i L-15 dyrkningsmedium tilsatt 10 % fetalt kalveserum (FBS), 1 % bikarbonat, 1 %
L-glutamin, 5mm Hepes og 1 % PenStrep. Omtrent 1 x 107 hepatocytter ble deretter sadd ut pa 25
cm” celle flasker belagt med laminin. Cellene festet seg til bunnen av celleflasken over natten ved
13°C. Neste dag ble cellene behandlet med de forskjellige oljekvalitetene.

3.2.2. HUMANE CELLELINJER

Forsgksoppsett med Caco-2 (tarmceller):

Caco-2 cellelinjen er en mye brukt in vitro modell for humane tarmepitelceller pa grunn av dens
evne til 4 differensiere og danne et tett polarisert cellelag tilsvarende det som finnes i tarmveggen.
Caco-2 cellene (bade differensierte og udifferensierte) inkuberes med de ulike oljekvalitetene 1 4
og 24 timer ved 37 grader. Cellene observeres for evt. morfologiske endringer vha lysmikroskopi.
Det utfores dose respons studier for de utvalgte oljene.

Forsgksoppsett med monocyttcellelinjen U937 3x k-B LUC:

For & studere effekten av oksiderte oljer pa inflammasjonsresponsen benyttes en human
monocyttcellelinje som er stabilt transfektert med en NF-kB-luciferase reporterkonstrukt (U937 3x
k-B LUC). Forandringer 1 aktiviteten til transkripsjonsfaktoren NF-kB spiller en viktig rolle i
cellulere stress-, immun- og inflammasjonsresponser. U937 3x k-B LUC cellelinjen inkuberes
med de ulike oljekvalitetene i 6 timer. Den resulterende aktiviteten til NF-kB bestemmes ved &
male luciferase aktiviteten 1 cellene etter tilsatts av luciferin (Berridge and Tan 1993).

3.2.3. OLJER SOM SUBSTRAT FOR HUMANE CELLELINJER (TARI\/ICELLER 0G I\/IONOCYTTER)

Fiskeoljene fordeyes med en lgsning bestdende av pancreatin og galleekstrakt, for de hydrolyserte
fettsyrene isoleres, loses i etanol og tilsettes cellene. Dette utferes for & simulere tilsvarende
frigjoring av fettsyrer som skjer 1 begynnelsen av tynntarmen (se beskrivelse under, metode 2).
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3.2.4. MTT ASSAY

MTT er en metode som utnytter at spaltingen av tetrazolium-saltet-MTT gir purpurfargede
krystaller 1 metabolsk aktive celler. Analysen utferes 1 henhold til metodebeskrivelsen (Berridge
and Tan 1993).

3.2.5. TRE METODER FOR TILLAGING AV OLJESUBSTRATER FOR LEVERCELLER FRA ATLANTISK LAKS

Metode 1: Det lages en meget finfordelt olje/protein emulsjon ved & benytte en kombinasjon av
kun olje, dimethyl sulfoxide (DMSO), protein og dyrkningsmedium. Denne metoden er meget
skansom for oljene. Det innfores ingen endringer i sammensetningen av lipid (som ved bruk av
emulgator i metode 3), ei heller blir substratet pre-fordeyd som i metode 2. Dette medferer at
tillaging av substratet pd denne formen er sd skdnsom at det ikke medferer noen endringer 1
oksidasjonsstatus av opprinnelsesoljen. Ved & studere oljeemulsjonen i1 fasekontrastmikroskop,
kunne vi observer smi finfordelte miceller. Det ble foretatt en del initielle forsek som viste at
cellene var i stand til 4 ta opp dette substratet. Dette substratet benyttes kun til leverceller.

Metode 2 (pre-fordgying av oljen): 0.6 g galle ekstrakt loses i 4 ml 150 mM NaHCO3. 75 mg
pancreatin lgses 1 4 ml 150 mM NaHCO3. Begge losninger tilsettes 32 ml fosfat buffer (PBS) til et
totalvolum pa 40 ml. 1 ml olje tilsettes 5 ml av gallesyre-pancreatin lgsningen (som beskrevet
over) og lesningen inkuberes 1 3 timer 1 ristevannbad ved 37°C. Olje og vannfraksjonen separeres
ved sentrifugering. Oljefraksjonen fortynnes 1:10 i etanol, og utgjer stamlesningen av substratet
som benyttes 1 ulike konsentrasjoner i inkubasjon med henholdsvis hepatocytter og de humane
cellelinjene Caco-2 celler og en monocytt cellelinje.

Ved denne metoden blir oljene/lipidene “fordeyd”, dvs de blir inkubert med galle og pankreatin
(som bl.a. inneholder lipaser) 1 3 timer ved 37°C. Oljen blir da brutt ned til fettsyrer og danner
miceller = gjor det mulig & bli absorbert av tarmcellene. Dette tilsvarer det som skjer i magen
under en vanlig fordeyelse. Metoden er basert pa publiserte metoder for in vitro fordeyelse (Aura
et al., 1999). Dette er en meget relevant metode & benytte for Caco-2 celler. Tilsvarende metode
ble brukt pé oljer tilsatt monocytter + hepatocytter. Dette er ikke like relevant for disse
celletypene, da de ikke naturlig vil bli utsatt for denne type fordeyde oljer. For hepatocytter har vi
av den grunn ogsé preovd ut metoder hvor lipidene tilsettes celler i form av triglyserid bundet til
protein (metode 1), eller lost vha emulgator (metode 3).

Metode 3 (olje + emulgator): Marin olje og Danisco-emulgator ble blandet i forholdet marin olje:
emulgator, 2:1. Substratet ble sjekket med fasekontrastmikroskop og vi kunne observere en
finfordelt oljeemulsjon.

