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Sammendrag
Hgsting lengre ned i de trofiske nivaene etter arter som er lite utnyttet, slik som raudate

(Calanus finmarchicus), er foreslatt som et tiltak for mer barekraftig utnyttelse av ressursene i
havet. Raudate inneholder viktige neeringsstoffer som lipider, proteiner og kitin. Artens lave
plassering i naeringskjeden sammen med en kort ettarig livssyklus gjer bioakkumulasjonen av
tungt nedbrytbare miljggifter sveert lav i raudata. Firmaet Calanus AS hgster og prosesserer
raudata, og det lages tre produkter av rastoffet: Calanus® Oil, en hydrolysert proteinfase
(Calanus® Hydrolysate) og en skallfraksjon (Calanus® Powder). Bedriften arbeider med
utvikling og optimalisering av raffineringstrinn med sitronsyrevask i prosessering av
skallfraksjonen for a forbedre og optimalisere produktet, samt & minimalisere innholdet av
mineraler og metaller. Hensikten med oppgaven var & karakterisere den biokjemiske
sammensetningen, fettsyresammensetningen og a bestemme kitininnholdet i skallfraksjonene
far og etter sitronsyrevask. Fire skallfraksjoner ble undersgkt. Standardprotokollene som ble
benyttet pa de vate skallfraksjonene 1 og 2 var: veaske-tarrstoffratio (V/TS) 12 ml/g, 0,12 M
syrekonsentrasjon, behandlingstid pa 2 timer og varmebehandling ved 80 °C i vannbad.
Effektene av a variere parameterne: V/TS (6, 9 og 12 ml/g), syrekonsentrasjon (0,0 M, 0,06 M
eller 0,18 M) og behandlingstid (1 t) ble undersgkt. De tarkede skallfraksjonene var vasket med
en behandlingstid pa en time ved 60 °C (inkubator ved 150 rpm.) med en V/TS pa 12 ml/g og
syrekonsentrasjon pa enten 0,06 eller 0,12 M. Naringsinnholdet i skallfraksjonene ble
undersgkt for og etter vask og effektene av de ulike vaskebetingelsene ble sammenlignet.

Resultatene viste at neringsinnholdet i ubehandlet skallfraksjon 2 skilte seg fra de andre
skallfraksjonene ved & ha et hgyt innhold av aske. Den generelle trenden var at sitronsyrevask
resulterte i et betraktelig lavere innhold av aske og et hgyere innhold av fett i skallfraksjonene.
Videre gkte det relative proteininnholdet stort sett i skallfraksjonene og mengden TAA og EAA
ble oppkonsentrert. Fettsyresammensetningen ble lite pavirket av sitronsyrevask, men
kitininnholdet ble pavirket i varierende grad. Det kan se ut som at syrevask hadde starre effekt
I seg selv og at endring av de ulike vaskeparameterne hadde mindre effekt. Det er derfor
vanskelig a konkludere med hvilken behandling som gir best effekt, men for neeringsinnholdet
ser alle betingelsene ut til & kunne gi et godt produkt. Det ma her ogsa tas hensyn til reduksjon
av eventuelle ugnskede komponenter etter syrevask. Skallfraksjonene kan anvendes videre
innen forindustri og til andre naringsrike produkter etter at de har vaert gjennom et vasketrinn
med 0,06 eller 0,12 M sitronsyre. En viktig observasjon er at variasjon i biokjemisk

sammensetning av rastoffet hadde stor innvirkning pa sluttresultatet.
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Summary

Harvesting unexploited species at lower trophic levels, such as copepods (Calanus
finmarchicus), is suggested as an action to obtain more sustainable utilization of the resources
in the sea. Copepods contain important nutrients such as lipids, proteins and chitin. The low
trophic level of the species in addition to a short one-year life cycle makes the bioaccumulation
of pollutants very low. Calanus AS is harvesting and processing raw materials, and produces
three products: Calanus® Oil, a protein hydrolysate (Calanus® Hydrolysate) and a shell
fraction (Calanus® Powder). The company is developing and optimizing refining steps with a
citric acid-wash, to improve and optimize the product, as well as minimizing the content of
minerals and metals. The aim of this thesis has been to characterize the biochemical properties,
fatty acid composition and to determine the chitin content of the shell fractions before and after
a wash with citric acid. Four shell fractions were examined. The standard protocols of the
treatment of shell fraction 1 and 2 was: liquid-dry matter ratios (V/TS) 12 ml/g, 0.12 M citric
acid, 2-hour treatment time and 80 °C heat treatment in water bath. Effects of the various
parameters were investigated: V/TS (6, 9 and 12 ml/g), acid concentration (0.0 M, 0.06 M or
0.18 M) and treatment time (1 h). For the dried shell fractions a treatment time of one hour at
60 °C (incubator at 150 rpm) with a /TS of 12 ml/g and varying acid concentration of 0.06
and 0.12 M was used. The effect the various parameters on the nutrient content of the shell

fraction was examined.

Nutrient content of shell fraction 2 differed from the other fractions due to its high ash content.
The general trend showed that citric acid-wash resulted in a significantly lower ash content and
a higher fat content in the shell fractions. Furthermore, the relative protein content increased in
the shell fractions and the amount of TAA and EAA was concentrated. The fatty acid
composition was not affected by citric acid wash, but the chitin content was affected in varying
degrees. It may seem that acid-wash had a greater effect in itself and the change of the different
washing parameters had less effect. It is therefore difficult to conclude on the best treatment.
Regarding nutrient contents all protocols appear to result in a high-quality product. The
reduction of unwanted components must, however, also be considered. The shell fractions can
be used in feed industry and in nutritional products also after wash treatment with 0.06 or 0.12
M citric acid. Finally, it should be emphasized that variation in biochemical composition of the

raw material greatly influenced the results.
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1 Innledning

Verdens fiskerier fangster per i dag hovedsakelig i gvre del av neringskjeden, og presset pa
mange av artene i disse fiskeriene er stort. | EU-rapporten «Food from the oceans» (Bujnicki,
2017) diskuteres det hvordan vi kan hgste mer barekraftig av ressursene som finnes i havet.
Det er pa verdensbasis gkende behov for neeringsrike matkilder til en befolkning i vekst. Det
vil vare utfordrende & produsere nok mat til en verdensbefolkning som er estimert & na 9
milliarder mennesker innen 2050 (FAO, 2018). For a mgte behovet og samtidig hgste
barekraftig, er et tiltak som foreslas a hgste lengre ned i trofisk niva etter uutnyttede arter som
planteetere og alger (Figur 1). Disse artene har et stort potensial og er dokumentert & produsere
store biomasser og kan gi opphav til naringsrike produkter. (Bujnicki, 2017). Utnyttelse av
underutnyttede marine ressurser som krepsdyr, dyreplankton og alger kan trolig senke presset
pa fiskeriene i den gvre delen av naringskjeden (Olsen, 2011). Raudate eller Calanus

finmarchicus er et eksempel pa en lite utnyttet art pa lavt trofisk niva.

Figur 1. Det pelagiske systemet i Barentshavet systematisert etter trofisk niva. Nederst er
planteplankton, deretter dyreplankton, i midten er starre dyreplankton, fiskeyngel, sild og torsk.
Nest gverst er starre rovfisk, sel, bardehval og sjefugl, everst er spekkhogger og isbjern
representert. Den starste produksjonen er pa bunnen, og den laveste produksjonen er pa toppen
av pyramiden, hvor det tradisjonelt hgstes mest. Bildet er en illustrasjon av Arild Sether og er
hentet fra havforskningsinstituttets rapport, 2015 (Bakketeig, 2015).

C. finmarchicus (raudate) er et dyreplankton og en art av hoppekreps i ordenen calanoider
(Broms, 2016). | de nordlige havomradene er det en arlig produksjon av Calanus-arter pa ca.

300 millioner tonn, der raudate er den dominerende arten (Fiskeridirektoratet, 2016; Skjoldal
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et al., 2004). Raudate er en del av det komplekse neeringsnettet i det marine miljget og har en
ngkkelrolle i neringskjeden mellom primeerprodusenter og organismer i hayere trofiske nivaer
slik som sild, laks og torskelarver (Falk-Petersen et al., 2009; Skjoldal et al., 2004). Raudate
inneholder lipider, proteiner, Kkitin og antioksidanter (karotenoider), og det gkonomiske
potensialet for arten er derfor stort (Maria Bergvik et al., 2012b; Eysteinsson et al., 2018).
Artens lave niva i nzringskjeden, og en kort ettarig livssyklus, gjar bioakkumulasjon av tungt
nedbrytbare miljggifter som dioksiner og PCB sveert lav (Grimaldo et al., 2011; Mizukawa et
al., 2009).

Raudate blir hgstet i sommerhalvaret nar de holder seg hayt i havoverflaten. Hgstingen har
siden 2003 vaert drevet i henhold til en forsgkstillatelse pa raudate tildelt Calanus AS. 1 2016
ble det foreslatt en totalkvote av raudate pa 165 000 tonn (Fiskeridirektoratet, 2016) og tidligere
i ar ble det apnet for kommersiell hgsting av arten med en kvote pa 254 000 tonn ut aret

(Regjeringen, 2019).

Calanus AS har utviklet hele verdikjeden ved at de utfgrer alle operasjoner fra fangst av raudate
til salg og distribusjon av kosttilskudd. Produksjon av kosttilskudd basert pa raudate drives ved
industriell bioraffinering for & utvinne Calanus® Oil fra raudata. Det lages tre produkter under
denne prosesseringen av rastoffet: Calanus® Oil, en hydrolysert proteinfase (Calanus®
Hydrolysate) og en skallfraksjon (Calanus® Powder). Calanus® Oil er rik pa voksestere,
omega-3 fettsyrer og astaxhantin, som bidrar til & holde oljen stabil og tillegger den ekstra
egenskaper. Calanus® Hydrolysate er et proteinekstrakt i vaeskeform som er utvunnet ved
enzymatisk hydrolyse av raudata, og brukes som smaksforsterker i marint for og til kjseledyr.
Skallfraksjonen selges i dag i terket form og brukes som fortilskudd innen akvakultur og
dyrefér. Bedriften arbeider kontinuerlig med utvikling av raffineringstrinn i produksjonen av
skallfraksjonen for a forbedre og optimalisere produktet.

Formalet med raffineringen benyttet pa materialet i denne oppgaven var a redusere innholdet
av ugnskede komponenter med bruk av enkle behandlingsmetoder. Men for a gke
Ilennsomheten i produksjonen er det avgjgrende at denne raffineringen ikke fjerner noen av de
gnskede «verdifulle» komponentene i skallfraksjonen. Det er derfor ngdvendig a undersgke om
raffineringsprosessene pavirker naeringsinnholdet i skallfraksjonen. De viktigste komponentene
som inngar i skallfraksjonen er proteiner og lipider. Innholdet av kitin i skallfraksjonen, er ogsa

av interesse siden kitin-deriverte produkter er dokumentert a ha mange funksjonelle

egenskaper, deriblant funksjon som prebiotika og antimikrobielle egenskaper (Rinaudo, 2006).
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Malet med oppgaven var & karakterisere naringsinnholdet i et utvalg skallfraksjoner av calanus
finmarchicus, far og etter raffinering med sitronsyrevask med ulike parametere, for a evaluere

dette raffineringstrinnet.

Delmal:

- Undersgke biokjemisk sammensetning far og etter raffineringstrinn
- Se pa fettsyresammensetningen i fett ekstrahert fra skallfraksjon

- Bestemme kitininnholdet i skallfraksjonene



2 Bakgrunn

2.1 Calanus finmarchicus

I norske og arktiske farvann eksisterer fire arter av Calanus; C. finmarchicus (raudate), C.
helgolandicus, C. glacialis og C. hyperboreus. Disse artene er de viktigste biomassene i disse
farvannene. Som tidligere nevnt er de dokumentert a ha en arlig biomasseproduksjon pa ca. 300
millioner tonn, hvor rauddte er den dominerende arten blant disse i Norskehavet
(Fiskeridirektoratet, 2016). Raudate har en nordlig utbredelse og fares med havstremmene inn
i Barentshavet, Norskehavet og narliggende fjorder, hvor arten spiller en ngkkelrolle i de
marine gkosystemene. Raudata dominerer disse miljgene sammen med mesoplankton og er et
viktig bindeledd mellom primeaerprodusenter til arter av hgyere trofisk niva (Melle et al., 2014).
Arten har stor betydning i naringskjeden som mat og startfgde for mange fiskearter. Fordi
raudata er sekundaerprodusent og livnarer seg av planteplankton fra bunnen av naringskjeden,

er den rik pa flerumettede omega-3 fettsyrer (Eysteinsson et al., 2018).

Livssyklusen til raudate er ettarig, og falger oppblomstringen av planteplankton som den
livnaerer seg av. Livssyklusen har tolv utviklingsstadier, fra egg til voksen kjgnnsmoden (Figur
2). Raudata klekkes som naupliilarver, utvikles gjennom seks naupliistadier (N1-N6), og seks
kopeopodittstadier (C1-C6) og blir kjgnnsmoden ved stadium C6 (Falk-Petersen et al., 2009;
Fiskeridirektoratet, 2016). Ferdigutviklet i kjgnnsmodent stadium oppnar raudata en lengde pa

2-3 mm (Eysteinsson et al., 2018).
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Figur 2. Raudatas livssyklus fra egg til naupliistadier (N1-N6) og kopeopodstadier (C1-C6). |
stadiet C5 er raudata pa sitt mest lipidrike og i stadium C5-D gar raudate inn i diapausen
(dvaletilstand) pa 500-2000 meter dyp. | stadiet C6 avslutter diapausen og raudata nar sitt
voksne, kjgnnsmodne stadium (Fisheries Research Services, 2004).
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Raudata gyter i de gverste vannmassene under varoppblomstringen fra april til mai (Falk-
Petersen et al., 2009; Madsen et al., 2008). Under varoppblomstringen vil det vare gkende lys-
intensitet og varme. VVaroppblomstringen bidrar til hgye forekomster av planteplankton og is-
alger som dyreplankton livnearer seg av (Falk-Petersen et al., 2009; Hirche & Kosobokova,
2007). Naupliilarvene livnarer seg av planteplanktonet, og opparbeider seg pa denne maten et
lipidlager pa sommer og hasten (Figur 3). Lipider lagres i form av voksestere hos raudate i de
siste  kopepod-stadiene (C3-C5) og hos voksne (C6) (M. Bergvik et al.,, 2012a).
Voksesterlipidene lagres som depotfett, og en viktig funksjon til disse lipidene er & bidra til &
regulere oppdriftsegenskapene under vandringen til dypet, opp til havoverflaten og til vertikal
migrasjon (Visser & Jonasdottir, 1999). Nar tilgangen til naering er sveert begrenset gar raudata
over til en dvaletilstand kalt diapausen (M. Bergvik et al., 2012a; Lee et al., 1971). Diapausen
kan vare i opptil seks maneder. | denne fasen synker raudata til dyp pa 500-2000 m og blir der
frem til neste var. Nar diapausen avslutter starter raudata sin vandring til overflaten for & gyte
(Broms, 2016).



Figur 3. En voksen rauddte og tre naupliilarver. Fotograf: Terje van der Meeren,
Havforskningsinstituttet (Hoddevik, 2019).

Hastingen av raudata skjer pa sommer-halvaret ved traling i havoverflaten hvor raudata holder
til (0-50 m). De haye konsentrasjonene av naring ferer til store mengder med raudate i
havoverflaten og dette utnyttes under den kommersielle hgstingen som skjer i dette tidsrommet
(M. Bergvik et al., 2012a). Nar raudata er i livsstadium C5 er den pa sitt mest lipidrike, og
maskevidden i flytetralen som benyttes er tilpasset raudate i C5 og mens raudate i yngre stadier
blir selektert ut (Fiskeridirektoratet, 2016).



2.2 Biogkonomi — baerekraftig utnyttelse av biologiske ressurser

Svinn er et av de starste problemene i verdens fiskerier (Feekings et al., 2012). De begrensede
fiskeressursene i verden gjer det ngdvendig & optimalisere utnyttelsen fra fiskeriene. Det har
derfor over flere ar vert et gkende fokus pa a utnytte alt som hgstes av biologiske ressurser, og
dette har fart til utviklingen av en biogkonomi. Biogkonomi omfatter barekraftig og lannsom
produksjon av fornybare biologiske ressurser og utnyttelse av disse til mat og for, ingredienser,
helseprodukter, kjemikalier, energi, materialer og andre produkter (Fiskeridepartementet,

2016). Disse produktene er av ulik verdi og volumpotensial (Figur 4).

F

Hay verdi

+ Lavverdi

Figur 4. Verdipyramide som viser verdi og volumpotensial for ulike anvendelser av biomasse.
Den laveste verdien oppnas ved forbrenning av biomasse. Hgy-verdi produkter oppnas nar
biomassen benyttes innen mat, for og farmasi (Lange et al., 2012).

Innen fiskeri og havbruksindustrien er marint restrastoff er en viktig verdiskapende ressurs som
gjenstar etter utnyttelsen av hovedprodukter. Restrastoff fra fisk og skalldyr er definert som de
deler som ikke er det primare hovedproduktet (Richardsen et al., 2017). Det er deler som slo,
hoder, rygg, avskjeer, blod, melke/rogn skinn, buklapp, hale, mage og skall fra skalldyr. |
hovedsak blir disse delene brukt som ingrediens i for, eller som konsumprodukter. Utnyttelse
av restrastoff i Norge rapporteres arlig, og dokumenterer utnyttelsesgraden hos de ulike
naeringene. | 2016 ble 28 % av restrastoffet fra skalldyrnaringen utnyttet, slik at potensialet for

a gke utnyttelsen er derfor stor (Richardsen et al., 2017).

Calanus® Oil utvinnes fra C. finmarchicus og selges i kapselform. Oljen utvinnes ved
hydrolyseprosesser med enzymer som er en miljgvennlig og sikker metode for a ekstrahere
oljen, samt at det gir et hgyt utbytte (Dumay, 2006; Vang, 2015). Under utvinningen av oljen,
dannes det to andre produkter; en hydrolysert proteinfase (Calanus® Hydrolysate) og en
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skallfraksjon (Calanus® Powder). Ifglge firmaet benyttes Calanus® Powder i dag innen
akvakultur i forformuleringer til rekeindustri, anrikning av artemia, koraller, akvariefisk og som
agn. Calanus® Powder benyttes ogsa til kjeeledyr som hund og katt, og pa sikt kan det veere
aktuelt & utvikle produkt til humant konsum. Selskapet har utviklet produksjonsprosesser for a

utnytte hele ravaren, og det er ingen komponenter som gar til spille (Figur 5).

