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interesse for. Likeledes ensker jeg & gi et spesielt takk til Atle Lovland som hadde troen pé
meg og onsket 4 gjennomfere pilotforseket. Takk til Nortura, deres ansatte, og Moer Géard
med Ole Egge 1 spissen, som gjorde forseket mulig med ekonomisk bistand og fasiliteter.

I tillegg vil jeg takke Elin Follaug Johansen for svert god forstaelse og veiledning pa
laboratoriet, og muligheten hun ga meg til & vaere delaktig i arbeidet. Til slutt ensker jeg &
takke familien min for en god dose prat om egg og stette gjennom arbeidet.

Masterarbeidet har gitt meg en bratt leeringskurve innenfor faget og evne til kritisk
tenkning, samt et innblikk i matindustrien og forskning. Jeg har funnet et tema jeg brenner for

og som jeg onsker 4 fortsette og arbeide med!

As, april 2018

Maiken Caroline Lovkvam-Kgster



Sammendrag

Neringsstoffene jod, selen, jern og vitamin D kan vaere utfordrende & innta nok av i den
norske befolkningen. Disse naringsstoffene finnes i1 betydelige mengder i egg, og det har
derfor blitt studert om man kan manipulere innholdet. For & oke innholdet kan narings-
stoffene tilsettes 1 foret til hens. Ved jodtilsetning okes jodinnholdet ytterligere med
kaliumjodid (KI) enn kaliumjodat (KIO3), mens ved selenberikning eker selenmetionin
(SeMet) seleninnholdet mer enn selenat. Ved jerntilskudd derimot kan andre tilstedeverende
naringsstoffer interagere med jern og pavirke jerninnholdet 1 egg. Vitamin D kan tilsettes
foret som 25(OH)D; eller vitamin D3, men vitamin D innholdet i egg kan ogsé okes ved &
utsette honene for UVB lys. Dermed syntetiserer henene vitamin D3 og vitaminet overfores til
egget. Manipulering av hens med UVB lys ble derfor gjennomfert i en eksperimentell
pilotstudie.

I pilotstudien ble hens eksponert for UVB lys i totalt 60 minutter hver dag. UVB lyset
ble plassert nederst pa burene under fortroene. Eggene ble samlet inn i tre omganger;
1) baseline 1 oktober, og etter UVB eksponering i 2) november og 3) januar. Studien viste >3
ganger ekning av vitamin D3 etter UVB eksponeringen. Det ble ikke sett ytterligere ekning av
vitamin D3 innhold i egg etter 4 uker.

Resultatene demonstrerte at UVB lys kan gke vitamin D3 innholdet betydelig i egg.
Denne pilotstudien er et godt utgangspunkt for fremtidige vitenskapelige studier, for &
undersoke hvilken betydning manipulering av vitamin D 1 egg kan ha pd vitamin D statusen i

den norske befolkningen.



Abstract

Intake of iodine, selenium, iron and vitamin D can be challenging in the Norwegian
population. These nutrients are found in significant quantities in eggs, and therefore it has
been studied if the content can be manipulated. The content can be increased by enrichment of
the hens feed. lodine content in egg is increased better by potassium iodide (KI) than
potassium iodate (KIO3), while selenium methionine (SeMet) is better than selenate to
increase the selenium content in egg. Enrichment of iron is dependent of other interaction
compounds that can affect the iron content in egg. Vitamin D can be enriched in egg by
adding 25(OH)D3 or vitamin D3 to the feed, or by UVB exposure of hens. The hens can thus
synthesize vitamin D3 and the vitamin can be transferred into the egg. Therefore, an
experimental pilot study was conducted.

In the pilot study the hens were exposed to UVB light in total 60 minutes each day.
The UVB light was placed at the bottom of the cages under the feed rows. The eggs were
collected in three rounds; 1) baseline in October, and after UVB exposure in 2) November and
3) January. The study showed more than 3-fold increase of vitamin D3 after UVB exposure.
There were no further increase in vitamin D3 content in eggs after 4 weeks.