Ved bruk av metode 1 og 3 testet vi ut tilsetting av lipase til celler sammen med oljeemulsjonen.
Dette for a lette frigivelsen av fettsyre fra triglyserider, slik at fettsyrer lettere kunne tas opp i
celler. Vare resultater viste imidlertid at selv meget lave konsentrasjoner av lipase forte til tap av
membranlipider (redusert nivd av fosfolipid). Vi har av den grunn ikke benyttet lipasetilsetting 1
vare studier presentert i denne rapporten.

3.2.6. FETTSYRESAMMENSETNING

Total lipid ble ekstrahert ved hjelp av en metode beskrevet av Folch et al. (1957). Kloroformfasen
dampes inn til terrhet under nitrogengass og lipidet relgses i kloroform. Methyl estere av
fettsyrene dannes etter en metode beskrevet av Mason og Waller (1964) og av Hoshi et al. (1973).
De ulike fettsyrene separeres i en GC (Hewlett Packard 6890) med en splitt injektor, SGE BPX70
kapilleer kolonne (lengde 60 m, indre diameter 0,25 mm og en tykkelse péd film pd 0.25 um),
flammeionisasjonsdetektor og HP ChemStation programvare. Helium ble brukt som baregass, og
injektor- og detektortemperatur var begge 280°C. Temperaturen ble hevet fra 50 til 180°C med en
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hastighet p4 10°C min-', og deretter hevet til 240°C med en hastighet pa 0,7°C min-'. Den relative
mengden av hver FA ble bestemt ut i fra arealet under toppen.

3.2.7. LIPIDKLASSESAMMENSETNING

Lipidklasse sammensetning i hepatocytter ble bestemt ved hjelp av heytrykks tynnsjikts-
kromatografi (HP-TLC) som beskrevet 1 Todorcevic et al. (2010).

3.2.8. SUPEROXIDE DISMUTASE

Superoxide Dismutase (SOD) katalyserer reduksjon av superoxide til oksygen og hydrogen
peroxide. Et kommersielt tilgjengelig “’kit” ble benyttet til analysen av denne enzymaktiviteten
(Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA). Analysen ble avlest ved 405 nm i en Victor
mikroplateleser fra PerkinElmer (Wellesley, MA, USA).

3.2.9. GLUTATHIONE PEROKSIDASE

Glutathione peroxidase (Gpx) bestemmes i1 henhold til en metode beskrevet av Paglia and
Valentine (1967), hvor Gpx katalyserer oksidasjonen av glutathione og det oksiderte glutathione
reduseres tilbake samtidig som NADPH oksideres til NADP som gir en reduksjon i absorbansen
ved 340 nm.

3.2.10. BESTEMMELSE AV THIOBARBITURIC ACID REACTIVE SUBSTANCES (TBARYS)

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) bestemmes ved & benytte et kommersielt
colorimetric assay kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). Absorbansen males
spektrofotometrisk i en Victor 3 mikroplateleser fra PerkinElmer (Wellesley, MA, USA) ved 530
nm.

3.2.11. LIPIDPEROKSIDERING (DPPP)

Diphenyl-1-pyrenylphosphine (DPPP) inkorporeres raskt i cellemembraner, og brukes som en
folsom fluoriserende sensor for lipidperoksidering i membranene.

3.2.12. KVANTITATIV REAL-TIME PCR

Total RNA ekstraheres ved & benytte RNeasy® Mini Kit 1 henhold til produsentens protokoll.
RNA behandles med RNase-free DNase I for & fjerne kontaminerende DNA. Alle RNA prover
benyttet 1 vire forsek hadde A260/280 ratioser mellom 1.80 og 2.30. Total RNA konsentrasjon ble
bestemt ved 260 nm ved & benytte spektrofotometer. Ca 200 ng av total RNA ble revers-
transkribert til cDNA ved & benytte et TagMan® Gold RT-PCR Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) I et reaksjonssystem med volum 50 pl. Alle prosedyrer ble utfort i henhold til
protokoll beskrevet i Todorcevic et al. (2010).

3.3 Resultat og diskusjon, delprosjekt 2: Cellemodeller

3.3.1. EKSPERIMENT 1. UTTESTING AV ULIKE METODER FOR A GJZRE FISKEOLJESUBSTRATET
TILGJENGELIG FOR CELLER | KULTUR OG VIDERE STUDERE BIOLOGISKE EFFEKTER AV DE ULIKE
SUBSTRATENE I CELLER

I forste innledende forsek med primaere leverceller (hepatocytter) fra laks i kultur, ensket vi & teste
ut ulike metoder for & gjore fiskeoljesubstratene tilgjengelig for cellene, og dernest studere
hvorvidt de ulike substratene pavirket cellulere prosesser. Tre metoder ble testet ut i forste
omgang, en metode hvor det ble direkte laget en olje/protein emulsjon av oljen (metode 1), en
metode hvor oljen ble delvis fordeyd forut for tilsetting til celler (metode 2, vil her ha en blanding
av frie fettsyrer og forestrede lipider) og en metode 3 hvor det ble benyttet en
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emulgator/stabilisator for & lage en oljeemulsjon. Vi ensket i tillegg 4 sammenligne effektene av
en god olje og en harsk olje (se tabell 4 for informasjon om oksidasjonsgrad av oljene).