Olje
Press juice <
-_-_ Pmsesseﬂng PmteﬁmymOIYSat

Skallfraksjon

Figur 5. Flytskjema som illustrerer den industrielle lipidekstraksjonen fra C. finmarchicus og
de tre sluttproduktene som dannes under produksjon av Calanus® Oil. Illustrasjon modifisert
fra Vang (2015).



2.3 Biokjemisk sammensetning av C. finmarchicus

2.3.1 Lipid- og fettsyresammensetning hos C. finmarchicus

Marint fett har et relativt hegyt innhold av de langkjedede omega-3 fettsyrene eikosapentaensyre
(EPA, 20:5 n-3), dokosaheksaensyre (DHA, 22:6 n-3) og andre flerumettede fettsyrer (PUFA).
| fiskeolje er fettsyrene normalt forestret som triacylglycerol (TAG) (De Silva, 2011), hos krill
er de i form av fosfolipider (Gigliotti et al., 2011), og hos hoppekreps i kalde farvann bindes
lipidene til voksestere (Tande et al., 2016). | hoppekrepsen raudate akkumuleres lipidene i en
oljesekk i form av voksestere som utvikles ved C3 stadiet. Akkumuleringen skjer under
sommerhalvaret med forberedelse til diapausen hvor voksestere dominerer lipidprofilen under
sensommer og vinter, og mengden TAG (Figur 6) gker gjennom varen og tidlig sommer (Falk-
Petersen et al., 1987). Med et hayt lipidinnhold i livsstadiene C4 og C5 kan lipidene sta for 65
% av terrvektbasis. Disse lipidene er rike pa hgyenergi voksestere (70-90 %), langkjedede
fettalkoholer og fettsyrer (Falk-Petersen et al., 1987; Kattner et al., 1989; Richard et al., 2006;
Scott et al., 2000). Det har tidligere veert tvil om fisk har evne til & utnytte voksestere fra
krepsdyr, men det er dokumentert at laks kan fordgye og absorbere voks like godt som TAG
(Bogevik, 2011). Mennesker kan ogsa innta og utnytte begrensede mengder voksestere, og
oljen fra raudate er en godt egnet kilde til DHA og EPA (Cook et al., 2016).

o
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H C O C R3
I
| o
H

Figur 6. Triacylglycerol (TAG) er bygd opp av glyserol forestret med tre fettsyrer,
hydrokarbonkjeder er representert ved R1, R2 og R3.



Fettsyreprofilen til voksesterlipidene (Figur 7) i raudata reflekteres i stor grad av
fettsyresammensetningen til planteplanktonet den spiser (Lee et al., 1971). Raudatas
voksesterlipider inneholder flere ulike omega-3 fettsyrer og har et hgyt innhold av EPA og
DHA (Tande et al., 2016). | tillegg inneholder raudata stearidonsyre (SDA, 18:4 n-3) (Kattner
& Hagen, 1995), som hovedsak foreligger i depotfettet.

g 4 7 0%
CH,

Figur 7. En marin voksester i raudate, som bestar av dokosahexaensyre (DHA, 22:6n-3)
forestret til et langkjedet, en-umettet fettsyrealkohol (22:1 n-11) (Olsen, 2017).

Omega-3 fettsyrer inngar i cellemembranen og er viktige for at cellene skal fungere optimalt,
samtidig som de er dokumentert a bidra til reduksjon av inflammasjon og anti-trombotisk effekt
(Calder, 2015). Studier har vist at omega-3 fettsyrer kan redusere smerter knyttet til leddgikt
(Abdulrazaq et al., 2017), veere betennelsesdempende, senke risiko for hjerte- og
karsykdommer (Calder, 2015) samt muligens & ha virkning mot noen normale kreftformer
(Rose & Connolly, 1999). Nyere studier har imidlertid gitt indikasjoner pa at enkelte av de
etablerte effektene av omega-3 tilskudd ma revurderes. Flere internasjonale forskningmiljger
hevder i dag at det ikke er godt nok dokumentert at inntak av omega-3 som kosttilskudd kan
bidra til & minske risikoen for hjerte og karsykdommer (Abdelhamid, 2018; Balk et al., 2006).

Linolsyre (LA, C18:2 n-6) og a-linolensyre (ALA, 18:3 n-3) er essensielle fettsyrer for
mennesker. Det er bare planter og planteplankton som kan syntetisere disse, hvor syntesen er
seerlig effektiv hos marint fytoplankton som omsetter de videre til langkjedede omega-3 og
omega-6 fettsyrer. Disse fettsyrene overfagres videre oppover i den marine neringskjeden
(Calder & Yagoob, 2009). Forholdet mellom fettsyrene omega-6/omega-3 (n-6/n-3) er et viktig
mal, ettersom en hgy ratio kan gi gkt risiko for sykdommer som hjerte- og karsykdom og kreft
(Calder, 2015; Simopoulos, 2002). Ideelt sett er det gnskelig at forholdet mellom omega-6 og
omega-3 holdes pa 5, eller lavere. | lgpet av evolusjonens gang hos mennesket har forholdet av
n-6/n-3 endret seg fra 1:1 til omtrent 16:1, eller hgyere i dagens vestlige diett (Simopoulos,
2002).
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2.3.1 Proteiner og aminosyresammensetning i C. finmarchicus

Hel raudate bestar av 10 —11 % protein (Vang et al., 2013). Proteiner er makromolekyler, bygd
opp av mindre enheter av aminosyrer koblet sammen med peptidbindinger (Figur 8) (Ceci et
al., 2007). Aminosyrer (AA) er organiske substanser som inneholder amino- og syregrupper.
De har lik struktur og oppbygging, men variasjonene i sidegruppene gjer at AA har ulike
biokjemiske egenskaper og funksjoner. I naturen eksisterer det rundt 300 forskjellige AA, men

kun 20 inngar som byggesteiner i proteiner (Wu, 2009).

peptide bond
" H [O\ 4 H O™
'H v/ \
Mo T T
| I |
oo N—Cq C—+—N—C; ---d-
| | ] | |
\ I\ /
N R___ 7 ~____Ru___~
i-th residue (i+1)-th residue

Figur 8. Peptidbinding mellom to aminosyrer (Ceci et al., 2007)

Det er vanlig & dele inn AA etter essensielle og ikke-essensielle. Aminosyrer som kan
syntetiseres av kroppen i tilstrekkelige mengder kalles ikke-essensielle AA. Essensielle
aminosyrer (EAA) kan ikke syntetiseres fra andre mellomprodukter i metabolismen og ma
tilfgres via kosten. Noen aminosyrer kalles funksjonelle AA, da de spiller en ngkkelrolle i
metabolismen som er ngdvendig for vedlikehold av vekst, reproduksjon og immunsystem.
Disse inkluderer arginin, cystein, glutamin, leucin, prolin og tryptofan (Wu, 2009). Enkelte AA

er begrensede, som inneberer at det er den farste EAA som er begrenset i proteinet.

Det er ni aminosyrer som er essensielle for mennesker (World Health Organization, 2007),
mens det for fisk og reker er ti essensielle aminosyrer (Wilson & Halver, 1986). Skallfraksjonen
benyttes per i dag innen akvakultur, blant annet som foéringrediens i rekeoppdrett. Dette er
rekers ti EAA: arginin, methionin, valin, threonin, isoleucin, leucin, lysin, histidin, fenylanin
og tryptofan (Shiau, 1998). Av disse er methionin, lysin og arginin er de farste begrensede AA
i kommersiell forformel til reker (Fox, 2006). | raudate er de hgyeste forekomstene av frie AA

vist a veere arginin og lysin (Helland et al., 2003).
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2.3.2 Kitin og andre komponenter i C. finmarchicus

Hoveddelen av skallet til krepsdyr er kitin, og kitinet utgjer ca. 3-4 % av raudatas terrvekt
(Solgaard et al., 2007). Kitin er et polysakkarid og det naturlige polymeret man finner mest av
i verden etter cellulose (Rinaudo, 2006). Hovedkildene til utvunnet kitin, er skall fra de marine
krepsdyrene reke og krabbe (Raghu et al., 2018; Younes & Rinaudo, 2015). Kitin har mange
funksjonelle egenskaper slik som antimikrobielle-, antivirale- og antifungale egenskaper samt
potensiale som prebiotika (Hahn et al., 2018; Rinaudo, 2006). Det er tidligere karakterisert som
et anti-neeringsstoff og ufordgyelig fiber, men forskning har vist at kitinet er fordgyelig hos
eksempelvis fisk (Hahn et al., 2018).

Kitosan er det viktigste derivatet av kitin, og har i likhet med kitin mange funksjonelle
egenskaper (Figur 9). Kitosan dannes ved ekstraksjon og deacetylering av kitin, men graden av
deacetylering og ved mer enn 50 % deacylering karakteriseres dette som kitosan. Kitosan har
kommersiell interesse og kan anvendes bade som hgyverdig produkt i farmasgytisk og
biomedisinsk industri og som ingrediens til kosmetikk og mat (Harish Prashanth &
Tharanathan, 2007). Sammenlignet med kitin er kitosan enklere a prosessere, men fordi kitosan
er hydrofilt og pH-sensitivt er stabiliteten i materialer av kitosan generelt lavere (Rinaudo,
2006). Det har vist seg utfordrende & analysere kitin-nivaet pa en ngyaktig mate, fordi kitinet

er kryssbundet i en matrise av proteiner (Hahn et al., 2018).

CHs
OH O ( OH
NH NH
-O/éo&/ ° "t TO0 O HO 2'" )
HO O HO O
NH 5 NH,
o ( H OH
CHs
L —In L —In
Kitin Kitosan

Figur 9. Kjemisk struktur av kitin og kitosan (Younes & Rinaudo, 2015).
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3 Materialer og metoder

3.1 Ramateriale

Prgver av vat- og terket skallfraksjon ble levert av firmaet Calanus AS (Tromsg, Norge).
Ramaterialet var av fire produksjonshatcher av Calanus skallfraksjon fer og etter ulike
optimaliseringer av raffineringsprosessen: To vate skallfraksjoner med batch nr. 1 og 2,
produsert i 2018 henholdsvis i uke 33 og 42, og to tgrkede skallfraksjoner med batch nr. 3 og 4
produsert i 2018 i henholdsvis uke 7 og 11. Ramaterialet ble lagret ved -20 grader inntil
analyser.

3.2 Forsgksdesign vate skallfraksjoner

De to vate skallfraksjonene var i utgangspunktet ubehandlet og kom direkte fra produksjonen
til Calanus AS, men deler av begge fraksjonene fikk ulik behandling med sitronsyre.
Utgangsmetoden var en behandling hvor disse parameterne var brukt: Vaske-tarrstoffratio
(VITS) 12 ml/g (som vil si at 1 g tarket skallfraksjon var lgst i 12 ml sitronsyrelgsning), 0,12
M syrekonsentrasjon, behandlingstid pa 2 timer og varmebehandling ved 80 °C i vannbad
(Tabell 1). Standardbetingelsene (12 ml/g, 0,12M, 2t, 80 °C) ble bestemt av Calanus AS etter
pilotforsgket pa tarket skallfraksjon, og dannet utgangspunktet for en potensiell behandling av
produktet i fremtiden. Denne seneste runden med forsgk ble satt opp for & undersgke om disse
parameterne kunne optimaliseres, samt & verifisere at metoden ogsd fungerte pa
skallfraksjonen, slik den vil foreligge i produksjonen. | oppgaven ble effekten av fglgende
parametere undersgkt: i) V/TS (6 ml/g og 9 ml/g, i tillegg til 12 ml/g), ii) syrekonsentrasjon
(0,0 M, 0,06 M eller 0,18 M, i tillegg til 0,12 M), og iii) redusert behandlingstid (1 t, i tillegg
til 2 t) (Figur 10).
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Tabell 1. Oversikt over parameterne som ble brukt ved styrebehandling av vate skallfraksjoner
fra batch 1 og 2, med varierte parametere. Standardbetingelsene er merket med stjerne *.

Tarrstoff Sitronsyrekons. (M) Behandlingstid Temperatur
(ml/g) (timer) (°C)
6 0.12 2 80
9 0.12 2 80
12 0.12 2 80 *
12 0 2 80
12 0.06 2 80
12 0.18 2 80
12 0.12 2 80 *
12 0.12 1 80
12 0.12 2 80 *
6 mlfg
Torrstoffratio /
(mlg) \ 9 mlg
12 mlig *
It
Behandlingstid
Skallfraksjon s <
2t*
O-preve
0,0M
0,06 M
Syrekonsentrasjon
b 0,12M*
0,18 M

Figur 10. Flytskjema som viser de ulike behandlingene benyttet pa skallfraksjonene.
Standardprotokollen er merket med *.
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3.3 Forsgksdesign tarkede skallfraksjoner

Tarkede skallfraksjoner fra pilotprosjektet ble ogsa analysert. Hver batch (nr. 3 og 4) hadde en
ubehandlet prave og to prgver med ulike behandlinger. Behandlingen av disse avvikte noe fra
behandlingen av de vate skallfraksjonene. Behandlingstiden var pa en time ved 60 °C
(inkubator ved 150 rpm.) med en V/TS pa 12 ml/g og syrekonsentrasjon pa 0,06 og 0,12 M
(Tabell 2). Det var to ekte paralleller av hver prgve.

Tabell 2. Oversikt over parametere som ble brukt ved styrebehandlingen av de terkede
skallfraksjonene (batch 3 og 4).

Tarrstoff Sitronsyrekons. [M] Behandlingstid Temperatur
(ml/g) (timer) (°C)
12 0.06 1 60
12 0.12 1 60
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3.4 Metoder

3.4.1 Bestemmelse av fettinnhold ved hjelp av fettekstraksjon

Fettekstraksjonen ble utfart basert pa Folchs metode (1957) med noen modifikasjoner. Omtrent
1 g prevemateriale (n=3) ble tilsatt 19 ml Diklormetan/Metanol (DCM:MeOH) (2:1)
(diklormetan: Honeywell, Muskegon, USA og metanol: Fisher Scientific AS, Loughborough,
England). En internstandard (IS), C17:0 heptadecanoic acid (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
ble lgst ut til en konsentrasjon pa 10 mg/ml i DCM:MeOH (2:1) og 1 ml ble tilsatt i hver prave
for raring i 40 minutter (Multi Reax Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach,
Tyskland). Lasningen ble filtrert med foldefilter (GE Healthcare, Buckinghamshire, England)
og tilsatt 4 ml 0,9 % natriumklorid (NaCl) (VWR chemicals international, Conshohocken,
USA), fer sentrifugering i Heraeus Multifuge 1 SR (Thermo Fisher Scientific, Osterode,
Tyskland) pa 2000 x g i 10 minutter. To adskilte faser fremkom, hvor den nederste fasen som
bestod av DCM og lipider, ble pipettert i glass (8 ml) og dampet til tarrhet ved N2-gass (AGA
AS, Oslo, Norge). Fettprosenten ble deretter bestemt basert pa vektdifferansen.

Ekstrahert fett (g)
Innveid prgve (g)

Fettprosent (%) = ( ) X 100%

3.4.2 Metylering far analyse av fettsyreprofil

Fettsyresammensetningen ble bestemt basert pa metoden beskrevet av Stoffel W. (1959).
Lipidprgvene ble lgst ut i DCM:MeOH (2:1) til en konsentrasjon pa 10 mg/ml. Det ble tilsatt
100 pl prave, 0,9 ml DCM og 2 ml 2 % Svovelsyre (95-97 %) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Tyskland) i metanol i Duran-rer. Prgvene ble satt i varmeblokk (Termaks Labolytics
AS, Trondheim, Norge) pa ca. 100 °C i en time, og deretter tilsatt 3,5 ml heptan (Honeywell,
Muskegon, USA) og 3,5 ml 5 % NaCl og rart i vortex (VWR international, Conshohocken, PA,
USA) pa 30 sek. Heptan og lipidfasen ble pipettert over i nye rgr og dampet tarr ved bruk av
N2-gass. Pravene ble lgst opp i 100 pl heptan og overfart til analyserar.
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3.4.3 Analyse av fettsyresammensetning ved gasskromatografi

En gasskromatograf 6890N (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) med en 7683B
autoinjektor og flammeionisasjonsdetektor (FID) ble brukt. Helium ble benyttet som baregass
og de ulike fettsyrene ble separert ved ulik vandringshastighet gjennom en Varian CP7419
kapilleerkolonne (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) (50 m x 250 pum x 0,25 pm
nominal), med injektor (240 °C) og detektor (250 °C). Fettsyrene ble identifisert med basis i
retensjonstiden sammenlignet med fettsyrestandarder til gasskromatografen; 1IPUFA, 2PUFA
0g 3PUFA (Supelco Analytical, Bellefonte, PA, USA). Andelen enkelte fettsyrer (FA) ble
bestemt som arealprosent og mengde fettsyre per 100 g prave.

Areal topp FA x Tilsatt IS (g)
Areal topp IS Vekt prove (g)

FA (g) pr.100 g prgve = x 100¢g

3.4.4 Bestemmelse av vann- og askeinnhold

AOAC 950.46b og AOAC 938.08 ble benyttet. Pravene (10 g) (n=3) ble veid i forhandsveide
aluminiumsbegere far tarking i varmeskap (Termaks - Labolytics AS, Trondheim, Norge) ved
100-110 °C i 2-5 dagn til konstant vekt.

Vatvekt — Tgrrvekt
Vanninnhold (%) V(é’lgt)vekt @ @) X 100 %

Tarkede prgver ble forbrent i forbrenningsovn (Nabertherm GmbH. Program Controller S27,
Lilienthal, Tyskland) ved 540 °C i 16 timer og veid.