The results demonstrated that UVB light can increase the vitamin D3 content in eggs.
This pilot study is a good starting point of future scientific studies, to investigate the
importance of manipulation of vitamin D in eggs on vitamin D status in the Norwegian

population.
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1. Bakgrunn

Mat er essensielt for mennesket. Hvilke matvarer som velges handler mye om kultur og
tradisjoner. Det & spise mat er en sosial del av hverdagen, enten om det er pa skolen, pa jobb
eller rundt middagsbordet. Mat blir fort en del av hverdagen, noe som folger oss gjennom
livet - fra spedbarnsalder og livet ut. Dermed er mat ogsd mye mer enn at det er en
nedvendighet for kroppen. Matens primarfunksjon er likevel at den er viktig som bidragsyter
til naeringsstoff, inkludert energi. Energibalanse, det vil si nar energiinntaket er lik
energiforbruket, er fundamentalt. Dette fordi energioverskudd kan sees som en utfordring i
samfunnet, badde nasjonalt og globalt. Et skende overvektsproblem sees 1 den norske
befolkningen, og overvekt er fordrsaket av energioverskudd. I Norge gikk kostens
energiinnhold ned fra 1980 til midten av 1990-drene (Helsedirektoratet, 2017b). I folge
matforsyningsstatistikken minsket energiinnholdet ytterligere, mens forbrukerundersokelser
viste gkt energiinnhold fra 1996 til 2012. Siden 2012 har kostens energiinnhold vert stabilt 1
folge matforsyningsstatistikken.

I tillegg til utfordringer tilknyttet energioverskudd, er inntak av noen naringsstoffer
lavt for deler av den norske befolkningen (Helsedirektoratet, 2017b). De naringsstoffene som
utpekes som en utfordring i norsk befolkning er vitamin D, jern og jod. Dersom
energiinntaket reduseres pa grunn av energioverskudd, kan det vaere vanskelig 4 innta nok
naringsstoffer. Det vil si at lavere mengder og mer neringsrik mat er vesentlig for & oppnd
tilstrekkelig inntak med neringsstoffer.

Av den grunn vil fokus i denne oppgaven vare neringsstoffer, og ikke energibalanse.
A innta naeringsrike matvarer kan bidra til at befolkningen oppnér ensket naeringsstoffinntak.
Et eksempel pa en neringsrik matvare er egg. Hvordan egg kan bidra til 4 oke

naringsstoffinntaket av de utfordrende neringsstoffene, vil bli diskutert videre i oppgaven.



1.1. Egget

Hons blir kjennsmodne fra 18-24 uker gamle og har egglosning hver 24.-28. time. Eggets
storrelse pavirkes av sterrelsen til honen og hanen, samt at eggevekten ekes med henens
okende alder (Nys et al., 2011). Eggevekten er 50-70g, hvorav eggeplommen er 25-35% av
egget. Oppgaven vil gé kort inn pd egget og hvordan egg dannes.

1.1.1. Eggets anatomi

Sentralt 1 egget ligger eggeplommen. Den har en sammensetning pa 33% fett, 17% protein,
48% vann og 2% mineraler. Sammensetningen er noksd konstant mellom henene. Pa
eggeplommen kan en hvit masse synes. Det er kjernen til eggcellen og rester av
eggstokkceller som har fulgt med under egglosningen, ogsa kalt kimskiven. Utenfor
eggeplommen ligger eggehviten som bestar av albumin. Det finnes béde et fast lag og et
tynnere lag pd grunn av ulike protein som er bundet sammen. Fra det faste laget dannes to
plommestrenger, som strekker seg fra eggeplommen til ytre del av eggehviten.
Plommestrengene holder plommen i sentrum av egget under fosterutvikling. Utenfor finnes
skallhinner som folder seg rundt hele egget, med unntak av i den butte enden. I den butte
enden dannes en luftlomme, der hodet til kyllingen er vendt under fosterutviklingen. Ytterst

av egget er skallet, som kan besté av opptil fem lag. Egget er illustrert i figur 1.