Tabell 4: PV og AV verdier av eksperimentelle oljer

Peroksidtall (PV) Anisidintall (AV)
God olje 0,5 1,8
Harsk olje 45 42

Fiskeoljene som benyttes i eksperiment I (harsk olje og god olje) ble valgt ut pa grunnlag av at de
har identisk fettsyresammensetning. Det ble med hensikt valgt ut en olje med lav oksidasjonsgrad
og en med meget hoy oksidasjonsgrad i ferste forsegk for & kartlegge potensiell forskjell 1 effekter
pa helsemarkerer mellom ekstremgrupper.

Testoljene er rike pa omega-3-fettsyrene eicosapentaensyre (EPA) og docosaheksaensyre (DHA).
En okning i andelen EPA og DHA 1 levercellene i kultur etter inkubasjon med disse oljene, vil
dermed vare en god indikasjon pd om cellene har tatt opp disse fettsyrene fra oljesubstratene
tilsatt. Figur 4a viser at celler inkubert 1 dyrkningsmedium tilsatt fiskeoljer etter metode 1,2 og 3,
alle gav en prosentvis ekning i EPA og DHA nivéet 1 cellene, spesielt i celler dyrket i medium
tilsatt olje av god kvalitet. Celler dyrket 1 medium tilsatt olje med heyere peroksidtall (harsk olje),
viste litt lavere prosent av EPA og DHA enn celler tilsatt god olje. Siden fettsyresammensetningen
er den samme i begge testoljene, kan resultatet tyde pa heyere grad av lipidperoksidering i
gruppen gitt harsk olje, og at dette igjen har fort til noe tap av EPA og DHA. Dette kunne for ovrig
ikke observeres ved bruk av metode 3, hvor oljen var tilsatt emulgator/stabilisator. Stabilisatoren
emulgatoren inneholder bl.a. diglyserider (DG), og stabilisatoren vil antagelig pavirke/ beskytte
oljene/cellene mot videre lipidperoksidering. Bruk at emulgatoren ser ut til & pavirke
analyseresultatet, og det kan dermed stilles spersmaélstegn ved bruk av denne metoden.

EPA+DHA o Start
m God olje

30 O Harsk olje
25 -

20

15

% av total

Metode 1 Metode 2 Metode 3
Figur 4a. Prosent EPA og DHA i hepatocytter dyrket (48 timer) i medium tilsatt henholdsvis god

og harsk olje (0,5 mg/ml). Oljesubstratene var tillaget vha 3 ulike metoder. Start viser
utgangsverdien av EPA og DHA i celler far tilsetting av de ulike fiskeoljesubstratene.
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Figur 4b. Sum mettede fettsyrer i hepatocytter dyrket (48 timer) i medium tilsatt henholdsvis god
og harsk olje (0,5 mg/ml). Oljesubstratene var tillaget vha 3 ulike metoder. Start viser
utgangsverdien av mettede fettsyrer i celler far tilsetting av de ulike fiskeoljesubstratene.
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Figur 4c. Sum monoumettede fettsyrer (MUFA) i hepatocytter dyrket (48 timer) i medium tilsatt
henholdsvis god og harsk olje (0,5 mg/ml). Oljesubstratene var tillaget vha 3 ulike metoder. Start
viser utgangsverdien av MUFA i celler for tilsetting av de ulike fiskeoljesubstratene.

Figurene 4b og 4c¢ viser at prosent mettede (n-0) og monoumettede (n-1) fettsyrer er lavere i celler
dyrket i medium tilsatt god olje tillaget ved bruk av metode 1 og 2 enn i celler ved start. Vi ser
ikke denne effekten i harsk olje gruppen, noe som kan skyldes at vi ikke fikk tilsvarende ekning i
prosent EPA og DHA i denne gruppen. Hepatocytter dyrket i olje tillaget med metode 3
(emulgator) viste en ekning i monoumettede fettsyrer sammenlignet med startverdien. Dette
skyldes antagelig at emulgatoren 1 seg selv inneholder DG med monoumettede fettsyrer, noe som
pavirker analyseresultatet, da det er sannsynlig at cellene har tatt opp fettsyrer fra emulgatoren.
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Figur 5. Niva av upolare lipider (zg /4 mill celler) i celler dyrket i henholdsvis god og harsk olje
(0,5mg/ml) i 48 timer. Oljesubstratene var tillaget vha 3 ulike metoder.
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Figur 6. Niva av polare lipider (ug /4 mill celler) i celler dyrket i henholdsvis god og harsk olje
(0,5mg/ml) i 48 timer. Oljesubstratene var tillaget vha 3 ulike metoder.

Figur 5 og 6 viser total niva av upolare og polare lipider i celler dyrket i henholdsvis god og harsk
olje. Figur 5 viser ingen tydelig forskjell i nivaet av upolare lipider (sum av TAG, MAG, DAG og
FFA) mellom celler gitt god og harsk olje ved metode 1 og 2. Figur 6 viser at det er en trend til
reduksjon i fosfolipidnivaet i celler gitt den harske oljen sammenlignet med den gode oljen. Dette
resultatet er i overensstemmelse med den observerte nedgangen i EPA+DHA i de samme
gruppene, og kan tyde pd ekt grad av lipidperoksidering i membranlipidene til celler gitt den
harske oljen, noe som forer til tap av membranfosfolipider (i overensstemmelse med tidligere
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observasjoner Kjar et al., 2008, Ostbye et al., 2009. Metode 3 gav lavere niva av bade upolare og
polare lipider i cellene. Dette resultatet er antagelig ikke reelt. Analysemetoden som er benyttet er
Camag HPTLC, og hvor kvantifisering av lipidklassene baserer seg pd antall dobbeltbindinger i
fettsyrene 1 proven relatert til standard. I metode 3 ble oljesubstratet tilsatt Danisco emulgator,
denne emulgatoren inneholder mettede og monoumettede fettsyrer spesielt i DAG, noe som vil
fore til underestimering av fosfolipidnivéet i cellene. Fosfolipidene i cellemembranen i1 denne
gruppen inneholder antagelig et hagyere nivd av monoumettede fettsyrer i cellemembranen pga
opptak av denne fettsyren fra emulgatoren (noe som ogsé prosent av MUFA viste).
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Figur 7. TBARS (MDA, sekundare oksidasjonsprodukter) i celler dyrket i henholdsvis god og
harsk olje (0,5mg/ml) i 48 timer. Oljesubstratene var tillaget ved 3 ulike metoder.