Vekt ette brenni
Askeinnhold (%) = ——° V;t]; ‘:I;tr(gr;nmg 9+ 100%
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3.4.5 Analyse av totale aminosyrer med aminosyreanalysator

Aminosyrenivaet ble bestemt, basert pa Moore og Stein sin metode (1963). Totale aminosyrer
ble bestemt ved syrehydrolyse hvor tarket skallfraksjon (40 mg) eller vat skallfraksjon (200
mg) ble blandet med dH-O, IS 20 mM norleucin (Sigma Aldrich, St. Luis, USA) og 1,2 mi
konsentrert saltsyre (HCI, 37%) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Tyskland, Saltsyre
37 %). Praven ble flushet med N2-gass i 10-15 sek, og satt i varmeskap pa 110 °C i 22-24 timer.
Fra prevene ble 100 pl overfort til analysergr, tarrdampet ved N2-gass og lgst ut i 1 ml loading
buffer (Lithium citratbuffer med pH 2,2, Biochrom Co. Cambridge, UK).

Kromatografisk separasjon med ionebytterkolonne ble brukt for analyse av materialet. Pravene
ble analysert med en Biochrom 30 aminosyreanalysator med et litiumcitrat kolonne og
postkolonne-derivatisering med ninhydrin. | aminosyreanalysatoren ble aminosyrene separert i
kolonnen pa en ionebytter med trinnvist bufferskifte, far de ble derivatisert med ninhydrin og
detektert ved 440 og 570 nm. Aminosyrene ble representert i topper med ulik rentensjonstid.
Ved hjelp av standarder kunne aminosyrene identifiseres basert pa retensjonstiden, og mengden

aminosyre ble bestemt ved IS.
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3.4.6 Bestemmelse av proteinband med SDS-PAGE

Skallfraksjon pa 0,150 g ble tilsatt 1,5 ml 10 % sodium dodecyl sulfate (SDS) (Sigma Aldrich,
Chemie GmbH, Steinheim, Tyskland) i et eppendorfrar. Prgvene ble sa kokt i varmeblokk
(Grant Instruments, Cambridge, England) ved 100 °C i 30 min, etterfulgt av avkjgling. Deretter
ble prevene sentrifugert (Eppendorf AG, Hamburg, Tyskland) ved 4500 g i 10 min. | nye
eppendorfrar ble 80 pl supernatant tilsatt 80 pl LDS SB elektroforesebuffer (25 % glyserol, 2
%SDS, 0,1 % bromfenolbla, 14,4 mmol 2-mercaptoetanol; 60 mM Tris-HCI, pH 6,8)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Rarene ble varmet i 5 min ved 95°C, og spunnet raskt ned
og tilsatt 4 pl dithiothreitol (DTT) (Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Litauen) far applisering
pa 4-12% NuPAGE® Novex® BIS-Tris polyacrylamid gel.

Gelen ble kjart ved 200 V 0og 125 mA i 35 min i en XCell SureLockTM Mini-Cell (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) med MES-buffer (Novex, Carlsband, USA). SeeBlue® Plus2 Pre-Stained
Standard (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ble brukt som molekyler vektmarkar. Gelen ble
renset med 100 mL MilliQ-vann i 3x5 min og deretter farget med Coomassie blue (SimplyBlue
TM Safe-Stain, Invitrogen, Carlsbad, USA) i 1t romtemperatur (RT.) og avfargeti 1ti MilliQ-

vann.

3.4.7 Kitinekstraksjon ved base og syre

Kitininnholdet ble analysert ved metoden beskrevet av Spinelli, Lehman og Wieg (Spinelli,
1974). For & fjerne proteiner fra prgvene ble 1 g prove veid ut, tilsatt 100 ml 2 %
natriumhydroksid (NaOH) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Tyskland) og satt i
varmeskap ved 100 °C i en time. Etter nedkjgling ble produktet overfart til en forhandsveid
filtertrakt med filterpapir (20-25 um) (Whatman International Ltd, Maidstone, England) og
vakuumfiltrert. Demineralisering (fjerning av kalk/aske) ble gjort ved at residualene ble
overfart til et begerglass med 100 ml 5 % HCI og behandlet i tolv timer ved RT. Produktet ble
filtrert og restene ble vasket med varmt destillert vann to ganger. Glassfiltertrakten med

filterpapir ble tarket ved 110 °C i 16 timer for & beregne utbytte.
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4 Resultater

4.1 Biokjemisk sammensetning av ramaterialene som ble brukt

Den biokjemiske sammensetningen og kitininnholdet i ramaterialene ble undersgkt. Det viste
seg at vate skallfraksjoner 1 og 2 hadde veldig ulik sammensetning. Skallfraksjon 2 hadde et
meget hgyt askeinnhold, sammenlignet med skallfraksjon 1. Dette gjorde ogsa at innholdet av

fett, protein og kitin var noe lavere i skallfraksjon 2, ssmmenlignet med skallfraksjon 1.

Den biokjemiske sammensetningen av de tgrkede, ubehandlede skallfraksjonene 3 og 4 viste
seg a veere veldig lik. Askeinnholdet i disse skallfraksjonene var sa near som identiske,
fettinnholdet var omtrent det samme, og kitin og proteininnholdet var likt med et prosentinnhold
pa mellom 30 til 40 %. De tarkede skallfraksjonene ble behandlet pa en annen mate enn de vate

skallfraksjonene, som fremkommer senere i kapittel 4.5.

Den oppsatte standardprotokollen for alle behandlede prgver var en V/TS pa 12 ml/g,
syrekonsentrasjon pa 0,12 M og 2 timer behandlingstid ved 80 °C. | denne oppgaven ble alle
disse variablene forsgkt optimalisert og i de falgende avsnittene beskrives effekten av a endre
disse variablene for hver enkelt av de av de 4 tilgjengelige utgangsmaterialene/batchene av

skallfraksjoner fra Calanus-produksjonen.

4.2 Effekt av endring av vaske/tgrrstoffratio
Den farste variabelen som ble optimalisert var forholdet mellom vaske og tarrstoff i prosessen.

Sitronsyrevaskingen av skallfraksjonene ble gjennomfart med fglgende V/TS 6, 9 og 12 ml/g.

4.2.1 Biokjemisk sammensetning og kitininnhold etter vask med ulike V/TS

Fettinnholdet i ubehandlet skallfraksjon 1 og 2 var henholdsvis 22,4 og 18,2 % (Tabell 3 og
Tabell 4). Behandling med sitronsyre (0,12 M) pa henholdsvis 6, 9 og 12 ml/g farte til at det
relative fettinnholdet gkte betydelig for begge skallfraksjonene. Etter behandlingen varierte
fettinnholdet med 8,8 til 17,6 prosentpoeng. Proteininnholdet i ubehandlet skallfraksjon 1 var
35,9 %, mens innholdet i skallfraksjon 2 var betydelig lavere pa 23,2 %. Syrevask farte til en
relativ gkning i proteininnhold med hele 6,1 til 25,1 prosentpoeng. Askeinnholdet i ubehandlet
skallfraksjon 1 var 8,8 %, mens i skallfraksjon 2 var mengden langt hgyere pa 28,9 %. Relativt
askeinnhold ble redusert betydelig pa 5,6 til 27 prosentpoeng. Kitininnholdet i ubehandlet
skallfraksjon 1 og 2 var henholdsvis 36,3 og 31,6 %. Etter syrevask av skallfraksjon 1 og 2 var
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relativt kitininnhold redusert til verdier mellom 22,2 og 28,3 %, mens prgven fra skallfraksjon
2, behandlet med 12 mi/g skilte seg ut med et gkt relativt kitininnhold pa 36,2 %.

Tabell 3. Biokjemisk sammensetning og kitininnhold i ubehandlet skallfraksjon 1, og prover
behandlet med V/TS pa 6, 9 og 12 ml/g. Tabellen viser fett, protein, aske og kitin regnet i
prosentandel av tarrstoff. Gjennomsnitt og standardavvik er beregnet for 4 analyseparalleller.

Skallfraksjon 1 Fett Protein* Aske Kitin

Ubehandlet 22,4 £0,7 359+1,.2 8,8+04 36,3+1,9
6 ml/g 32,0+1,0 452 +6,1 32%£0,1 22,2+17
9 mi/g 31,2+34 420+£35 26%0,1 244+4.4
12 ml/g 31,616 475+48 25%0,2 26,3+29

Ubehandlet skallfraksjon 1 inneholdt 7,2 % fett, 11,4 % protein, 2,8 % aske og 11,5 % Kkitin pa
vatvektbasis. *Proteinmalingene var basert pa to paralleller.

Tabell 4. Biokjemisk sammensetning og Kkitininnhold i skallfraksjon 2. Analyser pa
ubehandlede praver og prever behandlet med V/TS 6, 9 og 12 ml/g. Tabellen viser fett, protein,
aske og kitin i prosentandel av terrstoff. Gjennomsnitt og standardavvik er beregnet for 4
analyseparalleller.

Skallfraksjon 2 Fett Protein* Aske Kitin

ubehandlet 18,2+0,8 232+1,7 28,9+0,6 316+1,4
6 ml/g 30,8+2,0 431+272 19+04 27,1+£26
9 ml/g 358+0,2 48,3+ 0,7 2,1+0,2 282+22
12 ml/g 296 £1,7 37,9+4]1 25+0,3 36,2+1,8

Ubehandlet skallfraksjon 2 inneholdt 7,3 % fett, 9,8 % protein, 11,6 % aske og 12,7 % kitin, pa
vatvektbasis. *Proteinmalingene var basert pa to paralleller.
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4.2.2 Fettsyresammensetning pavirkes lite av endring av V/TS

Fettsyresammensetningen ble analysert i ekstraherte lipider fra ubehandlet skallfraksjon, og i
de behandlede skallfraksjonene. | skallfraksjon 1 var innholdet av SDA, EPA og DHA pa
henholdsvis 2,9 0,2, 2,7 £ 0,2 0g 3,6 £ 0,2 9g/100g TS (Tabell 5). Sitronsyrevask med en V/TS
pa 6 ml/g og 9 ml/g pavirket ikke det relative innholdet av disse fettsyrene, mens praver
behandlet med 12 ml/g hadde gkning i innhold pa 3,4 + 0,5, 3,1 £ 0,5 og 4,1 + 0,6 g/100g TS
av henholdsvis SDA, EPA og DHA. Ubehandlet prgve av skallfraksjon 2 viste et innhold av
SDA, EPA og DHA pa henholdsvis 1,9 £ 0,2, 1,5 + 0,2 og 1,9 + 0,2 g/100g TS (Tabell 6).
Syrevask med en V/TS pa 6 ml/g resulterte i hgyere innhold av SDA, EPA og DHA pa
henholdsvis 3,4 + 0,4, 2,4 + 0,2 og 3,2 £ 0,4 g/100g TS, og praver behandlet med 9 og 12 ml/g

var sammenlignbar med 6 ml/g.

Den totale mengden n-3 PUFA i ubehandlet skallfraksjon 1 var 10,03 g/100g TS. Syrevask med
V/TS 9 ml/g hadde ingen effekt pa mengden n-3 PUFA, mens behandling med 6 ml/g resulterte
en reduksjon pa 8,67 g/100g TS, og behandling med 12 ml/g resulterte i totalt innhold n-3
PUFA pa 11,5 g/100g TS. Den totale mengden n-3 PUFA hos ubehandlet skallfraksjon 2 var
5,65 g/100g TS. Behandling med V/TS 6, 9 og 12 ml/g resulterte i hgyere innhold n-3 PUFA
pa henholdsvis 9,41, 8,7 og 8,9 g/100g TS.

Forholdet mellom n-3/n-6 var 0,03 i ubehandlet prove av skallfraksjon 1 og 2, og etter syrevask
av skallfraksjon 1 var den lik. Syrevask av skallfraksjon 2 farte til en ferhgyet n-3/n-6 ratio til
omtrent 0,06 hos henholdsvis V/TS 6, 9 og 12 ml/g.
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Tabell 5. Fettsyresammensetning (arealprosent) og mengde (g preve per 100 g TS) fra skallfraksjon 1. Ubehandlet og behandlede prgver med 6, 9
og 12 ml/g veeske/tarrstoffratio, ekstrahert ved Folchs metode. Gjennomsnitt og standardavvik beregnet for 4 analyseparalleller.

Skallfraksjon 1 Ubehandlet 6 ml/g 9ml/g 12 ml/g

Fettsyre (%) (9/ 100g) (%) (g9/ 100g) (%) (g9/ 100g) (%) (9/ 100g)
uidentifisert 2,01 +£0,07 0,21 +£0,02 2,07 £0,03 0,42 + 0,02 2,06 £ 0,07 0,43 +0,05 20,05 0,49 + 0,06
C14:0 125+0,26 2,33+0,15 12,89 + 0,22 2,62+0,14 12,89+ 0,36 2,71+0,23 12,62 £ 0,26 3,07+£0,33
C16:0 13,46 + 0,15 2,66 + 0,13 14,26 £ 0,18 2,91+0,19 14,15+ 0,3 2,97 £0,22 14,41+ 0,41 3,51+0,35
C18:0 1,41+ 0,04 0,28 £0,01 1,62 +£0,03 0,33+0,02 1,62 £ 0,05 0,34+ 0,02 1,73+0,12 0,42 + 0,03
C16:1 n-7 3,19+0,04 0,63+0,04 3,06 £ 0,02 0,62 0,04 3,01 £0,07 0,63+ 0,06 2,98 £ 0,05 0,73x0,1
C18:1n-9 425+0,1 0,84 + 0,05 4,03 £0,03 0,82 £ 0,05 4,03 £0,08 0,85+ 0,07 4,41 +£0,44 1,07+£0,15
C18:1n-7 0,73+0,03 0,15+0,01 i.d. i.d. i.d. i.d. i.d. i.d.
C20:1n-9 3,03 £ 0,07 0,61+0,04 2,91+ 0,04 0,74 +£0,21 2,86 £ 0,04 0,6 £0,05 2,93 +£0,03 0,71+ 0,09
C22:1n-11 4,35+ 0,04 0,86 = 0,05 4,29 + 0,02 0,58+ 0,29 4,32 + 0,08 0,91 +0,07 4,34 + 0,05 1,06 £0,12
C22:1n-9 1,57 £0,01 0,31+0,02 1,51 £0,02 0,34 £ 0,06 1,54 £ 0,05 0,32+0,03 1,51 +£0,02 0,37+ 0,04
C24:1n-9 1,54+0,11 0,3+£0,03 1,74 £0,07 0,24 +£0,1 1,83 +£0,07 0,38 +0,03 1,81+ 0,05 0,44 + 0,06
C18:3n-4 i.d. i.d. 2,59+0,14 0,56 £ 0,08 153+0,14 0,32 £0,03 1,65+0,19 0,4 £0,05
C18:2n-6 (LA) 1,48 £ 0,03 0,29 £ 0,02 2,59+0,14 0,42 £0,17 2,26 £ 0,27 0,48 £ 0,07 2,62+0,24 0,64 + 0,06
C18:3n-3 (ALA) 3,18 £ 0,03 0,63 +£0,04 2,83+0,24 0,59 £ 0,03 2,95+ 0,04 0,62 £ 0,05 2,97 £0,04 0,72 £ 0,09
C18:4 n-3 (SDA) 15,02 £ 0,12 2,99+0,17 14,28 + 0,06 2,91+0,19 14,34 £ 0,21 3,02+0,24 14,01 £ 0,52 3,43+0,5
C20:5 n-3 (EPA) 13,79 +£0,14 2,74 £ 0,15 12,91 +£0,09 2,63+0,18 13,02 £ 0,22 2,74 £ 0,22 12,76 £ 0,42 3,12+ 0,45
C22:5n-3 (DPA) 0,61+0,04 0,11 +£0,03 0,7£0,1 0,24 +£0,1 0,68 £ 0,15 0,14 + 0,04 0,62 £0,13 0,15+0,01
C22:6 n-3 (DHA) 18,01 £ 0,21 3,57+0,2 16,84 + 0,13 3,43+0,24 16,91 + 0,26 3,55+0,28 16,63 + 0,5 4,06 + 0,57
SFA 27,36 + 0,32 4,26 + 0,26 28,76 + 0,38 5,86 £ 0,35 28,66 + 0,68 6,02 £ 0,46 28,76 £ 0,76 710,71
MUFA 17,93 £ 0,22 3,71 +£0,23 1754 +0,1 3,34 £ 0,13 17,59 £ 0,35 3,7%0,29 17,99 £ 0,48 4,39 £ 0,52
PUFA 52,04 + 0,38 10,33 £ 0,57 59,28 £ 8,77 10,78 £ 0,56 51,7+0,41 10,87 £ 0,86 51,26 £ 1,1 12,52 £ 1,66
PUFA n-3 50,56 = 0,39 10,03 £ 0,56 55,26 * 8,82 9,80 + 0,64 47,9 +0,63 10,07 £ 0,82 46,99 + 1,36 11,48+ 1,6
n-6/n-3 0,030 0,030 0,030 0,03+0,01 0,030 0,030 0,04 £ 0,01 0,04 +0,01

Fettsyrer med area <0,5 ble regnet som ikke detektert (i.d.).
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Tabell 6. Fettsyresammensetning (arealprosent) og mengde (g preve per 100 g TS) i skallfraksjon 2, ubehandlet og behandlede prgver med
veaeske/tarrstoffratio 6, 9 og 12 ml/g. Lipidene var ekstrahert ved Folchs metode. Gjennomsnitt og standardavvik beregnet for 4 analyseparalleller.