Kimskiven Plommestreng

Plommen

Eggehviten

Luftlomme Skallhinner (2 stk.) Skallet

Figur 1: Eggets anatomi hentet fra Bagley (2016) .

to
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1.1.2. Hvordan dannes egget?

Kjennsorganet til honen bestar av eggstokk, eggledertrakt, magnum, isthmus, skallkjertel og
vagina. Som figur 2 viser er eggstokken (ovarium) pa toppen med an blanding av sma og
store eggceller. Under kjonnsmodning vokser eggcellene og samler store mengder med
plommestoff. Plommestoffet blir dannet i leveren, og fargen pa plommen pavirkes av honenes
for. Eggcellene har et tynt eggstokkvev bestdende av blodkar rundt de modne eggcellene. Ved
egglosning revner vevet, og dersom blodkar rives far eggeplommen blodflekker.
Eggledertrakten, ogsa kalt infundibulum, fanger og fester eggcellen, slik at befruktningen
begynner. Eggledertrakten er ikke i kontakt med eggstokken, og derfor ma egget under
egglosning "fanges” for & unnga at det avleires 1 bukhulen. Befruktningen ma foregé overst i
eggledertrakten.

I trakten paleires de forste eggehvitestoffene, samt delene som danner plommesnorene.
Her oppholdes egget i 15-20 minutter. Videre er magnum der mesteparten av eggehvitestoffet
péleires 1 lopet av tre timers tid. Magnum inneholder kjertler som produserer og frigjer
eggehvitestoffer. Kjertlene tommes og avleires over plommen. Eggproduksjonen fortsetter
videre 1 isthmus, der det siste eggehvitestoffet dannes, samt skallehinnen. Egget oppholdes
her 1 75 minutter. Mot slutten av kjennsorganene er skallkjertelen (uterus) der eggeskallet
dannes. Vann og salter pumpes inn i eggehviten, og hviten svelles. Deretter brukes store
mengder kalsium, bade fra henens for og skjelett, til & danne skallet. Hons som legger egg
trenger mer kalsium enn de som ikke gjor det, samt at vitamin D er nedvendig for opptak av
kalsium. Skalldannelsen tar opp imot 20 timer. Nederst ligger vagina, en utferselsgang, der

egget passeres raskt ut ved egglegging.
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Ovary
Egg yolk deposition

Infundibulum
Capture and fertilization of ovum

{ \ White isthmus
\

Deposition of eggshell membranes

Magnum
Secretion of egg white proteins

i
Uterus - (
Eggshell formation ‘

/
//{"‘/_'_F ﬁ Vagina

Oviposition of egg

Figur 2: Kjonnsorganet til hons ved eggproduksjon (Jonchére et al., 2010).

Under verpeperioden gkes eggproduksjonen opp til 6-10 uker, for deretter a reduseres (Nys et
al., 2011). Til tross for redusert antall egg endres ikke plommeproduksjonen, og med farre

egg blir plommen 1 hvert egg storre. Eggehviten og skallet er konstant.

1.1.3. Hvordan dannes eggeplommen?

Eggeplommen syntetiseres 1 lopet av 14 dager og avleires i flere lag (Nys et al., 2011). I
eggeplommen finnes nedvendige komponenter, som triglyserider (TG), fosfolipider,
kolesterol, immunoglobulin og vitellogenin. Disse produseres i leveren etter stimulering fra
ostrogen. Hos hens omdannes vitellogenin, som er forleper-protein, til fosvitin og lipovitellin
ved overforing til eggeplommen. Fosvitin og lipovitellin er mesteparten av fosfoproteinene 1
plommen.

Lipidene finnes i form av very low density lipoprotein (VLDL), hvorav mesteparten er
triglyserider, men ogsa kolesterol og fosfolipider. VLDL kataboliseres lite for det overfores
fra henen til eggeplommen. Dermed vil lipidprofilen 1 eggeplommen bestemmes av hvor mye
som transporteres til VLDL og videre til eggeplommen (Nys et al., 2011).