Figur 7 viser at nivaet av sekundaere oksidasjonsprodukter (MDA) gker i celler inkubert med harsk
olje sammenlignet med god olje ved metode 1 og metode 2. Ved bruk at emulgator i metode 3, ser
man derimot det motsatte resultat. Det er trolig at stabilisatoregenskapene til emulgatoren i stor
grad pavirker resultatet. Nivaene av MDA er heyere ved bruk av metode 2 enn 1. Dette er et
forventet resultat, da pre-fordeying av substratet ved 37°C under risting vil kunne pavirke
resultatet ved at prosedyren i seg selv kan fore til okt lipidperoksidering av oljesubstratet. Metode
2 ma optimaliseres med hensyn pa stabilisering av oljen under fordeyelsesprosessen dersom denne
skal benyttes 1 videre analyser av effekter i celler.
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Figur 8. SOD i hepatocytter dyrket i henholdsvis god og harsk olje (0,5mg/ml) i 48 timer.
Oljesubstratene var tillaget vha 3 ulike metoder.

Figur 8 viser at aktiviteten av den intracellulere antioksidanten superoksid dismutase (SOD)
synker nar celler inkuberes med harsk olje sammenlignet med god olje.

3.3.2. EKSPERIMENT 2 - PRIMARE HEPATOCYTTER FRA LAKS — EN DOSE-RESPONS STUDIE OG
TIDSSTUDIE

I videre forsek med primare hepatocytter har vi valgt & videre teste ut metode 1 og metode 3 for &
gjore substratet tilgjengelig for celler. Metode 1 er den mest skdnsomme metoden som ikke
pavirker lipidperoksideringsnivéet i oljen og er videre ikke tilsatt emulgator/stabilisator som kan
pavirke bade lipidsammensetningen og grad av lipidperoksidering i cellene som i metode 3.

I eksperiment 2 ensket vi & teste ulike oljekonsentrasjoner og hvorvidt inkubasjonstiden pévirker
responsgrad i cellene. Figur 9 viser at gkende konsentrasjon av olje, tillaget med metode 1, tilsatt
dyrkningsmediet forer til okt grad av lipidperoksidering i cellen. Vi ser den samme responsen i
god olje og harsk olje gruppene, men responsen er hgyere i harsk olje gruppen.
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Figur 9. DPPP oksidering av hepatocytter inkubert i 48 timer med tre ulike konsentrasjoner av
oljesubstrat (tillaget med metode 1 : 0,25 mg/ml, 0,50 mg/ml og 0,75 mg/ml). Kontrollverdien er
satt til 100 og responsen i celler tilsatt oljesubstrat er beregnet relativt til kontrollverdien.

Celler ble inkubert ved henholdsvis 12, 48 og 76 timer med de samme gode og harske oljene som 1
eksperiment 1 og med medium oljekonsentrasjon 0.50 mg/ml). 76 timers inkubering forste til
storre forekomst av celleded (apoptose), spesielt i gruppen inkubert med den harske oljen. 76
timer var dermed uegnet og resultater fra 76 timer er ikke vist i rapporten da denne gruppen ikke
gav reproduserbare og péilitelige resultater. Ved 12 og 48 timer derimot kunne vi ikke observere
endringer i forekomst av celleded, og vi anser det trygt & inkubere i 48 timer med de valgte
oljekonsentrasjoner bade av harsk og god olje.
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Figur 10. SOD aktivitet i hepatocytter dyrket i henholdsvis god og harsk olje (0,5 mg/ml) ved 12
og 48 timer. Fiskeoljene var tillaget etter metode 1 og metode 3.

Figur 10 viser ingen endringer i SOD nivaet i hepatocytter inkubert med god olje ved 12 og 48
timer ved bruk av metode 1. I celler inkubert med den harske oljen derimot ser vi en nedgang 1
SOD nivaet ved 48 timer sammenlignet med 12 timer, tilsvarende nedgangen observert i
eksperiment 1. Ved bruk av olje tillaget etter metode 3, sd vi samme respons med nedgang i SOD
aktivitet i celler etter 48 timer i bade harsk olje og god olje gruppene.
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Figur 11. MDA i hepatocytter dyrket i henholdsvis god og harsk olje (0,5 mg/ml) ved 12 og 48
timer etter metode 1 og metode 3.

Figur 11 viser at MDA nivaet i celler eker fra 12 til 48 timer i begge grupper bade etter metode 1
og metode 3. Det var en hgyere respons etter 48 timer 1 harsk olje gruppen tilaget etter metode 1
enn etter metode 3, noe som antyder at emulgatoren tilsatt i metode 3 til en viss grad beskytter
oljen mot lipidperoksidering sammenlignet med olje tillaget etter metode 1.

48 timers inkubering med medium konsentrasjon av olje (0,5 mg/ml), tyder pa & vare det mest
egnede dose og tidspunkt for & studere eventuelle effekter pd ulike helse markerer, ut 1 fra
resultatene beskrevet over. I overensstemmelse med dette undersekte vi lipidperoksidering i celler
vha mikroskopi etter 48 timers inkubering av celler med harsk olje. Celler ble tilsatt fluorocrom
DPPP, som nér det oksiderer, pga reactive oksygen species, ROS i cellen, sender ut fluorescerende
lys (Figur 12).