Skallfraksjon 2 Ubehandlet 6 ml/g 9 ml/g 12 ml/g

Fettsyre (%) (9/10009) (%) (9/10009) (%) (9/1009) (%) (9/1009)
uidentifisert 2,01 +0,03 0,22 £ 0,02 2,12 £ 0,09 0,42 £ 0,05 2,04 £0,08 0,37 £0,07 2,08+0,11 0,39+0,04
C14:0 13,03+ 0,23 1,46 £ 0,16 13,57+ 0,6 2,71+0,33 12,96 + 0,37 2,35+0,42 13,39+ 0,53 2,52+0,23
C16:0 13,19+ 0,37 1,47 £ 0,16 13,15+ 0,53 2,62 +0,29 13,25+0,11 2,4+0,38 13,67 £ 0,44 2,57+0,19
C18:0 1,69+0,12 0,19+ 0,03 1,45+ 0,08 0,29+ 0,04 1,55+0,07 0,28 £ 0,03 1,36 £ 0,37 0,26 £ 0,08
C16:1n-7 2,77+ 0,04 0,31 +£0,03 2,72 +0,17 0,54 £ 0,08 2,68 £ 0,08 0,48 £ 0,07 2,78 £ 0,09 0,52+ 0,04
C18:1n-9 4,02 £0,07 0,45+ 0,04 421+0,2 0,84 £0,11 2,83+1,49 0,54 +£0,31 447 +0,2 0,84 £ 0,05
C20:1n-9 3,36 £ 0,06 0,38 £ 0,04 3,3£0,2 0,66 £ 0,09 3,3+0,17 0,6 £0,08 2,59 +1,05 0,48 £0,18
C22:1n-11 4,77 £0,09 0,53 £ 0,05 5,12 + 0,26 1,02+0,13 5,08 £ 0,18 0,92+0,14 4,63 +£1,59 0,87 £ 0,31
C22:1n-9 1,61 +0,05 0,18 £ 0,02 1,7 +£0,08 0,34 £0,04 1,62 + 0,05 0,29 £ 0,04 1,52 +0,44 0,29 + 0,09
C24:1n-9 1,63+£0,11 0,18 £ 0,02 1,82+0,12 0,36 £ 0,05 1,83 +£0,08 0,33+0,05 1,95+0,13 0,37 £0,03
C18:2n-6 (LA) 1,36 £ 0,04 0,15+ 0,02 2,25+0,14 0,45+ 0,05 3,05+0,7 0,54 +£0,04 2,74 £ 0,45 0,51 +0,09
C18:3n-3 (ALA) 2,85+0,04 0,32 +0,03 2,77£0,13 0,55+ 0,07 2,72 £ 0,06 0,49 £ 0,08 2,88 +0,11 0,54 +£0,04
C18:4 n-3 (SDA) 17,14 +0,19 1,92+0,18 17,22 £ 0,84 3,44 £0,44 16,79+ 0,41 3,04+0,5 17,82 + 0,67 3,35+0,27
C20:5 n-3 (EPA) 13,16 £ 0,14 147+0,14 10,82 £ 3,47 2,42 £0,15 12,53+ 0,27 2,27 £ 0,36 9,52 +£3,98 2,39 £0,02
C22:5n-3 (DPA) 0,68 £ 0,09 0,07 £0,01 0,73+0,15 0,14 £ 0,02 0,66 + 0,09 0,12+ 0,03 0,46 £0,14 0,09 £ 0,03
C22:6 n-3 (DHA) 16,72 £ 0,36 1,87 +0,15 15,83 £ 0,57 3,16 £ 0,37 15,63 £ 0,42 2,83+0,44 16,63+ 0,79 3,12 £ 0,26
SFA 27,92 £ 0,68 3,12+0,34 28,18+ 1,2 5,62 + 0,66 27,76 £ 0,38 5,03+0,84 28,42 £ 0,96 5,34 £ 0,46
MUFA 18,16 £ 0,28 2,03+0,18 19,61 +£1,16 4,01+£0,48 18,84 £ 0,91 3,43 £ 0,65 19,45+ 2,19 3,65+ 0,45
PUFA 51,92 £ 0,49 58+0,52 50,5+2,74 9,86 + 0,55 51,36 £ 1,25 9,28 +1,38 50,05 £ 2,52 9,39 £ 0,56
PUFA n-3 50,55+ 0,53 565+0,5 46,95 + 1,86 9,41+£0,53 48,32 £ 1,06 8,75x14 47,32 £ 2,54 8,87 £0,54
n-6/n-3 0,030 0,030 0,07 £ 0,02 0,050 0,06 £ 0,01 0,06 £ 0,01 0,06 + 0,01 0,06 £ 0,01
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4.2.3 Totale aminosyrer pavirkes av endring av V/TS

Totale aminosyrer ble analysert med aminosyreanalysator. Av de detekterte AA inngar 17 i
protein. Sum TAA i ubehandlet skallfraksjon 1 var 37,6 mg AA/g TS og i ubehandlet
skallfraksjon 2 litt lavere pa 30,4 mg AA/g TS (Tabell 7 og Tabell 8). Syrevask med sitronsyre
(0,12 M) pa henholdsvis 6, 9 og 12 ml/g farte til at den relative summen TAA gkte betydelig i
begge skallfraksjonene. Etter behandlingen varierte sum TAA pa 41,4 til 55,9 mg AA/g TS. |
ubehandlet skallfraksjon 1 var sum EAA 16,5 mg AA/g TS og i ubehandlet skallfraksjon 2 var
summen lavere pa 12,6 mg AA/g TS. Etter syrevask gkte den relative summen EAA med 3,7
til 9,6 mg AA/g TS. Mengden av aminosyren alanin var 2,15 og 1,97 mg AA/g TS hos
henholdsvis ubehandlede skallfraksjoner 1 og 2. Etter syrevask av skallfraksjonene gkte den
relative mengden alanin med i overkant av 8,2 mg AA/g TS. Taurin ble funnet i sma mengder
I ubehandlet prgve, men etter behandling ble ikke denne aminosyren detektert. Glycin ble

halvert etter syrevask. Tryptofan ble ikke detektert i noen av prgvene.
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Tabell 7. Totale aminosyrer for skallfraksjon 1, ubehandlede og vaskede praver med 6, 9 og 12
ml/g. Tabellen inkluderer essensielle aminosyrer for rekeoppdrett. Resultater er oppgitt som
gjennomsnitt +/- standardavvik for 2 paralleller. i.d. = ikke detektert.

mg AA/g TS

Skallfraksjon 1 Ubehandlet 6 ml/g 9 ml/g 12 ml/g
Essensielle aminosyrer

Arg - Arginin 216+030 240+0,27 220+0,38 2,38+0,03
Met - Metionin 096+0,13 143+0,13 1,23+0,30 1,43+0,02
Thr - Threonin 1,70£0,21 249%£0,25 221+056 2,50+0,05
Phe - Fenylananin 1,84+0,26 2,85+0,31 247+057 2,80+0,04
His - Histidin 095+0,06 130+0,12 1,15+0,28 1,30+0,01
Ile - Isoleucin 165+£0,23 236%+024 203+056 2,33%0,04
Leu - Leucin 281+037 405+040 2,03+0,83 4,09+0,07
Lys - Lysin 240+0,31 3,19+0,31 280+0,71 3,19+0,05
Val - Valin 1,98+0,24 2,76+0,23 2,47x0,66 2,76 0,07
Sum EAA 16,45+2,09 2281+259 20,11+4,84 22,78+0,37

Ikke essensielle aminosyrer

Tau - Taurin 0,15+ 0,02 i.d. i.d. i.d.

Ala - Alanin 215+043 119+113 10,75+x0,42 10,47 +0,04
Asp — Asparginsyre* 254+033 327+031 282+0,70 3,20+0,07
Cys — Cystein 045+0,10 0,29+040 0,73+x0,15 0,98 +0,06
Gly — Glycin 6,67+044 305+026 287%+024 296+0,08
Glu - Glutaminsyre** 452+056 583+056 514+122 5,90+0,09
Pro - Prolin 162+0,18 243+0,20 2,14+0,05 2,44+0,06
Ser - Serin 163+£0,21 219%£022 196+049 2,23+0,02
Tyr - Tyrosin 141+062 194+157 25+099 316+0,10
Sum TAA 37,59 +4,23 53,71+6,10 49,97 +10,97 54,12 + 0,54

* asparginsyre representerer aminosyrene asparginsyre og aspargin (som deamineres i

opparbeidelsen)

** glutaminsyre representerer aminosyrene glutaminsyre og glutamin (som deamineres i

opparbeidelsen)
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Tabell 8. Totale aminosyrer for skallfraksjon 2, ubehandlete og vaskede praver med 0,0, 0,06
0g 0,12 M sitronsyre. Tabellen inkluderer essensielle aminosyrer for rekeoppdrett. Resultatet
er oppgitt som gjennomsnitt +/- standardavvik for 2 paralleller. i.d. = ikke detektert.

mg AA/g TS
Skallfraksjon 2 Ubehandlet 6 ml/g 9 ml/g 12 ml/g
Essensielle aminosyrer
Arg - Arginin 1,08+0,05 248+0,18 211+061 2,11+0,61
Met - Metionin 0,74+0,08 122+0,2 1,07+£031 1,07x0,31
Thr - Threonin 136+£0,16 22+024 195+048 1,95+0,48
Phe - Fenylananin 1,45+0,17 249+0,37 247+0,71 247%0,71
His - Histidin 0,76 +0,19 1,16+0,02 1,06+0,25 1,060,25
Ile - Isoleucin 1,28+0,14 206+031 1,78+0,46 1,78+0,46
Leu - Leucin 22+024 361+054 3,16%09 3,16 £0,9
Lys - Lysin 2,15+0,23 2,72+0,29 2,44+0,6 2,44 + 0,6
Val - Valin 156+£019 244+023 214+052 214+0,52
Sum EAA 1258+ 159 20,36+2,39 2216+0,82 18,19 +4,83

Ikke essensielle aminosyrer

Tau - Taurin 0,12 £ 0,02 i.d. i.d. i.d.

Ala - Alanin 1,97+0,25 11,15+150 13,39+0,10 10,22 +1,87
Asp — Asparginsyre* 202+0,01 2,79+0,34 245+062 2,45%0,62
Cys - Cystein 0,32+0,06 0,74+001 058+015 0,58+0,15
Gly - Glycin 6,36 +0,53 2,63+0,28 232+0,72 2,32%0,72
Glu — Glutaminsyre* 3,73+£0,09 489+051 435+103 435+1,03
Pro - Prolin 1,34+0,15 25+009 214+0,79 214+0,79
Ser - Serin 1,21+0,16 196+026 1,7+0/48 1,7+0,48
Tyr - Tyrosin 0,7+£0,25 2,79+0,12 247+0,74 247+0,74
Sum TAA 30,35+3,70 49,81+249 5588+0,75 44,41+11,19

* asparginsyre representerer aminosyrene asparginsyre og aspargin (som deamineres i

opparbeidelsen)

** glutaminsyre representerer aminosyrene glutaminsyre og glutamin (som deamineres i

opparbeidelsen)
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4.3 Effekt av endring av sitronsyrekonsentrasjon

Den andre variabelen som ble optimalisert var sitronsyrekonsentrasjon. Sitronsyrevaskingen av
skallfraksjonene ble gjennomfgrt med sitronsyrekonsentrasjoner 0,06 og 0,18 M samt vann (0,0
M sitronsyre).

4.3.1 Biokjemisk sammensetning og kitininnhold etter vask med ulike

sitronsyrekonsentrasjoner

Fettinnholdet i ubehandlet skallfraksjon 1 og 2 var henholdsvis 22,4 og 18,2 % (Tabell 9 og
Tabell 10) .Vasking av prgvene med rent vann (0,0 M) farte ikke til noen endring i fettinnholdet
for skallfraksjon 1, mens det relative fettinnholdet ble betraktelig hayere i skallfraksjon 2.
Behandling med sitronsyrekonsentrasjon pa 0,06 og 0,18 M farte til en tydelig gkning i relativt
fettinnhold i begge fraksjonene selv om det ble relativt store variasjoner i mellom de
analyseparallellene (tatt ut fra den store heterogene produksjonsbatchen) og fettinnholdet ble
hayere etter vask med 0,06 M syre enn etter 0,18 M syre. Proteininnholdet i ubehandlet
skallfraksjon 1 og 2 var henholdsvis 35,9 og 23,2 %. Etter vasking med vann alene var det
relative proteininnholdet gkt til ca. 40 % i begge fraksjonene. Moderat sitronsyrevask (0,06 M)
ga en ytterligere gkning i proteinandelen (i fraksjon 2), mens 0,18 M vask ikke ga noen
ytterligere gkning for noen av fraksjonene. Behandlet skallfraksjon 2 vasket med 0,06 M syre
skilte seg ut med et proteininnhold pa 47,5 %. Askeinnholdet i ubehandlet skallfraksjon 1 var
8,8 %, mens i skallfraksjon 2 var mengden betydelig hgyere (28,9 %). Det relative
askeinnholdet ble noe redusert i begge fraksjonene etter vask med kun vann (0,0 M), men begge
konsentrasjonene med sitronsyrevask (0,06 og 0,18 M) reduserte askeinnholdet helt ned til &
ligge i omradet fra 1,6% til 2,6% for begge fraksjonene. Kitininnholdet i ubehandlet
skallfraksjon 1 og 2 var henholdsvis 36,3 og 31,6 %. Behandling med 0,0 M hadde ingen
betydning for Kkitininnhold av skallfraksjon 1, mens behandling med 0,06 og 0,18 M farte til
reduksjon. Syrevask av skallfraksjon 2, farte til gkt innhold pa 37,3 til 41,3 %.
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Tabell 9. Biokjemisk sammensetning og kitininnhold i skallfraksjon 1. Analyser pa
ubehandlede prever og prever behandlet med 0,0, 0,06 og 0,18 M sitronsyre. Tabellen viser
fett, protein, aske og Kitin i prosentandel av tarrstoff. Gjennomsnitt og standardavvik er

beregnet for 4 analyseparalleller.

Skallfraksjon 1 Fett Protein Aske Kitin

Ubehandlet 22,4 £0,7 359+1,.2 8,8+04 36,3+1,9
0,0M 233+1,3 399+29 57+0,2 36,3+4,0
0,06 M 32,3+33 40,5+ 6,4 1,6+0,2 33,3+25
0,18 M 27,1+39 37,4+0,3 24+0,2 17,2+1,0

Ubehandlet skallfraksjon 1 inneholdt 7,2 % fett, 11,4 % protein, 2,8 % aske og 11,5 % Kkitin pa
vatvektbasis. *Proteinmalingene var basert pa to paralleller.

Tabell 10. Biokjemisk sammensetning og kitininnhold i skallfraksjon 2. Analyser av
ubehandlede pragver og behandlede prever med 0,0, 0,06 og 0,18 M sitronsyre. Tabellen viser
fett, protein, aske og kitin basert pa prosentandel tgrrstoff. Gjennomsnitt og standardavvik er

beregnet for 4 analyseparalleller.

Skallfraksjon 2 Fett Protein* Aske Kitin

Ubehandlet 18,2+0,8 232+17 28,9+0,6 31614
0,0 M 343+16 39,785 6,8+0,1 41,3+45
0,06 M 333+16 475+1,9 2601 373+24
0,18 M 269+0,1 344+6,9 2,1+£0,1 38,605

Ubehandlet skallfraksjon 2 inneholdt 7,3 % fett, 9,8 % protein, 11,6 % aske og 12,7 % kitin, pa
vatvektbasis. *Proteinmalingene var basert pa to paralleller.
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4.3.2 Fettsyresammensetning pavirkes lite av endring av
sitronsyrekonsentrasjon

Fettsyresammensetningen ble analysert i de ekstraherte lipidene fra ubehandlet skallfraksjon,
samt fra de behandlede skallfraksjonene. | skallfraksjon 1 var innholdet av SDA, EPA og DHA
pa henholdsvis 2,9 + 0,2, 2,7 £ 0,2 og 3,6 + 0,2 g/100g TS (Tabell 11). Behandling med kun
vann (0,0 M) og 0,06 M sitronsyre pavirket ikke det relative innholdet av disse fettsyrene, mens
prever behandlet med 0,18 M inneholdt 1,8 + 0,4, 1,6 + 0,4 og 2,1 £ 0,5 g/100g TS av
henholdsvis SDA, EPA og DHA. Innholdet av SDA, EPA og DHA var noe lavere i ubehandlet
prove av skallfraksjon 2 henholdsvis 1,9 £ 0,2, 1,5 £ 0,2 og 1,9 £ 0,2 g/100g TS (Tabell 12).
Syrebehandling med 0,0 M og 18 M ga ingen nevneverdig endring i innhold, mens
sitronsyrevask med 0,06 M resulterte i et innhold av SDA, EPA og DHA pa henholdsvis 3,1 +
0,1,2,3+0,1092,9+0,19/100g TS.

Den totale mengden n-3 PUFA i ubehandlet skallfraksjon 1 var 10,03 g/100g TS. Syrevask med
0,0 M (vann) og 0,06 M ga liten endring, 0,18 M resulterte i reduksjon hvor n-3 PUFA var 6,5
9/100g TS. Den totale mengden n-3 PUFA i ubehandlet skallfraksjon 2 var 5,65 g/100g TS.
Syrevask med 0,0 M (vann) og 0,18 M hadde liten effekt, mens behandling med 0,06 M
resulterte i hayere innhold av n-3 PUFA pa 8,9 g/100g TS.

Forholdet mellom n-6/n-3 var 0,03 i begge skallfraksjonene. Syrevask hadde ingen effekt pa
ratioen i skallfraksjon 1, men i skallfraksjon 2 hadde syrevask 0,06 og 0,18 M farte til forhgyet

ratio pa omtrent 0,06.

Fettsyren C18:1 n-7 ble ikke detektert i behandlede praver av skallfraksjon 1. Syrevask med
0,06 og 0,18 M farte til at fettsyren C18:3 n-4 ble detektert, men denne fettsyren ble ikke
detektert hos ubehandlet prgve og prgve behandlet med 0,0 M. Dokosapentaensyre (DPA) ble
ikke detektert etter behandling med 0,06 og 0,18 M sitronsyre i skallfraksjon 1.
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Tabell 11. Fettsyresammensetning (arealprosent) og mengde (g prave per 100 g TS) fra skallfraksjon 1, ubehandlet prgve og behandlede praver
med 0,0, 0,06 og 0,18 M sitronsyre, ekstrahert ved Folchs metode. Standardavvik beregnet for 4 analyseparalleller.