Figur 12. Fluorescens mikroskopi av hepatocytter inkubert med harsk olje (0,5mg/ml) i 48 timer
(20x forstarrelse). Bildet viser kraftig fluorescens, dannet ved oksidasjon av DPPP, i flere av
cellene.

Grad av peroksidering i1 cellene kan méiles ved & bestemme grad av DPPP oksidering vha
fluorescens spektroskopi. Figur 13 viser en gkt oksidering i celler (DPPP) gitt den harske oljen
sammenlignet med den gode ved 48 timer ved bruk av metode 1. Olje tillaget etter metode 3
derimot gav det motsatte resultat, det vil si lavere oksidasjongrad i hepatocytter inkubert med olje
tillaget med emulgator. Samlet sett s& viser resultatene fra bade eksperiment 1 og eksperiment 2 at
emulgatoren som benyttes 1 metode 3 i stor grad forstyrrer analyseresultatene, bade nar det gjelder
lipidsammensetning og oksidasjonsgrad.
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Figur 13. DPPP i hepatocytter dyrket i henholdsvis god og harsk olje (0,5 mg/ml) ved 48 timer
etter metode 1 og metode 3.

3.3.3. EKSPERIMENT 3 — DOSE-RESPONS STUDIE

I eksperiment 3 ble den harske oljen fortynnet med den gode oljen i 6 ulike fortynninger (tabell 5).
Béde hepatocytter fra laks, en human monocytt cellelinje og humane Caco-2 celler ble dyrket 1
cellemedium tilsatt denne fortynningsrekken av olje med ekende harskningsgrad.

Tabell 5: PV og AV verdier av en eksperimentell fortynningsrekke av olje

Peroksidtall (PV) Anisidintall (AV)
God olje 3,8 2,0
10% harsk 5,3 3,2
25% harsk 8,4 6,3
50% harsk 18,3 11,3
75% harsk 29,2 17,4
Harsk olje 37,5 25,6

Figur 14 viser at SOD aktivitet oker med ekende harskingsgrad av oljen opp til 50 % harsk,
deretter far vi en reduksjon i SOD aktivitet ved 75 % og en ytterligere reduksjon i1 ufortynnet harsk
olje. SOD aktiviteten er lavere i den ufortynnede harske oljen enn i1 den gode oljen, i
overensstemmelse med resultatene fra eksperiment 1 og eksperiment 2. Dette tyder pa at moderat
harskninggrad av oljen forer til en ekning 1 SOD aktivitet, mens videre ekning i1 harskningsgrad
derimot forer til en reduksjon. Vi kan ikke fastsla med sikkerhet hva som forarsaker nedgangen i
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SOD aktivitet ndr cellene inkuberes med 100% harsk olje, muligens kan heyt nivd av ROS
fordrsake inaktivering av enzymet.

Metode 1

8 -
7,5
7 -
6,5
6 -
55
5 -
4,5
4 I I I I I

God olje 10% harsk  25% harsk  50% harsk  75% harsk  Harsk olje

SOD (u/4 mil celler)

Figur 14. SOD aktivitet i hepatocytter dyrket i olje (0,5 mg/ml) med gkende harskningsgrad ved 48
timer. Fiskeoljene var tillaget etter metode 1.

Figur 15 viser at sekundare oksidasjonsprodukter (MDA) er hoyere 1 50 % harsk gruppen enn 1
grupper med lavere harskningsgrad. I motsetning til forventet, s var ogsd MDA verdien lavere i
gruppene tilsatt olje med hoyest oksidasjonsgrad enn i 50 % gruppen. Arsaken til det lavere nivaet
i celler med heyest harskningsgrad vites ikke, men det kan vare at disse provene burde veert
fortynnet for analyse og at vi har fitt et feilaktig lavt svar. En annen mulig forklaring kan vere at
de sekundere oksidasjonsproduktene har blitt ytterligere omdannet til andre reaksjonsprodukter
som ikke detekteres av denne analysemetoden. Denne studien ber gjentas for det kan trekkes
endelig konklusjon. Figur 16 viser oksidasjonsgrad i celler vha DPPP metoden. Ogsa her ser vi
okende grad av lipidperoksidering i celler med okende harskningrad av oljen. Heyest
oksidasjonsgrad ser vi i 75 % gruppen, men som vi ogsé observerte for TBARs analysen, s& gav
DPPP analysen en reduksjon av oksidasjonsgrad 1 harsk olje gruppen. En mulig forklaring her kan
vaere at de primaere oksidasjonsproduktene allerede er omdannet til andre oksidasjonsprodukter.
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Figur 15. TBARs i hepatocytter dyrket i olje (0,5 mg/ml) med gkende harskningsgrad ved 48 timer.
Fiskeoljene var tillaget etter metode 1.

180 -
160

140

100 +
N I .
60

God olje 10% harsk 25% harsk 50% harsk 75% harsk Harsk olje

% DPPP
H
N
o

Figur 16. DPPP oksidasjon i hepatocytter dyrket i olje (0,5 mg/ml) med gkende harskningsgrad
ved 48 timer. Fiskeoljene var tillaget etter metode 1.