Skallfraksjon 1 Ubehandlet 0,0 M 0,06 M 0,18 M

Fettsyre (%) (g9/ 1009) (%) (9/1009) (%) (9/1009) (%) (9/1009)
uidentifisert 2,01+0,07 0,21 +£0,02 1,95+ 0,04 0,44 +0,04 1,78 +0,1 0,34 £ 0,06 1,8+0,13 0,22 + 0,06
C14:0 12,5+ 0,26 233+0,15 12,44+0,22 2,78+0,26 11,94+ 0,25 228+0,34 11,7+0,79 1,47+0,4
C16:0 13,46 £ 0,15 266+0,13 14,36+0,14 321+£0,3 14,17 £ 0,22 271+04 1452+0,39 181+043
C18:0 1,41 +0,04 0,28 £0,01 2,02+0,04 0,45+ 0,05 1,89 + 0,06 0,36+0,05 219+0,12 0,27+0,05
C16:1n-7 3,19+£0,04 0,63+0,04 3,17+£0,01 0,71+£0,07 2,93+0,03 0,56 £0,1 297+0,08 0,37+0,09
C18:1n-9 425+0,1 0,84 £ 0,05 4,12 £ 0,04 0,92 £ 0,09 4,05+ 0,06 0,78+ 0,14 4 +0,09 05+0,11
C18:1n-7 0,73+£0,03 0,15+0,01 i.d. i.d. i.d. i.d. i.d. i.d.
C18:3n-4 i.d. i.d. i.d. i.d. 2,96 £ 0,03 0,52 £ 0,02 2,88 £ 0,06 0,24 £ 0,04
C20:1n-9 3,03+0,07 0,61+£0,04 2,94 + 0,02 0,66 £ 0,07 2,88+0,04 0,55+0,1 2,86 £0,09 0,37+0,1
C22:1n-11 4,35 + 0,04 0,86 £ 0,05 4,42 +0,03 0,99+0,1 4,46 £ 0,05 085+0,15 4,480,005 0,51+0,07
C22:1n-9 157+£0,01 0,31+0,02 1,61 £0,03 0,36 £ 0,04 1,59 £0,07 0,3+0,05 15%£0,06 0,19+ 0,05
C24:1n-9 1,54 +0,11 0,3+0,03 1,83 +£0,02 0,41+0,04 1,9+ 0,04 0,37+0,07 1,87+0,05 0,23+0,04
C18:2n-6 (LA) 1,48 £ 0,03 0,29 £ 0,02 151+0,04 0,34 £ 0,02 1,43+0,01 0,27 £ 0,05 1,41 +0,03 0,18 £ 0,04
C18:3n-3 (ALA) 3,18 £ 0,03 0,63+0,04 3,1+£0,03 0,69 0,07 2,49 £ 0,29 047003 4,06+1,44 0,49 £ 0,09
C18:4 n-3 (SDA) 15,02+ 0,12 2,99+£0,17 14,7 £0,13 3,28 £ 0,33 14,48 £ 0,21 253x0,1 1414+0,34 1,58+0,22
C20:5 n-3 (EPA) 13,79+£0,14 2,74 £ 0,15 13,49+£0,13 3,01+£0,3 13,36 £ 0,12 2,56 +0,44 13,1 +0,35 1,63 +0,38
C22:5n-3 (DPA) 0,61+0,04 0,11+ 0,03 0,78+ 0,14 0,18+ 0,04 i.d. i.d. i.d. i.d.
C22:6 n-3 (DHA) 18,01 £ 0,21 3,57%0,2 17,56 £ 0,19 39204 17,66 £ 0,19 309+0,09 1726+0,38 2,15+0,26
SFA 27,36 £ 0,32 4,26 £ 0,26 28,82 £ 0,36 6,44 + 0,61 28 £ 0,44 5,35+0,79 28,4 £1,05 3,55+ 0,89
MUFA 17,93+£0,22 3,71+£0,23 18,1+ 0,04 40404 17,82 +£0,18 3,41+£0,6 17,67 £0,25 2,5+0,63
PUFA 52,04 £ 0,38 10,33+057 51,13+£0,36 11,43+1/14 52,39 £ 0,31 10,03+1,71 52,13+£1,34 6,46+1,21
PUFA Nn-3 50,56 £ 0,39 10,03+056 49,62+0,38 11,09+1,12 48,47 £ 0,52 9,19+156 46,66 + 0,97 6,04 1,3
n-6/n-3 0,03+0 0,03+0 0,03+0 0,03+0 0,03+0 0,03+0 0,03+0 0,03+0

Fettsyrer med area <0,5 ble regnet som ikke detektert (i.d.).
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Tabell 12. Fettsyresammensetning (arealprosent) og mengde (g preve per 100 g TS) i skallfraksjon 2. Analyser pa ubehandlet prave og praver
behandlet med 0,0, 0,06 og 0,18 M sitronsyre, ekstrahert ved Folchs metode. Standardavvik beregnet for 4 analyseparalleller.

Skallfraksjon 2 Ubehandlet 0,0 M 0,06 M 0,18 M

Fettsyre (%) (g/100g) (%) (g/100g) (%) (9/100g) (%) (9/100g)
uidentifisert 2,01 +0,03 0,22 £ 0,02 2,11 + 0,06 0,29 £ 0,03 1,94 + 0,04 0,35 + 0,02 1,91+0,12 0,25 + 0,02
C14:0 13,03+ 0,23 1,46 £ 0,16 13,14 + 0,46 1,83+0,17 12,58 + 0,2 2,3+0,08 12,4 + 0,56 1,61 +0,16
C16:0 13,19 + 0,37 1,47 + 0,16 13,47 £ 0,51 1,87 +0,18 13,08 £ 0,21 2,39+0,12 12,93+ 0,22 1,66 + 0,13
C18:0 1,69 +0,12 0,19 +£0,03 1,79 £ 0,08 0,25 0,02 161+0,12 0,26 £ 0,09 1,53+0,01 0,19 £ 0,02
C16:1 n-7 2,77 £0,04 0,31+0,03 2,78 £0,15 0,39 £ 0,05 2,62 £0,03 0,48 £ 0,02 2,61+0,04 0,32+0,04
C18:1n-9 4,02 + 0,07 0,45x0,04 4,27+0,18 0,46 £ 0,28 4,22 +0,23 0,77 £ 0,04 4,31+0,53 0,53+0,05
C20:1n-9 3,36 £ 0,06 0,38 £ 0,04 3,35+ 0,16 0,36 + 0,06 3,21+ 0,04 0,59 + 0,02 3,16 £ 0,08 0,38 £ 0,05
C22:1n-11 4,77 £ 0,09 0,53+ 0,05 515+0,2 0,55+ 0,09 4,94 + 0,06 0,91 +0,02 4,89 + 0,04 0,59 £ 0,07
C22:1n-9 1,61 0,05 0,18 £ 0,02 1,75+ 0,07 0,19 £ 0,03 1,63+ 0,04 0,3£0,01 1,57+ 0,05 0,19+ 0,03
C24:1n-9 1,63+£0,11 0,18 £ 0,02 191+£0,12 0,27 £ 0,02 1,8 +0,07 0,33+0,01 1,73+£0,1 0,21 +0,03
C18:2n-6 (LA) 1,36 £ 0,04 0,15+ 0,02 1,51 £0,09 0,16 £ 0,03 2,45+0,31 0,45 £ 0,06 3,93+1,39 0,46 £ 0,03
C18:3n-3 (ALA) 2,85+ 0,04 0,32 +£0,03 2,79 +0,16 0,39 £ 0,07 2,72 £ 0,05 0,5x£0,01 2,64 +0,04 0,32+ 0,04
C18:4 n-3 (SDA) 17,14+ 0,19 1,92+0,18 17,47 + 0,69 2,46 £0,27 16,85+ 0,25 3,08 £ 0,09 16,28 + 0,14 2,08 0,15
C20:5 n-3 (EPA) 13,16 £ 0,14 147+0,14 11,38 £ 0,05 1,2+0,63 12,73 +£0,13 2,33 +£0,07 12,26 £ 0,08 1,49+0,18
C22:5n-3 (DPA) 0,68 £ 0,09 0,07 £ 0,01 0,67 £ 0,06 0,09 £ 0,01 0,6 £0,05 0,11 +0,01 0,87+£0,1 01£0
C22:6 n-3 (DHA) 16,72 £ 0,36 1,87 +0,15 16,46 £ 0,61 1,77 £ 0,25 15,8 £ 0,27 2,89+0,12 15,58 £ 0,2 1,51 0,22
SFA 27,92 £ 0,68 3,12+0,34 28,4 + 0,99 3,89 £ 0,39 27,2604 4,95+ 0,27 26,86 £ 0,78 3,26 £ 0,47
MUFA 18,16 + 0,28 2,03+£0,18 19,21+ 0,82 2,7+£0,31 19,65+ 0,11 3,47 £0,32 19,68 + 0,73 2,54 +0,28
PUFA 51,92 £ 0,49 58+0,52 50,28 £ 1,84 7,02+1,17 51,1504 9,35+0,34 51,56 £ 1,43 6,48 £ 0,43
PUFA n-3 50,55 £ 0,53 565+0,5 48,77 +1,91 6,81+1,14 48,7 £ 0,62 8,9+0,31 47,63 +0,42 6,07 £ 0,43
n-6/n-3 0,03+0 0,03+0 0,030 0,030 0,05+ 0,01 0,05+ 0,01 0,08 £ 0,03 0,07 £ 0,01
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4.3.3 Totale aminosyrer pavirkes av endring av sitronsyrekonsentrasjon

Sum TAA hos ubehandlet av skallfraksjon 1 og 2 var henholdsvis 37,6 og 30,4 mg AA/g TS
(Tabell 13 og Tabell 14). Behandling kun med vann (0,0 M) og sitronsyrekonsentrasjoner pa
0,06 og 0,18 M farte alle til en betydelig gkning av den relative summen av TAA som varierte
mellom 39,75 og 54,89 mg AA/g TS for de forskjellige behandlingene og fraksjonene. I
ubehandlet skallfraksjon 1 og 2 var sum EAA henholdsvis 16,5 og 12,6 mg AA/g TS. Etter
syrevask gkte den relative mengden EAA mellom 16,2 og 22,6 mg AA/g TS. Mengden av
aminosyren alanin var 2,15 og 1,97 mg AA/g TS i ubehandlede skallfraksjoner 1 og 2. Etter
syrevask av skallfraksjonene var det en betydelig gkning av den relative mengden ala pa 6,5 til
10,3 mg AA/g TS. Glycin ble halvert etter syrevask. Taurin ble funnet i sma mengder i
ubehandlet prave, men etter behandling ble ikke denne aminosyren detektert. Tryptofan ble
heller ikke detektert i noen av prgvene.
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Tabell 13. Totale aminosyrer i skallfraksjon 1, ubehandlede prever og praver behandlet med
0,0, 0,06 og 0,12 M sitronsyre. Tabellen inkluderer essensielle aminosyrer i rekeoppdrett.
Resultatet er oppgitt som gjennomsnitt +/- standardavvik for 2 paralleller. i.d. = ikke detektert.

mg AA/g TS
Skallfraksjon 1 Ubehandlet 0,0 M 0,06 M 0,18 M
Essensielle aminosyrer
Arg - Arginin 2,16+03 2,18%0,25 2,1+0,43 2,07 +0,08
Phe - Fenylananin 096+0,13 1,14%+0,16 1,31+0,24 1,16 £ 0,01
His - Histidin 1,70£0,21 2,02+024 232+057 2,03+0,02
Ile - Isoleucin 1,84+0,26 2,33+033 2,68+047 2,28+0,03
Leu - Leucin 095+£0,06 107+£0,12 121+£0,22 1,05£0,01
Lys - Lysin 165+023 1838+028 218+0,38 1,87+0,02
Met - Metionin 2,81+£037 3,33+£0,39 3,75+0,7 3,34 £ 0,03
Thr - Threonin 240+031 2,61+0,34 2,94 £ 0,52 2,55 0,04
Val - Valin 198+£0,24 227025 256+045 2,26+0,02
Sum EAA 16,45+2,09 18,84+2,36 21,05+3,85 18,60+0,26
Ikke essensielle aminosyrer
Tau - Taurin 0,15+ 0,02 i.d. i.d. i.d.
Ala - Alanin 2,15+043 11,40£0,07 934+105 861+£1,05
Asp — Asparginsyre* 254+033 2,61+0,32 3,00 £ 0,57 2,59 £ 0,03
Cys - Cystein 045+0,10 0,76+0,20 0,49+0,01 0,70+0,03
Gly - Glycin 6,67+044 289+0,32 282+041 254+0,06
Glu — Glutaminsyre** 452+056 4,70+058 540+100 4,78+0,04
Pro - Prolin 162+0,18 2,18+0,26 2,3+0,38 2,11 £ 0,07
Ser - Serin 163+0,21 1,79+020 2,06+039 180+0,01
Tyr - Tyrosin 141+£062 262+£037 191+202 2,64+0,01
Sum TAA 30,35+4,23 47,79+445 48,36+10,36 44,39 +0,56

* asparginsyre representerer aminosyrene asparginsyre og aspargin (som deamineres i
opparbeidelsen)

** glutaminsyre representerer aminosyrene glutaminsyre og glutamin (som deamineres i
opparbeidelsen)
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Tabell 14. Totale aminosyrer for skallfraksjon 2, ubehandlede praver og prever behandlet med
0,0, 0,06 og 0,12 M sitronsyre. Tabellen inkluderer essensielle aminosyrer i rekeoppdrett.
Resultatet er oppgitt som gjennomsnitt +/- standardavvik for 2 paralleller. i.d. = ikke detektert.

Skallfraksjoner 2
Essensielle aminosyrer
Arg - Arginin
Met - Metionin
Thr - Threonin
Phe - Fenylananin
His - Histidin

Ile - Isoleucin
Leu - Leucin

Lys - Lysin

Val - Valin

Sum EAA

Ubehandlet

1,08 + 0,05
0,74+ 0,08
1,36 £ 0,16
1,45+0,17
0,76 £0,19
1,28 + 0,14
2,20+0,24
2,15+0,23
1,56 £ 0,19

mg AA/g TS
0,0M 0,06 M
2,18+046 253+0,11
1,06+0,17 1,33+0,03
1,98+0,36 2,46 +0,01
2,19+0,43 2,75%+0,08
1,06+0,24 141+0,01
1,71+0,25 2,24+0,08
3,10£0,57 3,93+0,09
253+043 315+0,01
2,22+0,35 2,77+0,05

0,18 M

1,74 + 0,41
0,95+0,12
1,81+0,28
1,95+0,25
0,95+0,18
1,63 + 0,27
2,78 0,45
2,28 £ 0,34
2,11 +0,32

12,58 +1,59 18,01 +18,01 22,58 +0,18 16,20 + 2,62

Ikke essensielle aminosyrer

Tau - Taurin 0,12 £ 0,02 i.d. i.d. i.d.

Ala - Alanin 1,97+0,25 1123+27 1223+0,00 10,16 +1,37
Asp — Asparginsyre* 202+0,01 250+047 3,14+002 2,26+0,34
Cys - Cystein 0,32+0,06 063+019 0,68+008 0,36+0,51
Gly - Glycin 6,36 +0,53 245+0,60 3,02+020 2,07+0,33
Glu - Glutaminsyre** 3,73+0,09 4,44+0,78 568+001 4,1+054
Pro - Prolin 134+0,15 248+107 291+0,73 180,28
Ser - Serin 1,21+0,16 1,74+0,32 216+0,02 1,556+0,26
Tyr - Tyrosin 0,70£0,25 252+043 247+101 123174
Sum TAA 30,35+3,70 46,01 +9,85 54,89+224 39,75+8,00

* asparginsyre representerer aminosyrene asparginsyre og aspargin (som deamineres i

opparbeidelsen)

** glutaminsyre representerer aminosyrene glutaminsyre og glutamin (som deamineres i

opparbeidelsen)
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4.4 Effekt av behandlingstid

Behandlingstiden av sitronsyrevasken ble forsgkt optimalisert, med en test av behandlingstid

pa 1 time.

4.4.1 Biokjemisk sammensetning og kitininnhold etter endret behandlingstid

Fettinnholdet i ubehandlet skallfraksjon 1 og 2 var henholdsvis 22,4 og 18,2 % (Tabell 15 og
Tabell 16). Fettandelen gkte betydelig etter en times behandling med 6,4 til 16,3 prosentpoeng.
Proteinnivaet i ubehandlet skallfraksjon 1 og 2 var henholdsvis 35,9 og 23,2 %. Etter
behandling i 1 t av skallfraksjon 1, var det relative proteininnholdet redusert til 33,4%, mens
relativt proteininnhold i behandlet skallfraksjon 2 hadde gkt til 39,5 %. Askeinnhold i
ubehandlet skallfraksjon 1 og 2 var henholdsvis 8,8 og 28,9 %. Behandlingstid pa en time farte
til en betydelig reduksjon av askeinnholdet pa 6,8 til 26,7 prosentpoeng. Kitininnholdet i
ubehandlet preve av skallfraksjon 1 og 2 var henholdsvis 36,3 og 31,6 %. Behandling med
syrevask i en time forte til at relativ mengde kitin i skallfraksjon 1 ble redusert med 2,9
prosentpoeng, mens skallfraksjon 2 gkte med 3,1 prosentpoeng.

Tabell 15. Biokjemisk sammensetning og kitininnhold i skallfraksjon 1. Analyser pa
ubehandlede prover fra skallfraksjonen og praver behandlet i 1 t med sitronsyre. Tabellen viser

fett, protein, aske og kitin basert pa prosentandel tgrrstoff. Gjennomsnitt og standardavvik
beregnet for 4 analyseparalleller.

Skallfraksjon 1 Fett Protein* Aske Kitin
Ubehandlet 22,4+0,7 359+1,2 88+04 36,3+19
1t 28,8+14 33,4+3,0 20+04 33425

Ubehandlet skallfraksjon 1 inneholdt 7,2 % fett, 11,4 % protein, 2,8 % aske og 11,5 % kitin pa
vatvektbasis. *Proteinmalingene var basert pa to paralleller.

Tabell 16. Biokjemisk sammensetning og kitininnhold i skallfraksjon 2. Analyser pa
ubehandlede prover fra skallfraksjonen og praver behandlet i 1 t med sitronsyre. Tabellen viser
fett, protein, aske og kitin i prosentandel basert pa prosentandel terrstoff. Gjennomsnitt og
standardavvik er beregnet for 4 analyseparalleller.

Skallfraksjon 2 Fett Protein* Aske Kitin
Ubehandlet 18,2+0,8 232+1,7 28,9+0,6 316+14
1t 345+0,7 395+20 2,2%0,2 347+14

Ubehandlet skallfraksjon 2 inneholdt 7,3 % fett, 9,8 % protein, 11,6 % aske og 12,7 % kitin, pa
vatvektbasis. *Proteinmalingene var basert pa to paralleller.
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4.4.2 Fettsyresammensetning pavirkes lite av endring av behandlingstid

Ekstraherte lipider fra ubehandlet prove av skallfraksjon 1 viste et innhold av fettsyrene SDA,
EPA og DHA pé henholdsvis 2,9 +0,2,2,7+0,2 09 3,6 £ 0,2 g/100g TS (Tabell 17). Behandling
I en time med sitronsyrevask (12 M) av skallfraksjon 1 fgrte til en svak gkning av fettsyrene.
Ekstrahert fett fra ubehandlet prove av skallfraksjon 2 viste et innhold av SDA, EPA og DHA
pa henholdsvis 1,9 + 0,2, 1,5 + 0,2 og 1,9 + 0,2 g/100g TS (Tabell 18). Syrevask i 1 t av
skallfraksjon 2 farte til gkning av SDA, EPA og DHA pa henholdsvis 3,0 £ 0,2, 2,3 + 0,2 og
2,8+0,29/100g TS.

Den totale mengden n-3 PUFA i ubehandlet skallfraksjon 1 og 2 var henholdsvis 10,03 og 5,65
0/100g TS. Syrevask med behandlingstid pa 1 t av skallfraksjon 1 farte til gkning av n-3 PUFA
pa 11,5 g/100g TS. Etter behandling av skallfraksjon 2 gkte totalt PUFA n-3 niva til 8,6 g/100g
TS. Ratioen n-6/n-3 holdt seg stabil pa 0,03 i begge skallfraksjonene far og etter behandlingstid

pa en time.

Etter behandlingstid pa 1 t av skallfraksjon 1, ble ikke fettsyre C18:1 n-7 detektert. Syrevask
av skallfraksjon 2 farte til at dokosapentaensyre (DPA, C22:5 n-3) ble ikke detektert.
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Tabell 17. Fettsyresammensetning (arealprosent) og mengde (g preve per 100 g TS) fra
skallfraksjon 1 ubehandlet prave og preve behandlet 1 t, ekstrahert ved Folchs metode.

Standardavvik beregnet for 4 analyseparalleller.

Skallfraksjon 1 Ubehandlet 1t

Fettsyre (%) (9/1009) (%) (9/100g9)
uidentifisert 2,01 +0,07 0,21 £ 0,02 1,99 + 0,04 0,46 + 0,03
C14:0 12,5+ 0,26 2,33+0,15 12,59+ 0,2 2,93+0,21
C16:0 13,46 £ 0,15 2,66 +0,13 14,45 + 0,05 3,36 +0,21
C18:0 1,41 £ 0,04 0,28+0,01 2,04 £0,11 0,47 £ 0,02
C16:1 n-7 3,19+ 0,04 0,63 £0,04 3,19+ 0,04 0,74 £ 0,04
C18:1n-9 425+0,1 0,84 £ 0,05 4,08 +£0,03 0,95 + 0,07
C18:1 n-7 0,73+0,03 0,15+0,01 i.d. i.d.
C20:1 n-9 3,03 +0,07 0,61+0,04 29+0,01 0,68 = 0,04
C22:1n-11 4,35+0,04 0,86 + 0,05 4,31 +0,04 1+0,07
C22:1n-9 1,57 +0,01 0,31 +0,02 1,55+ 0,04 0,36 + 0,03
C24:1n-9 1,54+0,11 0,3+0,03 1,84 +£0,09 0,43+0,04
C18:2 n-6 (LA) 1,48 +£0,03 0,29 + 0,02 1,45+0,01 0,34 £ 0,02
C18:3n-3 (ALA) 3,18 + 0,03 0,63 +0,04 3,1+0,03 0,72 £0,05
C18:4 n-3 (SDA) 15,02+ 0,12 2,99+0,17 14,71+ 0,03 3,42 £0,22
C20:5 n-3 (EPA) 13,79+ 0,14 2,74 +£0,15 13,5+0,02 3,14+0,2
C22:5n-3 (DPA) 0,61+0,04 0,11+0,03 0,7+0,12 0,16 £ 0,02
C22:6 n-3 (DHA) 18,01+ 0,21 3,57x0,2 17,59 + 0,09 4,09 £0,25
SFA 27,36 £ 0,32 4,26 + 0,26 29,09 + 0,18 6,77 £ 0,43
MUFA 17,93+ 0,22 3,71+0,23 17,88 £ 0,14 4,16 + 0,29
PUFA 52,04 + 0,38 10,33+ 0,57 51,05+ 0,15 11,88+ 0,73
PUFA n-3 50,56 £ 0,39 10,03 £ 0,56 49,6 £ 0,16 11,54+ 0,71
n-6/n-3 0,03+0 0,03+0 0,03+ 0 0,03+ 0

Fettsyrer med area <0,5 ble regnet som ikke detektert (i.d.).
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Tabell 18. Fettsyresammensetning (arealprosent) og mengde (g preve per 100 g TS) fra
skallfraksjon 2 ubehandlet preve og preve behandlet i 1 time med sitronsyre, ekstrahert ved

Folchs metode. Standardavvik beregnet for 4 analyseparalleller.

Skallfraksjon 2 Ubehandlet 1t

Fettsyre (%) (9/100g) (%) (9/1009)
uidentifisert 2,01 +0,03 0,22 £ 0,02 1,86 +£ 0,09 0,29 + 0,08
C14:0 13,03+ 0,23 1,46 £0,16 12,67 +0,41 2,25+0,19
C16:0 13,19+ 0,37 1,47 £0,16 14,08 £ 0,83 2,46 £0,31
C18:0 1,69+0,12 0,19 +£0,03 197+0,2 0,31+0,08
C16:1 n-7 2,77+0,04 0,31+0,03 2,69+0,04 0,47+ 0,04
C18:1n-9 4,02 £ 0,07 0,45 0,04 4,17 £ 0,02 0,73+0,05
C20:1n-9 3,36 + 0,06 0,38 £ 0,04 3,34 £ 0,08 0,58 £0,04
C22:1n-11 4,77 +0,09 0,53 +0,05 5,14 £ 0,08 0,81+ 0,06
C22:1n-9 1,61 +0,05 0,18 £ 0,02 1,64 £ 0,03 0,26 £ 0,02
C24:1n-9 1,63+0,11 0,18 £ 0,02 1,87+0,12 0,32 £0,03
C18:2n-6 (LA) 1,36 £ 0,04 0,15+ 0,02 1,37+£0,01 0,24 £ 0,02
C18:3n-3 (ALA) 2,85+0,04 0,32 +£0,03 2,84 0,05 0,5+0,03
C18:4 n-3 (SDA) 17,14+ 0,19 1,92+0,18 17,06 £ 0,38 2,98 £ 0,18
C20:5 n-3 (EPA) 13,16 £ 0,14 1,47 +0,14 13,06 £ 0,17 2,28+0,14
C22:5n-3 (DPA) 0,68 £ 0,09 0,07 £0,01 i.d. i.d.
C22:6 n-3 (DHA) 16,72 £ 0,36 1,87 £0,15 16,24 + 0,35 2,83+0,18
SFA 27,92 £ 0,68 3,12+0,34 28,72 £ 1,17 5,06 £ 0,54
MUFA 18,16 £ 0,28 2,03+0,18 18,85 £ 0,23 3,29 £ 0,22
PUFA 51,92 + 0,49 58+0,52 50,57 £ 0,93 8,83 £ 0,56
PUFA n-3 50,55+ 0,53 565%0,5 49,2 + 0,94 8,59 0,54
n-6/n-3 0,03+0 0,030 0,030 0,03+0

Fettsyrer med area <0,5 ble regnet som ikke detektert (i.d.).
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4.4.3 Totale aminosyrer pavirkes av endring av behandlingstid

Sum TAA hos ubehandlet skallfraksjon 1 og 2 var henholdsvis 37,6 og 30,4 mg AA/g TS
(Tabell 19 og Tabell 20). Etter sitronsyrevask i 1 t gkte den relative summen av TAA til verdier
mellom 43,6 og 45,8 mg AA/g TS hos henholdsvis skallfraksjon 1 og 2. | ubehandlet
skallfraksjon 1 og 2 var sum EAA henholdsvis 16,5 og 12,6 mg AA/g TS. Etter syrevask var
innholdet av EAA i skallfraksjon 1 tilsvarende, mens sum EAA gkte til 18,7 mg AA/g TS hos
skallfraksjon 2. Etter syrevask av skallfraksjonene gkte den relative mengden av ala med i
overkant av 7 mg AA/g TS. Taurin ble funnet i sma mengder i ubehandlet prave, men etter
behandling ble ikke denne aminosyren detektert. Tryptofan ble heller ikke detektert i noen av
prevene.

Tabell 19 Totale aminosyrer for Skallfraksjon ubehandlet og prgve med behandlingstid pa 1 t.

Tabellen viser essensielle aminosyrer for rekeoppdrett. Gjennomsnitt og standardavvik
beregnet for 2 paralleller av hver prgve. i.d. = ikke detektert

mg AA/g TS
Skallfraksjon 1 Ubehandlet 1t
Essensielle aminosyrer
Phe - Fenylananin 2,16 £0,3 1,85+0,32
Arg - Arginin 0,96 £0,13 1,07 £ 0,18
His - Histidin 1,7+0,21 1,86 +0,31
Ile - Isoleucin 1,84 £ 0,26 2,1+0,35
Leu - Leucin 0,95+ 0,06 0,99 +0,17
Lys - Lysin 1,65 +0,23 1,76 £ 0,25
Met - Metionin 2,81+0,37 3+0,43
Thr - Threonin 2,4+0,31 2,36 £ 0,31
Val - Valin 1,98 £ 0,24 2,12+0,31
Sum EAA 16,45 + 2,09 17,08 + 2,62
Ikke essensielle aminosyrer
Tau - Taurin 0,15 + 0,02 i.d.
Ala - Alanin 2,15+ 0,43 9,69+0,9
Asp — Asparginsyre* 2,54 +0,33 2,37 +0,36
Cys - Cystein 0,45+0,1 0,58 + 0,06
Gly - Glycin 6,67 £ 0,44 4,76 + 3,92
Glu - Glutaminsyre** 4,52 + 0,56 4,25+ 0,6
Pro - Prolin 1,62 +£0,18 1,77+£0,41
Ser - Serin 1,63+£0,21 1,67 £0,29
Tyr - Tyrosin 1,41 +0,62 1,41 +0,16
Sum TAA 37,59 + 4,23 44,16 £ 10,56

* asparginsyre representerer aminosyrene asparginsyre og aspargin (som deamineres i
opparbeidelsen)
** glutaminsyre representerer aminosyrene glutaminsyre og glutamin (som deamineres |
opparbeidelsen)
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Tabell 20 Totale aminosyrer for skallfraksjon 2, ubehandlet og behandlet i 1t. Tabellen viser
essensielle aminosyrer for rekeoppdrett. Gjennomsnitt og standardavvik beregnet for 2
paralleller av hver prave. i.d. = ikke detektert

mg AA/g TS
Skallfraksjon 2 Ubehandlet 1t
Essensielle aminosyrer
Arg - Arginin 1,08 + 0,05 1,91+0,18
Met - Metionin 0,74 + 0,08 1,11 + 0,04
Thr - Threonin 1,36 £ 0,16 2,13 +0,06
Phe - Fenylananin 1,45+ 0,17 2,31+ 0,03
His - Histidin 0,76 £0,19 1,07 £ 0,13
Ile - Isoleucin 1,28 +0,14 1,90+0,11
Leu - Leucin 2,20+0,24 3,25+0,13
Lys - Lysin 2,15+0,23 2,67 +0,06
Val - Valin 1,56 + 0,19 2,41 + 0,07
Sum EAA 12,58 £ 1,59 18,75 £ 0,80
Ikke essensielle aminosyrer
Tau - Taurin 0,12 + 0,02 i.d.
Ala - Alanin 1,97 £ 0,25 12,56 + 0,05
Asp — Asparginsyre* 2,02+0,01 2,77+ 0,10
Cys - Cystein 0,32 £0,06 0,23+£0,32
Gly - Glycin 6,36 + 0,53 2,36 £ 0,29
Glu — Glutaminsyre** 3,73+£0,09 4,83+0,13
Pro - Prolin 1,34 £ 0,15 2,07 £ 0,06
Ser - Serin 1,21 £ 0,16 1,86 + 0,06
Tyr - Tyrosin 0,70 £ 0,25 0,39 £ 0,55
Sum TAA 30,35 + 3,70 45,73 £ 2,27

* asparginsyre representerer aminosyrene asparginsyre og aspargin (som deamineres i

opparbeidelsen)

** glutaminsyre representerer aminosyrene glutaminsyre og glutamin (som deamineres i

opparbeidelsen)

41



4.5 Effekt ved endring av sitronsyrekonsentrasjon hos tgrkede
skallfraksjoner

Behandlingen av de terkede skallfraksjonene avvikte noe fra behandlingen av de vate
skallfraksjonene. Behandlingstiden var pa 1 time ved 60 °C (inkubator ved 150 rpm.) med en
V/TS pa 12 ml/g og parametere pa 0,06 og 0,12 M syrekonsentrasjon.

45.1 Biokjemisk sammensetning og kitininnhold etter vask med ulike

sitronsyrekonsentrasjoner

Fettinnholdet i de ubehandlede skallfraksjonene 3 og 4 var pa henholdsvis 18,2 og 19,9 %
(Tabell 21 og Tabell 22). Det relative fettinnholdet gkte med i overkant av 10 prosentpoeng, til
et totalt fettinnhold pa 29,4 til 32,2 % etter behandling med 0,06 M og 0,12 M sitronsyre.
Proteininnholdet i ubehandlet skallfraksjon 3 og 4 var pa henholdsvis 35,8 og 39,0 %, og etter
sitronsyrevask var nivaet relativt likt. Askeinnholdet i ubehandlet skallfraksjon 1 og 2 var
henholdsvis 9,8 0g 9,6 %. Etter syrevask ble det relative askeinnholdet redusert med i overkant
av 7 prosentpoeng til et totalt askeinnhold pa 0,9 og 1,2 % hos henholdsvis 0,06 og 0,12 M.
Kitininnholdet i ubehandlet skallfraksjon 1 og 2 var henholdsvis 36,3 og 33,9 %. Etter
behandling ble relativt kitininnhold i skallfraksjon 3 redusert til 27,9 og 28,5 % hos praver
behandlet med 0,06 og 0,12 M. Relativt kitininnhold i skallfraksjon 4 var lik ubehandlet
skallfraksjon.

Tabell 21. Biokjemisk sammensetning og kitin i skallfraksjon 3. Analyser pa ubehandlede
prever og prgver behandlet med 0,06 og 0,12 M sitronsyre. Tabellen viser fett, protein, aske og
kitin basert pa prosentandel av terrstoff. Gjennomsnitt og standardavvik beregnet for 3
analyseparalleller.

Torket Skallfraksjon 3 Fett Protein* Aske Kitin

ubehandlet 19,9+0,3 35,8+0,2 9,8+0,1 36,3+1,3
0,06 M 32,2+0,3 35,1+3,7 09+01 27,9+0,5
0,12 M 30,7 +3,0 34,2 +0,7 1,2+0,0 28,5+2,9

Ubehandlet prave av skallfraksjon 3 inneholdt 19,1 % fett, 34,2 % protein, 9,4 % aske og 34,8
% Kitin pa vatvektbasis. *Proteinmalingene var basert pa to paralleller.
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Tabell 22. Biokjemisk sammensetning og kitin av skallfraksjon 4. Analyser pa ubehandlede
prever og prever behandlet med 0,06 og 0,12 M sitronsyre. Tabellen viser fett, protein aske og
kitin basert pa prosentandel tgrrstoff. Gjennomsnitt og standardavvik beregnet for 3

analyseparalleller.

Torket Skallfraksjon 4 Fett Protein* Aske Kitin

ubehandlet 18,2+ 0,6 39,0+0,7 9,6+0,2 33,9+0,6
0,06 M 31,7+0,1 359+0,5 1,0+£0,3 31,8+3,9
0,12 M 29,4+5,8 38,4+29 1,4+0,4 31,1+11

Ubehandlet preve av skallfraksjon 4 inneholdt 17,4 % fett, 37,2 % protein, 9,2 % aske og 32,4
% kitin pa vatvektbasis. *Proteinmalingene var basert pa to paralleller.
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4.5.2 Fettekstraksjon pavirkes lite av endring av sitronsyrekonsentrasjon

Ekstrahert fett fra ubehandlet prgve av terket skallfraksjon 3 viste et innhold av SDA, EPA og
DHA pa henholdsvis 2,4 + 0,1, 2,2 + 0,1 og 2,6 + 0,1 g/100g TS (Tabell 23). Syrevask med
0,06 M og 0,12 M farte til ssammenlignbart innhold med ubehandlet preve. Ekstrahert fett fra

ubehandlet prave av tagrket skallfraksjon 4 viste et innhold av SDA, EPA og DHA pa
henholdsvis 2,4 £ 0,2, 2,0 £ 0,2 0og 2,6 £ 0,2 g/100g TS (Tabell 24). Etter syrevask med 0,06

0g 0,12 M, var sammensetningen av fettsyrene tilsvarende.

Den totale mengden n-3 PUFA i ubehandlet skallfraksjon 3 var 7,9 g/100g TS. Syrevask pa
0,06 og 0,12 M hadde ingen effekt pa mengden n-3 PUFA. Den totale mengden n-3 PUFA i

ubehandlet skallfraksjon 4 var 7,7 g/100g TS. Etter syrevask var nivaet tilsvarende.

Tabell 23 Fettsyresammensetning (arealprosent) og mengde (g preve per 100 g TS) fra
skallfraksjon 3, ubehandlet preve og praver behandlet ved 0,06 og 0,12 M sitronsyre, ekstrahert
ved Folchs metode. Standardavvik beregnet for 3 analyseparalleller.