Figur 17 viser uttrykk av gener relatert til stress, antioksidanter og inflammasjon i hepatocytter
inkubert med en fortynningsrekke av olje med ekende harskningsgrad. Figuren viser en egkning i
utrykk av stressresponsgenene GRP 78 og ATF 6, en tendens til ekning i utrykk av
antioksidantene GPX og den inflammatoriske markeren NFxB i gruppen tilsatt oljer med hoyest
harskningsgrad sammenlignet med celler inkubert med oljer med lavere harskningsgrad.
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Figur 17. Uttrykk av gener relatert til oksidativt stress og inflammasjon i hepatocytter dyrket i olje
(0,5 mg/ml) med gkende harskningsgrad ved 48 timer. Fiskeoljene var tillaget etter metode 1.
GRP78 er en sentral regulator av endoplasmatiske retikulum (ER) homeostase pa grunn av at den
har flere funksjonelle roller i proteinfolding, ER-kalsiumbinding, og kontrollering av aktiveringen
av transmembrane ER-stressensorer. ATF6 er en transmembran transkripsjonsfaktor som
aktiverer transkripsjon av ER molekyler. XBP1 er en transkripsjonsfaktor som regulerer uttrykket
av gener som er viktige for riktig funksjon av immunsystemet, og i celle- og ER-stressrespons.
GPx2 og GPx3 er glutation peroksidase enzymer som finnes intra- og ekstracellulert. Disse
enzymene er antioksidanter som er ansvarlig for det meste av den glutation-avhengige
hydrogenperokside-reduserende aktiviteten hos mennesker. Peroxiredoxins (PRDX) er en annen
antioksidant med en multifunksjonell thioredoxin-avhengig peroxidase aktivitet. Heme oksygenase
(HMOX) er en viktig enzym involvert i heme katabolisme som splitter heme, og danner biliverdin.
NFxB (P107) er en kritisk regulator av tidlig patogen respons. Dette proteinet spiller en viktig
rolle i & fremme betennelsesreaksjoner og er viktig i regulering av celle-poliferasjon og
celleoverlevelse. NF&B inhibitor A1 hemmer aktiviteten til NF«B.

3.3.4. EKSPERIMENT 4 - KARTLEGGING AV RESPONS | CELLER MED ULIKE OLJEKILDER

Tabell 6 viser PV og AV verdier i 5 ulike olje kvaliteter. Hepatocytter inkuberes med de 5 ulike
oljekvalitetene 1 48 timer

Tabell 6. PV og AV verdier i ulike eksperimentelle oljekilder

Peroksidtall (PV) Anisidintall (AV)
K1 6,4 8,0
K2 9,5 8,0
K3 23,5 11,2
K4 27,9 14,8
K5 37,5 25,6

Figur 18 og figur 19 viser relativt liten variasjon i enzymaktiviteten av de intracellulere
antioxidantene SOD og GPX i hepatocytter fra fisk dyrket i medium tilsatt 5 ulike oljekvaliteter.
Resultatene viste forevrig en svak tendens til at hepatocytter inkubert med olje med lav
oksidasjonsgrad K1 har hgyere enzymaktiviteter av bdde SOD og GPX enn gruppene K2-K5 som
er inkubert med oljer med heyere oksidasjonsgrad. Ulike oljer med ulik oksidasjonsgrad viste for
ovrig ikke en like klar sammenheng til enzymaktivitet som en fortynningsrekke av identisk olje
med okende oksidasjonsgrad. Dette kan trolig skyldes at ulike oljer inneholder ulike niva av
antioksidanter, vitaminer og mineraler som kan pavirke resultatet.
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Figur 18. SOD aktivitet i hepatocytter dyrket i 5 ulike oljekvaliteter (0,5 mg/ml) i 48 timer.
Fiskeoljene var tillaget etter metode 1.
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Figur 19. Glutation peroxidase (GPX) aktivitet i hepatocytter dyrket i 5 ulike oljekvaliteter (0,5
mg/ml) i 48 timer. Fiskeoljene var tillaget etter metode 1.
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Figur 20 viser en svak tendens til gkende oksidasjonsgrad i cellene med ekende oksidasjonsgrad
av oljene fra K2 til K4. K5 viser en kraftig okt oksidasjonsgrad i cellene sammenlignet med de
andre gruppene. K5 er tilsatt i form av etylester, mens de andre oljene er tilsatt i form av
triglyserid, noe som kan ha pavirket analyseresultatet. I tillegg inneholder denne gruppen ogsé noe
antioksidanter, og vi er usikker pd hvorvidt disse antioksidantene kan forstyrre DPPP analysen.
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Figur 20. DPPP oksidasjon i hepatocytter dyrket i 5 ulike oljekvaliteter (0,5 mg/ml) i 48 timer.
Fiskeoljene var tillaget etter metode 1.

Figur 21 viser uttrykk av gener relatert til stress, antioksidanter og inflammasjon i hepatocytter
inkubert med 5 ulike oljekvaliteter. Figuren viser en ekning 1 utrykk av stressresponsgenene GRP
78 og XBP 1, antioksidantene GPX og den inflammatoriske markeren NFkB i gruppene tilsatt
oljer med hegyest harskningsgrad sammenlignet med celler inkubert med oljer med lavere
harskningsgrad.
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Figur 21. Uttrykk av gener relatert til oksidativt stress og inflammasjon i hepatocytter dyrket i 5
ulike oljekvaliteter (0,5 mg/ml) ved 48 timer. Fiskeoljene var tillaget etter metode 1. Verdien i
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kontrollceller (celler ikke tilsatt oljer) er satt til 0 og alle andre grupper er beregnet relativt til
denne. GRP78 er en sentral regulator av endoplasmatiske retikulum (ER) homeostase pa grunn av
at den har flere funksjonelle roller i proteinfolding, ER-kalsiumbinding, og kontrollering av
aktiveringen av transmembrane ER-stressensorer. ATF6 er en transmembran transkripsjonsfaktor
som aktiverer transkripsjon av ER molekyler. XBP1 er en transkripsjonsfaktor som regulerer
uttrykket av gener som er viktige for riktig funksjon av immunsystemet, og i celle- og ER-
stressrespons. GPx2 og GPx3 er glutation peroksidase enzymer som finnes intra- og
ekstracelluleaert. Disse enzymene er antioksidanter som er ansvarlig for det meste av den glutation-
avhengige hydrogenperokside-reduserende aktiviteten hos mennesker. Peroxiredoxins (PRDX) er
en annen antioksidant med en multifunksjonell thioredoxin-avhengig peroxidase aktivitet. Heme
oksygenase (HMOX) er en viktig enzym involvert i heme katabolisme som splitter heme, og danner
biliverdin. NFxB (P107) er en kritisk regulator av tidlig patogen respons. Dette proteinet spiller
en viktig rolle i & fremme betennelsesreaksjoner og er viktig i regulering av celle-poliferasjon og
celleoverlevelse. NF&B inhibitor A1 hemmer aktiviteten til NFxB.

3.3.5 EKSPERIMENT 5 - KARTLEGGING AV RESPONS, PA ULIK HARSKNINGSGRAD AV OLJER, | EN
HUMAN CACO-2 CELLELINJE

Den humane tarmcellelinjen Caco-2 ble benyttet til studier av lipidperoksidering i celler.
Konfluente celler ble tilsatt en fortynningsrekke av oljer med ekende harskningsgrad (beskrevet 1
tabell 5). Figur 22 viser at bade okt konsentrasjon av de enkelte oljer og ogsd ekt harskningsgrad
forer til okt grad av lipidperoksidering i humane Caco-2 celler ved 24 timer. Omtrent samme
respons ble ogsé observert etter 48 timer (Figur 23), men ved 48 timers-inkubering far vi en form
for metning fra og med 25 % harskning.
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Figur 22. DPPP-Lipidperoksidering i Caco-2 celler dyrket i olje med gkende harskningsgrad i 24
timer. Fiskeoljene var tillaget etter metode 2. Resultatene er et sammendrag av 3-5 forsgk
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Figur 23. DPPP-Lipidperoksidering i Caco-2 celler dyrket i olje med gkende harskningsgrad i 48
timer. Fiskeoljene var tillaget etter metode 2. Resultatene er et sammendrag av 3-5 forsgk

Figur 24 og 25 viser oksidasjonsgrad i Caco-2 celler etter inkubasjon med 5 ulike oljekvaliteter (se
tabell 6) etter henholdsvis 24 og 48 timer. Olje K5 gir ekstremt mye heyere lipid peroksidering
enn forventet, noe som ogsa ble observert i hepatocytter fra fisk. Dette kan muligens skyldes at
denne oljen er en etylester og/eller at den inneholder ulike antioksidanter enn de andre testede
oljene. De andre oljekvalitetene viste okt oksidasjonsgrad i cellene med ekende harskningsgrad av
oljene. Det samme responsmenster kunne observeres bade ved 24 timer og 48 timer.
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Figur 24. DPPP-Lipidperoksidering i Caco-2 celler dyrket i 5 ulike oljekvaliteter i 24 timer.
Fiskeoljene var tillaget etter metode 2. Resultatene er et sammendrag av 3-5 forsgk.
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DPPP - Lipid peroksidering 48t
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Figur 25. DPPP-Lipidperoksidering i Caco-2 celler dyrket i 5 ulike oljekvaliteter i 48 timer.
Fiskeoljene var tillaget etter metode 2. Resultatene er et sammendrag av 3-5 forsgk.

Eventuell toksisk effekt av fiskeoljer pd humane Caco-2 celler sjekkes ved bruk av MTT-assayet
(Figur 26). Dette er en kolorimetrisk metode som benytter kapasiteten til & spalte av tetrazolium
saltet MTT til purpurfargede krystaller som mal pa celledelingskapasitet metabolsk aktive celler.
Til denne studien benyttes celler i delingsfasen (i proliferasjon). Dose respons kurven viser at alle
oljekvaliteter har en hemmende effekt pa celledeling 1 overensstemmelse med tidligere studier som
har vist at omega-3 fettsyrer har en hemmende effekt pd kreftceller i tarm (Fukunaga et al., 2008).
Resultatene antyder videre at oljer med lav oksidasjonsgrad i sterre grad har en hemmende effekt
pa utviklingen av kreftceller enn oljer av darligere kvalitet (hoyere harskningsgrad).

Resultater fra de 5 utvalgte oljekvalitetene stemmer ikke helt overens med resultatene fra dose
respons kurven med gkende harskningsgrad av samme olje. Det kan stilles spersmél ved om ulik

tilstedevaerelse av antioksidanter, fettsyresammensetning og/eller opprinnelsen av oljen forklare
forskjellene?
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Figur 26. MTT analyse av Caco-2 celler dyrket i enten en fortynningsrekke med gkende
harskingsgrad av oljen eller med 5 ulike oljekvaliteter i 24 timer. Fiskeoljene var tillaget etter
metode 2. Resultatene er et sammendrag av 3-5 forsgk.
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Figur 27. MTT analyse av Caco-2 celler dyrket i enten en fortynningsrekke med gkende
harskingsgrad av oljen eller med 5 ulike oljekvaliteter i 48 timer. Fiskeoljene var tillaget etter
metode 2. Resultatene er et sammendrag av 3-5 forsgk.