Skallfraksjon 3 Ubehandlet 0,06 M 0,12 M
Fettsyre (%) (9/1009) (%) (9/1009) (%) (9/1009)
uidentifisert 1,11+0,04 0,14+0,06 1,13+0,02 0,18+0,01 1,11+0,03 0,15+0,06
C14.0 1238+0,36 16067 124+015 2+£005 12,35+0,18 1,63x0,69
C16:0 1458 +0,19 2,22+0,06 14,89+0,15 24+0,06 14,82+0,11 2,23+0,11
C18:.0 1,39+0,07 0,21+0,01 161+0,08 0,26+0,02 157+0,03 0,24+0,01
C16:1n-7 3,16+0,04 048+0,01 3,23+0,12 052+0,03 3,2+0,07 0,48+0,02
C18:1n-9 407+0,06 062+002 4,02+0,08 065+0,01 399+0,04 0,6+0,03
C18:1n-7 064+005 01+001 065+004 01+£001 061+£0,04 0,09+£0,01
C20:1n-9 262+004 04+001 258+0,02 041+£0,01 257+0,03 0,39+0,02
C22:1n-11 3,33+£0,06 0,51+0,02 3,28+0,03 0,53+0,01 3,27+0,05 0,49+0,02
C22:1n-9 1,72+0,02 0,26+0,01 1,72+0,02 028+x0 1,73+0,03 0,26 +0,01
C24:1n-9 167+0,16 0,25+0,03 186+011 03+002 183+0,1 0,28+0,02
C18:2n-6 (LA) 144+0,04 0,22+0,01 1,47+0,04 024+001 142+0,03 0,21+0,01
C18:3n-3 (ALA) 3,78+£0,04 058+0,02 3,72+0,07 06+001 3,77+0,03 0,57+0,03
C18:4 n-3 (SDA) 1565+0,2 2,38+0,07 1543+0,12 2,48+0,03 1545+0,1 2,33+£0,11
C20:5 n-3 (EPA) 1449+0,12 2,21+0,06 144+0,1 232+0,03 1447+0,09 218+0,1
C22:5n-3 (DPA) 06+008 009+001 059+0,11 0,1+0,02 0,58+0,11 0,09+0,02
C22:6n-3 (DHA) [17,36+0,51 264+0,07 17+0,16 2,74+0,07 17,18+0,18 2,59 +0,12
SFA 28,35+ 0,43 4,03+0,67 28,89+0,3 4,65x0,13 28,74+ 0,21 4,09+0,78
MUFA 16,69+0,3 2,62+0,08 16,69+0,14 2,79+0,05 17,2+0,13 2,59+0,13
PUFA 53,32+0,4 8,12+0,18 52,62 +0,24 8,47 +0,14 52,87 £0,36 7,96 £ 0,36
PUFA n-3 51,88+0,41 7,9+0,17 51,15+0,23 8,24+£0,13 51,45+0,34 7,74+£0,35
n-6/n-3 0,030 0,030 0,03x0 0,030 0,030 0,030
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Tabell 24 Fettsyresammensetning (arealprosent) og mengde (g preve per 100 g TS) fra
skallfraksjon 4 ubehandlet prgve og preve behandlet ved 0,06 og 0,12 M sitronsyre, ekstrahert
ved Folchs metode. Standardavvik beregnet for 3 analyseparalleller av samme oljeprave.

Skallfraksjon 4 Ubehandlet 0,06 M 0,12M
Fettsyre (%) (9/1009) (%) (9/10009) (%) (9/1009)
uidentifisert 1,05+0,01 006+006 1,03+0,05 0,15+0,01 105+0,05 0,16+0,01
C14:0 1283+0,15 0,79+£0,79 1246+0,37 182+0,1 12,85+0,45 1,94 +0,07
C16:0 13,95+0,07 2,09+£0,17 1434+0,2 2,09+0,06 1457+0,42 2,2+0,05
C18:0 1,43+£0,05 0,21+£002 169+0,08 0,25+001 1,7x0,05 0,26%+0,01
C16:1 n-7 3,01+£003 045%+003 3,19+0,11 046002 3,12+0,15 0,47+0,03
C18:1n-9 427+0,07 064+005 4,22+0,07 061+£0,02 4,2+005 0,64+£0,02
C18:1n-7 064+005 01+001 065+£0,05 0,09£001 063+£004 0,1£0,01
C20:1n-9 3,060,033 046004 302+£004 044002 3,02+£0,04 0,46+0,02
C22:1n-11 409+0,04 061+0,05 4,01+£004 058+0,02 4,03+0,06 0,61+0,02
C22:1n-9 166+001 025+0,02 166+001 0,24+001 166004 0,25%0,01
C24:1n-9 156+023 023+004 166+022 0,25+003 165+0,21 0,25%0,03
C18:2n-6 (LA) 144+0,02 022+0,02 144+0,04 0,21+£0,01 147+0,06 0,22%0,01
C18:3n-3(ALA) | 3,3+£0,04 05+£004 3,39+0,23 048+0,02 324+0,06 0,49+0,02
C18:4n-3 (SDA) | 16,16 £0,17 2,43+0,19 1594+0,19 2,32+0,08 1582+0,36 2,39+0,1
C20:5n-3 (EPA) | 13,6 +0,07 2,04+0,17 13,59+0,15 1,98+0,06 13,42+0,24 2,03%0,09
C22:5n-3 (DPA) | 0,53+0,07 0,08+0,01 057+0,06 0,09+001 0,6%0,04 0,090
C22:6 n-3 (DHA) | 17,42 +0,24 2,62+0,23 17,24+0,26 250,09 16,96+0,32 2,56+0,11
SFA 282+0,17 3,1x068 2849+0,27 4,16+0,15 29,12+0,83 4,4+0,12
MUFA 1766+0,13 2,75+0,21 1842+0,13 268+0,1 1832+0,3 2,77x0,12
PUFA 52,45+0,22 7,88+0,65 53,83+0,32 7,57+0,25 53,16+0,84 7,79+0,32
PUFA n-3 51,01+0,2 7,660,633 50,73+0,39 7,36+0,25 50,04+0,95 7,57+0,31
n-6/n-3 0,030 0,030 0,030 0,030 0,03+0 0,03+0
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4.5.3 Totale aminosyrer pavirkes lite av endring av sitronsyrekonsentrasjon

Sum TAA i ubehandlet av skallfraksjon 3 og 4 var henholdsvis 38,3 og 41,1 mg AA/g TS
(Tabell 25 og Tabell 26). Etter syrevask var det en svak gkning i sum TAA. Sum EAA i
ubehandlet skallfraksjon 3 og 4 var henholdsvis 17,0 og 17,8 mg AA/g TS. Etter syrevask var
sum EAA lik de ubehandlede skallfraksjonene. Taurin ble funnet i sma mengder i ubehandlet
preve, men etter behandling ble ikke denne aminosyren detektert. | tgrket skallfraksjon 4,
behandlet med 0,06 M sitronsyre ble heller ikke aminosyrene tyrosin eller cystein detektert.
Tryptofan ble ikke detektert i noen av prgvene.

Tabell 25 Totale aminosyrer for tarket skallfraksjon 3, ubehandlede praver og vaskede praver
med 0,06 og 0,12 M sitronsyre. Tabellen viser essensielle aminosyrer for rekeoppdrett.
Gjennomsnitt +/- standardavvik beregnet for 2 paralleller. i.d. = ikke detektert

mg AA/g TS
Torkede skallfraksjoner 3 Ubehandlet 0,06 M 0,12 M
Essensielle aminosyrer
Arg - Arginin 2,17+£0,12 1,77 + 0,49 1,93+0,31
Phe - Fenylananin 1,92 + 0,02 2,37 +0,22 2,24 £ 0,05
His - Histidin 0,91 +0,01 1,15+0,27 0,93+0,15
Ile - Isoleucin 1,79 £ 0,01 1,97 £0,13 2,00 = 0,030
Leu - Leucin 2,96 £ 0,01 2,10+ 0,20 3,27 £ 0,06
Lys - Lysin 2,43 +0,01 2,64 £0,18 2,54 +0,18
Met - Metionin 1,02 £ 0,01 1,25+ 0,07 1,11 £ 0,03
Thr - Threonin 1,74 £ 0,01 2,11+0,19 1,98 + 0,06
Val - Valin 2,05+ 0,03 2,38 +0,23 2,28 + 0,06
Sum EAA 16,99 + 0,22 17,74 + 3,53 18,29 + 0,59
Ikke essensielle aminosyrer
Tau - Taurin 0,14 + 0,01 i.d. i.d.
Ala - Alanin 2,13+0,10 2,55+0,21 2,56 + 0,04
Asp — Asparginsyre* 2,7+0,15 2,82 +0,28 2,66 + 0,08
Cys - Cystein 0,51 +0,03 0,56 £ 0,14 0,32 +0,20
Gly - Glycin 5,71+ 0,01 8,50 + 0,62 8,19 +0,31
Glu - Glutaminsyre** 4,61 +0,03 4,95 £ 0,55 4,57 £0,14
Pro - Prolin 1,67 £ 0,02 1,89+0,14 1,82 £0,05
Ser - Serin 1,64 £ 0,01 1,87 £0,19 1,72 £0,05
Tyr - Tyrosin 2,22 +0,01 3,45+0,31 0,58 £ 0,01
Sum TAA 38,33+ 0,24 44,32 + 1,96 40,70 £ 0,59

* asparginsyre representerer aminosyrene asparginsyre og aspargin (som deamineres i

opparbeidelsen)

** glutaminsyre representerer aminosyrene glutaminsyre og glutamin (som deamineres i

opparbeidelsen)
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Tabell 26 Totale aminosyrer for terket skallfraksjon 4, ubehandlede prgve og vaskede prever
med 0,06 og 0,12 M sitronsyre. Tabellen viser essensielle aminosyrer for rekeoppdrett.

Gjennomsnitt +/- standardavvik for 2 paralleller. i.d. = ikke detektert

mg AA/g TS
Torkede skallfraksjoner 4 Ubehandlet 0,06 M 0,12 M
Essensielle aminosyrer
Arg - Arginin 2,07 +0,16 2,01 £0,44 2,51+0,31
Phe - Fenylananin 2,00+ 0,01 2,31+0,12 2,46 £ 0,18
His - Histidin 0,98 + 0,01 0,59 + 0,22 1,14 £ 0,02
Ile - Isoleucin 1,83+0,01 2,14+0,14 2,17 +0,18
Leu - Leucin 3,12+ 0,03 3,45+0,21 3,57 £ 0,26
Lys - Lysin 2,68 £ 0,04 2,65+ 0,29 2,83 +0,26
Met - Metionin 1,10+ 0,01 1,15+ 0,05 1,26 £ 0,10
Thr - Threonin 1,87 £0,01 2,11 +0,13 2,19 +0,17
Val - Valin 2,12 +0,01 2,42 + 0,16 2,46 + 0,22
Sum EAA 17,77 £ 0,26 18,83+ 1,18 20,60 + 1,62
Ikke essensielle aminosyrer
Tau - Taurin 0,17 £ 0,01 i.d. i.d.
Ala - Alanin 2,21 +0,05 2,58 £ 0,23 2,55 +0,23
Asp — Asparginsyre* 2,83 +0,03 2,81+0,17 2,89 +0,23
Cys - Cystein 0,59 £ 0,02 i.d. 0,48 £ 0,17
Gly - Glycin 6,77 £ 0,23 8,5%£0,55 9,03 0,55
Glu - Glutaminsyre** 5,02 £ 0,04 4,89 £ 0,32 5,04 £ 0,38
Pro - Prolin 1,72+0,01 1,84 £0,10 1,91+0,17
Ser - Serin 1,81 + 0,02 1,85+0,12 1,93+0,15
Tyr - Tyrosin 2,27+0,12 i.d. 1,78+ 1,42
Sum TAA 41,14 £ 0,56 41,30 £ 2,53 46,19 + 3,44

* asparginsyre representerer aminosyrene asparginsyre og aspargin (som deamineres i

opparbeidelsen)

** glutaminsyre representerer aminosyrene glutaminsyre og glutamin (som deamineres i

opparbeidelsen)
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4.6 Bestemmelse av proteinband med SDS-PAGE

For & kartlegge sterrelsesfordelingen av protein i skallfraksjonene ble Sodium dodecyl sulfate—
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) utfert. VVate skallfraksjoner med skallfraksjon
1 og 2 og tarkede skallfraksjoner 3 og 4 med ubehandlede praver og tilhgrende behandlede
praver ble analysert. Hos de analyserte ser det ut til at samtlige har proteinband i starrelsesorden
62 kDa, 45 kDa og 35 kDa (Figur 10, Figur 11 og Figur 12).
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Figur 11 SDS-PAGE skallfraksjon 1, ubehandlet preve og behandlede praver Spor 1.viser en
standard med molekylaere vektmarkarer (3ul), Spor 2 og 3. ubehandlet prave, henholdsvis 9 og
10ul, Spor 4 og 5. 6 ml/g, henholdsvis 10 og 9 ul, Spor 6 og 7. 9 ml/g, henholdsvis 10 og 9 u/,
Spor 8. 12 ml/g (10 ul), Spor 9. 0,0 M (10 ul), Spor 10 og 11. 0,06 M henholdsvis 10 og 9 ul,
Spor 12 og 13. 0,18 M henholdsvis 10 og 9 ul, Spor 14 og 15. 1t henholdsvis 10 og 9 ul.
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Figur 12 SDS-PAGE skallfraksjon 2, ubehandlede praver og behandlede pragver. Spor 1. viser
en standard med molekylaere vektmarkarer (3ul), Spor 2 og 3. ubehandlet prgve henholdsvis
10 og 9ul, Spor 4 og 5. 6 ml/g henholdsvis 10 og 9 !/, Spor 6 og 7. 9 ml/g henholdsvis 10 og 9
ul, Spor 8. 12 ml/g (9 ul), Spor 9. 0,0 M (10 ), Spor 10 og 11. 0,06 M henholdsvis 10 og 9 ul,
Spor 12 og 13. 0,18 M henholdsvis 10 og 9 u/, Spor 14 og 15. 1t, henholdsvis 10 og 9 x!.
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Figur 13 SDS-PAGE for tarket skallfraksjon 3 og 4, ubehandlede praver og behandlede praver.
Spor 1. viser en standard med molekyleere vektmarkarer (3ul), Spor 2 og 3. ubehandlet pragve
(skallfraksjon 4) henholdsvis 10 og 9u/, Spor 4 og 5. 0,12 M (skallfraksjon 4) henholdsvis 10
og 9 ul, Spor 6, 7 og 8. 0,06 M (skallfraksjon 4) (10, 9 og 8 u/), Spor 9 ubehandlet prgve
(skallfraksjon 3), henholdsvis 10 og 9 u/, Spor 11 og 12. 0,12 M (skallfraksjon 3), henholdsvis
10 og 9 ul, Spor 13, 14 og 15. TS 0,06 M (skallfraksjon 3) 10, 9 og 8 u!.
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5 Diskusjon

Calanus AS produserer i dag tre produkter av raudate: Calanus® Oil, et proteinhydrolysat
(Calanus® Hydrolysate) og skallfraksjon (Calanus® Powder). Bedriften har som mal om a
optimalisere skallfraksjonene fra prosessering av raudate, og det arbeides derfor kontinuerlig
med utvikling av bioraffineringen. Som et ledd i denne prosessen gnsket bedriften a undersake
hvordan behandling av skallfraksjonen med ulike konsentrasjoner av sitronsyre pavirket
produktets sammensetning. Formalet med denne oppgaven var derfor & sammenligne hvordan
variasjon av de ulike vaskeparameterne V/TS, konsentrasjon av sitronsyre og behandlingstid
pavirket produktets neeringssammensetning, sammensetning av fettsyrer og aminosyrer, samt
innhold av kitin. Syrevasketrinnene som ble undersgkt ga en effektiv reduksjon i askeinnholdet,
mens proteininnhold, aminosyresammensetning, fettinnhold, fettsyresammensetning og

kitininnhold generelt ble lite pavirket av de ulike behandlingene.

Sitronsyre er en organisk syre som bestar av tre karboksylgrupper og dette bidrar til at denne
syra har mange egenskaper og bruksomrader. Blant annet er det en kjent kelator som er mye
brukt i industrien til blant annet rensing av vannrer. En kelator er en kjemisk forbindelse som
binder seg til metaller (positive ioner) slik som kalsium (Pérez-Heredia et al., 2008) og jern
(Zhang, 1984). Dette gjer at metallene blir lgselige og kan vaskes ut fra biologisk materiale.
Hvor effektiv sitronsyre lgser og trekker ut ulike metaller varierer med konsentrasjon (og pH)
av sitronsyre (Nascimento, 2006). Sitronsyre benyttes blant annet som smaksstoff og
konserveringsmiddel (E330) og behandling med lave konsentrasjoner sitronsyre gir ingen fare
for toksiske effekter, i motsetning til enkelte andre syrer som brukes innen farmasi- og
neringsmiddelindustri (Soccol, 2006).

Fire forskjellige batcher skallfraksjoner fra raudateproduksjonen ble undersgkt i denne
oppgaven. Skallfraksjon 1 og 2 var fraksjoner som var lite terket og derfor hadde et relativt
hgyt vanninnhold, men den biokjemiske sammensetningen av disse fraksjonene var ogsa veldig
ulik. Dette kan komme av at raudaten i skallfraksjonene var hgstet ved ulike tidspunkt, og
dermed ulike kopepodittstadier. Det er tidligere dokumentert at lipidinnholdet varierer med
ulike kopepodittstadier (Kattner et al., 1989). Skallfraksjon 1 bestar muligens av flere individer
raudate hgstet i livsstadium C4 og C5 nar arten har et lager av voksestere, sammenlignet med
skallfraksjon 2. Det kan ogsa tenkes at utvinningen av lipidene under den industrielle
produksjonen av Calanus® Oil var mer fullstendig, og kan ha fart til et lavere fettinnhold i
skallfraksjon 2. Det hgye askeinnholdet i skallfraksjon 2 skilte denne fraksjonen fra de andre

skallfraksjonene. Resultater fra et tidligere gjennomfart tokt hvor raudate ble hgstet ved tre
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ulike lokasjoner (Solgaard et al., 2007), viste ulikhet i den biokjemiske sammensetningen av
raudate regnet i tarrvekt. Askeinnholdet ved en av lokalitetene var usedvanlig hgyt, noe som
ble antatt a skyldes et hgyt innhold av ioner fra sjgvann i prgvene, samt pavirkning av ulike
hgstemetoder og handtering av rastoffet (Solgaard et al., 2007). Dette kan veere tilfelle ogsa for
skallfraksjon 2 i denne oppgaven. Dersom raudata var hgstet ved et tidspunkt i livssyklusen
med en lav proteinprosent og fettprosent, kan det ha pavirket askeinnholdet. En annen
forklaring kan vare innblanding av andre stoffer fra bifangst som larver og yngel fra torsk og

sild som beiter pa raudata (Broms, 2016).

Skallfraksjonene ble syrevasket for a fjerne ugnskede komponenter. Flere parametere ble testet
for & optimalisere prosedyren med variasjon i tre ulike parametere: V/TS, syrekonsentrasjon og
behandlingstid. Den generelle trenden etter syrevask var et betraktelig lavere innhold av aske,
og et hgyere innhold av fett. Vask med sitronsyre farte til en reduksjon av vannlgselige
komponenter og komponenter som lgses opp ved binding til kelatoren. Effekten av dette var en
effektiv reduksjon av askeinnholdet, fordi asken i hovedsak bestar av salter og mineraler. Dette
stemmer godt overens med tidligere funn gjort av Bergvik et al., (2012b) som observerte at
under temperert vannbehandling av raudate, ble saltkonsentrasjonen signifikant redusert. Det
reduserte askeinnholdet farte sa til en endring i sammensetningen av produktet som ga en relativ

gkning av lipider, som jo ikke er vannlgselige (Olsen, 2017).

Det var stort sett en gkning av protein etter sitronsyrebehandling, dog ikke like tydelig som for
fett og aske. Syrevask farte til en oppkonsentrering av mengden TAA og EAA i alle
skallfraksjonene. Syrebehandlingen fgrer antagelig til at noe av strukturen i skallfraksjonen
brytes, pa samme tid som mineraler og metaller fjernes, og dette kan fare til at hydrolyserbart

protein blir lett tilgjengelig.

Et aktuelt bruksomrade til skallfraksjonen er innen rekeoppdrett. Alle EAA som reker trenger,
med unntak av tryptofan, ble detektert i pravene. Tryptofan blir gdelagt under den anvendte
syrehydrolysen fgr aminosyreanalyse, og ble derfor ikke detektert (Haugli, 1972). Det finnes
flere metoder for bestemmelse av proteininnholdet i et naringsstoff. En vanlig metode for a
bestemme proteininnhold er Kjeldahls metode. Metoden baserer seg pa mengde nitrogen i
prgven (Kjeldahl, 1883; Mariotti et al., 2008). Kitin inneholder nitrogen og Kjeldahls metode
vil derfor fore til en overestimering av det faktiske proteininnholdet i skallfraksjonen, med
mindre man justerer for nitrogeninnholdet i Kitinet. | denne masteroppgaven ble derfor
aminosyreanalyse benyttet for a bestemme proteininnholdet. Denne metoden er regnet som

mest ngyaktig og er anbefalt av FAO for analyse av nearingsstoff (FAO, 2003).
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Skallfraksjonene ble syrevasket for a fjerne ugnskede komponenter. Flere parametere ble testet
for & optimalisere prosedyren. Effekten av forholdet mellom volum sitronsyre og terrstoff
(VITS) ble testet med ulikt volum pa 6, 9 og 12 ml/g. Det viste seg at alle disse tre V/TS-
forholdene ga omlag like stor effekt sammenlignet med ubehandlet prgve. Etter behandling av
skallfraksjonene endret den biokjemiske sammensetningen seg ved at det relative fettinnholdet
og proteininnholdet gkte, og det relative aske- og kitininnholdet ble redusert. Det eneste
unntaket var prever av skallfraksjon 2 syrevasket med 12 ml/g V/TS som farte til en gkning av
Kitininnholdet.

Kitin og kitosan er etterspurte produkter som brukes i mat, kosmetikk og farmasgytisk industri
(Younes & Rinaudo, 2015). Hvis man klarer a etablere en kostnadseffektiv produksjon av kitin/
kitosan, kan det vere av interesse a utvinne Kitinet i skallfraksjonen. Det er imidlertid et lavt
innhold av kitin i raudate, noe som kan fgre til lavt utbytte og redusert kvalitet av kitinet som
kan utvinnes (Eysteinsson et al., 2018). Industriell utvinning av kitin vil kreve en godt utviklet
metode som sikrer hgy renhet av kitin. Dette skyldes at protein er bundet til kitin og kan skape
problemer ved videre prosessering av produktet, serlig innenfor biomedisin (Rinaudo, 2006).
Pa grunn av det hgye kravet til renhet og det lave innholdet av kitin i raudate vil utvinning vere
kostbart, og muligens ikke hensiktsmessig med tanke pa utbytte. | skallfraksjonene som ble
analysert i denne oppgaven var utbyttet av kitin pa mellom 17-41 % av den biokjemiske
sammensetningen, for og etter syrevask. Dette er sammenlignbart med tidligere resultater av
Udin, som dokumenterte at skallfraksjonen inneholdt 23,5 % kitin (Udin, 2017).

Fettsyresammensetningen i de ubehandlede skallfraksjonene 1 og 2 var ulike, og som tidligere
nevnt kan dette skyldes fangst ved ulik arstid. Det er kjent fra tidligere publikasjon at
fettsyresammensetningen i raudate kan variere ved de ulike sesongene i aret (Falk-Petersen et
al.,, 1987). Innholdet av omega-3 PUFA, SDA, EPA og DHA var stgrst hos ubehandlet
skallfraksjon 1 og omtrent halvparten i skallfraksjon 2. Overordnet ble
fettsyresammensetningen pavirket lite av ending av V/TS. Det var veldig variabelt hva ulike
V/TS hadde & si for fettsyresammensetning, noe som kan forklares med at skallfraksjon 1 og 2

i utgangspunktet var sa ulike.

Mengden TAA og EAA gkte konsekvent etter syrevask med alle ulike V/TS. Det virket
vilkarlig om innhold ble gkt eller redusert med volumbehandlingene av 6, 9 og 12 ml/g. Den
starste endringen i aminosyresammensetningen ble observert hos alanin, med en gkning pa
omtrent 8 mg/g etter behandling. Taurin ble ikke detektert i noen av de syrevaskede prgvene.

Innholdet av taurin i ubehandlet prave var i utgangspunktet lavt og siden taurin er vannlgselig
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(Huxtable, 1992), ble det vasket ut under syrevask. Mengden glycin i de vate skallfraksjonene
1 og 2 ble omtrent halvert som en effekt av syrevask. En arsak til dette kan vere at glycin bade
finnes som fri aminosyre som vil veere vannlgselig og vaskes ut med syrebehandlingen (Chen

et al., 1989), men ogsa bundet til protein og denne mengden glycin vil trolig ikke vaskes ut.

Skallfraksjon 1 og 2 ble ogsa syrevasket med varierende konsentrasjon av sitronsyre (0,0, 0,06
og 0,18 M). Det viste seg at behandlingen med bare vann ga noksa stor effekt pa
sammensetningen sammenlignet med ubehandlet preve, men sammenligningen av de ulike
syrekonsentrasjonene (0,06 vs 0,18 M) viste ikke stor forskjell. Den biokjemiske
sammensetningen ble endret som fglge av behandlingen med ulike konsentrasjoner av
sitronsyre. Etter syrevask gkte fettinnholdet og proteininnholdet, men askeinnholdet ble
redusert. | skallfraksjon 1 ble innholdet av kitin redusert, mens det derimot gkte i skallfraksjon
2. Arsaken til at det gkte kitininnholdet kan vare knyttet til det hgye nivaet av aske i de
ubehandlede prgvene som potensielt kan vare bundet til kitinet, og at demineraliseringen under
analysen ikke var fullstendig. Aske og kitininnholdet var funnet & veere hagyest i pravene vasket
med 0,0 M sitronsyre, noe om kan skyldes at disse prevene var kontrollprgver som kun ble
vasket med vann og derfor ikke utsettes for sitronsyren som binder og lgser opp metallene i

biomassen.

Fettsyresammensetningen ble i liten grad pavirket av a variere sitronsyrekonsentrasjonen.
Syrevask med 0,18 M farte til reduksjon av SDA, EPA og DHA og mengde n-3 PUFA, mens
syrevask pa 0,06 M resulterte gkende relativ mengde n-3 PUFA i skallfraksjon 2.

Mengde av TAA og EAA gkte etter behandling med ulik sitronsyrekonsentrasjon, men ogsa
nar fraksjonene ble vasket med bare vann (0,0 M sitronsyre). Syrevask med 0,06 M sitronsyre
farte til den starste gkningen av EAA og TAA, samtidig som gkt konsentrasjon med 0,18 M
farte til den minste gkningen. Det var en stor gkning av mengde alanin og en halvering i innhold
av glycin. Basert pa funnene i oppgaven ser det ut til at vask med 0,18 M ga darligst utbytte av
neeringsstoffer, og et bedre utbytte ble registrert etter sitronsyrevask med 0,06 M som regel ga
hgyeste utbytte av de gnskede neringsstoffene fett, protein og EAA i begge de undersgkte

skallfraksjonene (1 og 2).

Effekten av & redusere behandlingstid til 1 t ble ogsd undersgkt. Den biokjemiske
sammensetningen ble muligens endret etter 1 times syrevask om man sammenligner med
resultatene og endringene etter 2 timers vask, men resultatene fra skallfraksjon 1 og 2 var ikke

helt entydige. Generelt farte 1 t behandling til at prgvene inneholdt mindre andel av proteiner
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og fett (vs 2 t), men like mye aske. En times behandling farte til at kitininnholdet var relativt
lite endret (selv om det var noksa store variasjoner for kitin). Ellers var trenden den samme for

alle behandlingene, at prevene etter vask inneholdt mye mere fett (vs ubehandlet).

Effekten av 1 times vask pa fettsyresammensetningen var sapass liten at den ikke trenger noen
videre diskusjon. De observerte endringene skyltes nok at andelen fett gkte noe etter 1 t vask,
en effekt som var mer uttalt i skallfraksjon 2. Det ble observert en relativ gkning i TAA og
EAA, og den starste gkningen var observert i skallfraksjon 2, som skyldes det lave
proteininnholdet denne skallfraksjonen hadde i utgangspunktet. Videre ble den samme effekten
observert for 2 timers vask ogsa observert etter 1 times vask, nemlig at det relative innholdet
av alanin gkte betydelig, glycinnivaet omtrent ble halvert.

Effekten av sitronsyrevask ble ogsa undersgkt i 2 tgrkede skallfraksjoner (3 og 4), men
vaskevariablene som ble undersgkt avvek noe fra behandlingene av skallfraksjon 1 og 2.
Behandlingstiden som ble brukt var pa 1 t ved 60 °C (inkubator ved 150 rpm.) med en V/TS pa
12 ml/g og to syrekonsentrasjoner pa 0,06 og 0,12 M ble inkludert. Neringsinnholdet mellom
skallfraksjon 3 og 4 var svert like etter behandling. Behandlingen farte til gkt relativt
fettinnhold, et uforandret innhold av protein, reduksjon av kitin og meget stor reduksjon i
askeinnhold. Fettsyresammensetningen og innholdet av n-3 PUFA var uforandret etter
syrevask. Effekten av syrebehandlingen pa innholdet av EAA og TAA var minimal. Etter
syrevask ble tyrosin bare pavist i enkelte av prgvene, men det var vanskelig a trekke noe
mgnster. En annen ting som er verdt a trekke fram er at i motsetning til for de vate fraksjonene
hvor innholdet av alanin gkte svaert mye mens glycin ble kraftig redusert, sa var gkningen av
alanin ubetydelig, mens glycin faktisk gkte etter syrevask (uavhengig av syrekonsentrasjon).
Syrevasken hadde minst effekt pa sammensetningen av nearingsinnholdet til de terkede
skallfraksjonene. Dette skyldes trolig at behandlingstiden kun var pa 1 t, og at produktet ble

behandlet med en lavere temperatur sammenlignet med de vate skallfraksjonene (60 vs 80 °C).

Biokjemisk sammensetning og kitin er representert i 8 ulike tabeller, og summen av alle
komponentene er over 100 % i flere av prgvene. De hgyeste summene var 121 og 122,4 % i
skallfraksjon 2 vasket med henholdsvis 0,0 og 0,06 M sitronsyre. Analysene ga sveert hgye
verdier av bade fett, protein og kitin i disse prgvene og det kan indikere at en eller flere av disse
analysene er usikre. Dette gjenspeiles ogsa i relativt store standardavvik for disse prgvene. Det
er derimot vanskelig a konkludere om dette skyldes ungyaktighet i utfarelsen av disse analysene
slik at f.eks. fettinnholdet var overestimert i prgvene. Kitinet kan ogsa ha vert noe urent og

bundet til mineraler og/eller protein, slik at nivaet derfor kan veere overestimert. Dette blir kun
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spekulasjoner siden renheten av kitin ikke ble analysert. Det kan uansett vere lurt & gjenta disse
analysene for a utelukke eventuelle feilkilder, men det ble dessverre ikke tid til & undersgke

dette far innlevering av oppgaven.

Proteinsammensetningen ble ogsa undersgkt ved separasjon med SDS-PAGE. Det viste seg at
skallfraksjonene, som forventet, hadde de samme proteinbandene, bade far og etter behandling.
Samtlige av prgvene analysert hadde proteinband i stgrrelsesorden 62 kDa, 45 kDa og 35 kDa
(Figur 11, Figur 12

Figur 13). Dette stemmer godt overens med resultater vist i en tidligere masteroppgave fra var
gruppe (Udin, 2017). Udin dokumenterte at skallfraksjoner fra raudate inneholdt proteinband
pa 62 kDa, 45 kDa og 30 kDa og 17 kDa (Udin, 2017). Det er mulig at 17 kDa-bandet ogsa er
med her, men det er sveert vanskelig & pavise. Det er dokumentert at forstyrrelser med lipider
kan gjere proteinband uklare (Rigby et al., 2011). | dette forsgket ble det ikke gjort noen
forbehandling for & fjerne lipider fra prevene, og dette er trolig en av arsakene til at
proteinbandene er uklare.

I teorien vil en sterkere syrekonsentrasjon fere til en mere effektiv syrevask. En forventning var
derfor at verdiene av naringsstoffene skulle gke og synke i takt med styrken i behandlingen
med sitronsyre. Dette var ikke alltid tilfellet, noe man szrlig kunne se hos behandlede praver
av skallfraksjon 2. Dette skyldes trolig den spesielle sammensetningen med et svert hgyt

askeinnhold i ubehandlet prgve, som preget utfallet av resultatene etter behandling.

Oppsummert kan man se en endring i neringssammensetning av alle pragver etter behandling. |
alle behandlede skallfraksjoner farte syrevask til en reduksjon av relativt askeinnhold etter
behandling. Hos alle pragver var det en gkning av relativt fettinnhold etter syrevask. Det kan
bidra til gkt verdi fordi fettet er en viktig forkomponent. Fettsyresammensetningen av produktet
ble endret i liten grad, noe som gjer at produktet fortsatt inneholder rikelige mengder av de
langkjedede omega-3 fettsyrene DHA og EPA. Det gkede innholdet av TAA og EAA, gjer
produktet til en god kilde til aminosyrer og proteiner. Alle de EAA for reker, med unntak av
den frie aminosyre taurin, ble funnet intakt i prgvene, som gjgr at produktet fortsatt har de
viktige bestanddelene ngdvendig for vekst av reker (Shiau, 1998). Det var ogsa stort sett en
gkning i proteininnhold, som er positivt med tanke pa at de er viktige byggesteiner for vekst og
vedlikehold. Det ser ut til at sammensetningen av produktet etter syrevask gjer at det fortsatt er
godt egnet til forformulering i rekeindustri, og potensielt til humant konsum.
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Det var ikke noen tydelig trend mellom hvilken mengde av VV/TS som ga best effekt, og det vil
derfor veare hensiktsmessig @ behandle med minste volum av sitronsyre. Det ser ut til at
syrebehandling med 0,18 M farte til starst reduksjon av naringsinnhold i prgvene. For a
beholde s&a mye som mulig av naringsinnholdet intakt vil det veaere gunstig & behandle produktet
med en lavere syrekonsentrasjon. Videre indikerer behandlingen av de tarkede fraksjonene at
det kan vere gunstig a senke temperaturen til 60 °C i vaskeprosessen. Selv om det er noe
variasjon i mange av resultatene, og det er fa paralleller, er det ingen problemer for videre
anvendelse av skallfraksjonene etter at de har veert gjennom et vasketrinn med 0,06 eller 0,12

M sitronsyre.
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6 Konklusjon

Naringsinnholdet i ubehandlet skallfraksjon 2 skilte seg fra de andre skallfraksjonene med et
hgyt innhold av aske. Den generelle trenden var at sitronsyrevask resulterte i et betraktelig
lavere innhold av aske og et hgyere innhold av fett i skallfraksjonene. Videre gkte det relative
proteininnholdet stort sett i skallfraksjonene og mengden TAA og EAA ble oppkonsentrert.
Fettsyresammensetningen ble lite pavirket av sitronsyrevask, mens kitininnholdet ble pavirket

i varierende grad.

Det kan se ut som at syrevask hadde sterre effekt i seg selv og at endring av de ulike
vaskeparameterne hadde mindre effekt. Det er derfor vanskelig a konkludere med hvilken
behandling som gir best effekt. Det ma her ogsa tas hensyn til reduksjon av ugnskede
komponenter etter syrevask. Skallfraksjonene kan anvendes videre innen férindustri og til andre
neeringsrike produkter etter at de har vert gjennom et vasketrinn med 0,06 eller 0,12 M
sitronsyre. En viktig observasjon er at variasjon i biokjemisk sammensetning av rastoffet har

stor innvirkning pa sluttresultatet.

Videre kan det utfares flere forsgk for & optimalisere vasketrinnene i skallfraksjonen. Nar
metoden for syrevask er bestemt bar det jobbes videre med a inkorporere vaskemetoden i den

industrielle produksjonen av skallfraksjonen.
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