3.3.6. EFFEKTER | HUMAN MONOCYTTCELLELINJE

For & studere effekten av oksiderte oljer pd inflammasjonsresponsen benyttes en human
monocyttcellelinje som er stabilt transfektert med en NF-kB-luciferase reporterkonstrukt.
Forandringer i aktiviteten til transkripsjonsfaktoren NF-kB spiller en viktig rolle i cellulare stress,
immun- og inflammasjonsresponser (Figur 28). Dose-respons-kurven antyder at ekende oksidering
gir en svak gkning i NF-xB aktivitet i monocytter. Men denne ekningen er sapass svak at den
antagelig ikke har noen skadelig effekt. Sma ekninger i NF-kB aktiviteten kan tvert imot vere
gunstig for helsen. Resultatene med de utvalgte oljene gjenspeiler resultatene fra dose respons

kurven, ved at de harske oljene gir hoyere NF-xB aktivitet enn de mindre harske oljene. Men
verdiene sammensvarer ikke helt.
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Figur 28. Basal NF-xB aktivitet i humane monocytter dyrket i enten en fortynningsrekke med
gkende harskingsgrad av oljen eller med 5 ulike oljekvaliteter. Fiskeoljene var tillaget etter
metode 2. Resultatene er et sammendrag av 3-5 forsgk.

3.4. Konklusjon, delprosjekt 2: Cellemodeller

3.4.1. KARTLEGGING AV EFFEKTER PA HELSEMARK@RER - CELLE MODELLSYSTEMER

Primeerceller fra laks og cellelinjer fra menneske har blitt benyttet som modellsystem for & studere
effekter av oljekvaliteter/oksidasjonsgrad pd helsemarkerer.

Innledende forsek viste at celler 1 kultur er et nyttig verktoy for & studere effekter av ulike
oljekvaliteter pa helsemarkerer. Forsekene med primare leverceller fra laks viste at celler dyrket i
et medium tilsatt oljer med eokende oksidasjonsgrad, viste en ekning i enzymaktivitet av den
intracellulaere antioksidanten SOD ved lav oksidasjonsgrad av oljen, mens hey oksidasjonsgrad
forte til reduksjon 1 enzymaktiviteten til SOD og ekning i niva av sekundare oksidasjonsproduktet
(MDA). Okende oksidasjonsgrad av oljer forte ogsé til ekt oksidasjon av cellemembran lipider og
tendens til tap av membranfosfolipider. @kt oksidasjonsgrad gav ekende utrykk av
stressresponsgenene GRP 78 og ATF 6, antioksidanten GPX og den inflammatoriske markeren
NF«B.

Okt konsentrasjon av de enkelte oljer og ogséd ekt harskningsgrad ferte til ekt grad av
lipidperoksidering i humane Caco-2 celler (kreftcellelinje). Foreleopige resultater antyder at alle
oljekvaliteter som ble testet hadde en hemmende effekt pa celledelingen, men gode oljer med lav
oksidasjonsgrad hadde en sterre hemmende effekt pa celledelingen enn oljer med hoy
oksidasjonsgrad.

For & studere effekten av oksiderte oljer pa inflammasjonsresponsen ble det benyttet en human
monocyttcellelinje som er stabilt transfektert med en NF-kB-luciferase reporterkonstrukt. Dose-
respons kurven antyder at ekende oksidasjonsgrad gir en svak ekning i NF-kB aktivitet i
monocytter. Men denne gkningen er sdpass svak at den antagelig ikke har noen skadelig effekt.

Resultatene viste ogsa at responsen i celler til en stor grad er avhengig av hvorledes
oljesubstratene presenteres for cellene og hvorledes de er behandlet forut for forsekene.
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4. Felles oppsummering delprosjekt 1 og 2

Det er vel kjent at omega-3-oljer forer til positive helseeffekter i mennesker. Omega-3-fettsyrer er
viktig for normal utvikling av nyfedtes nervesystem og netthinne. I voksne er det vist at omega-3-
fettsyrer er med pa & redusere risikofaktorer assosiert med hjerte- og karsykdommer. Andre
omrader hvor omega-3-fettsyrer gir fordeler er kontroll av kronisk betennelse, forebygging av
kreft og psykisk helse. Det er imidlertid en ekende bekymring for at gkt oksidasjonsgrad av oljer
rike pd omega-3 fettsyrer kan redusere de positive helseeffektene. Dokumentasjon relatert til bade
positive og negative effekter er derfor etterspurt. For & kunne benytte ferskhet, eller grad av
oksidering til & differensiere mellom kommersielle oljer, er man avhengig av at det finnes en godt
dokumentert og verifiserbar ssmmenheng mellom positive helseeffekter og lav oksidasjonsgrad.

Ett mil 1 dette Rubin-prosjektet har vaert 4 oke kunnskapen om spredningen i
oljekvaliteter/oksidasjonsgrad av omega-3-oljer som i dag er tilgjengelig i helsekost- og
dagligvarebutikker, og videre & dokumentere hvorvidt kvalitet/oksidasjonsgrad av omega-3-oljer
pavirker utvalgte helsemarkerer i cellemodellsystemer. Analyser av harskningsgrad av 113 ulike
kommersielle omega-3-produkter kjopt fra dagligvarebutikker og helsekostbutikker viste at bare
noen fa av produktene tilfredsstilte kvalitetskravene (GOED).

Vare undersokelser viste videre at kvalitet/oksidasjonsgrad av omega-3-oljene pévirket uttrykk av
utvalgte helsemarkerer som enzymaktivitet av intracellulere antioksidanter, celledeling og
inflammatoriske markerer. Videre studier er nedvendig for & verifisere om resultatene fra
modellsystemene gjelder for mennesker generelt.
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