Transportering av forlepere til eggeplommestoffer foregr via blod. I eggstokkene er
det apninger mellom epitelcellene som gjor at partikler som VLDL og vitellogenin kan
transporteres gjennom. For & sikre at disse stoffene overfores, transporteres de ogséd ved hjelp
av endocytose til eggcellen (Nys et al., 2011). Immunoglobulin derimot transporteres til

eggcellen ved hjelp av egne reseptorer i membranen.
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1.1.4. Kolesterolinnhold i egg

Kolesterol er opphavet til alle steroider, deriblant kortison, aldosteron og testosteron (Mahan
et al., 2012). Kolesterol bidrar blant annet til & danne kolekalsiferol (vitamin D3), inngar som
komponent i cellemembraner, og regulerer og produserer hormoner.

Kolesterol transporteres sammen med blant annet TG ved hjelp av lipoproteinene,
VLDL, LDL (low density lipoprotein) og HDL (high density lipoprotein). Dyslipidemi,
unormale verdier av lipoproteinene, inkluderer blant annet forheyet nivd av LDL,
hyperkolesterolemi og lavt nivd av HDL. Selv om familire tilstander kan forérsake
dyslipidemi, er 80% relatert til livsstil og kosthold (Smith, 2007). En naturlig tilneerming har
derfor vert 4 redusere kolesterolinntaket ved & unngd matvarer med hoyt kolesterolinnhold
som egg. Nye amerikanske anbefalinger har ingen maksimalgrense pa kolesterolinntaket
lenger (for: <300mg/dag), og egg anbefales som en god proteinkilde (Health.gov, 2017).

Det spekuleres om kolesterolinnholdet i egg kan péavirke blodlipidene og risikoen for
hjerte- og karsykdom. Oversiktsartikkelen fra Rouhani et al, som inkluderte intervensjons-
studier, observerte en ekning av totalkolesterol, LDL og HDL ved inntak av egg (5,3, 5,28 og
2,08mg/dl) (Rouhani et al., 2018). Ingen endringer i totalkolesterol/HDL-ratio, LDL-/HDL-
ratio og TG ble sett i artikkelen. Geiker et al, som inkluderte bade intervensjon- og
observasjonsstudier, undersgkte sammenhengen mellom egginntak og risiko for hjerte- og
karsykdom (Geiker et al., 2017). Basert péd observasjonsstudiene ble okt risiko for utvikling av
hjerte- og karsykdom sett ved inntak av >5 egg per uke. I intervensjonsstudiene derimot ble
det ikke funnet en endring av blodlipidene med okt inntak av egg.

Det kan se ut til at det usikkert hvordan blodlipidene pévirkes ved inntak av egg. I denne
oppgaven har det derfor vart mer relevant 4 rette fokuset mot naringsinnholdet enn

kolesterolnivaet 1 egg, og hvordan egg kan bidra til 4 eke neringsinntaket i befolkningen.

1.1.5. Inntak av egg

Den norske befolkningen har et jevnt inntak av egg (Helsedirektoratet, 2017b). Forbruket av
egg har holdt seg stabilt gjennom en arrekke pa 10-11kg érlig per innbygger. Siden 2006 har
forbruket okt til 13,1kg per innbygger per ar. Inntaket 1 2016 omregnet til daglig inntak blir
ca. 36g/dag. Disse tallene var basert pd matvareforbruk pa engrosniva, og de er gjerne hoyere
enn de reelle tallene. Landsomfattende kostholdsundersekelser fra 2010-2011, Norkost 3,

viste et gjennomsnittlig inntak av egg pd 25g/dag (Johansson et al., 2012). Studien var basert
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pé 24-timers-kostholdsintervju med 1787 deltakere. Sammenliknet med engrosforbruket av
egg viste kostholdsundersgkelsen et lavere inntak pa >10g/dag. Derfor kan det vere rimelig &
anta at det er en overestimering av inntaket av egg pa engrosnivi, idet engrosforbruket er
matvarer befolkningen har til radighet, ikke det faktiske inntaket.

Inntaket av egg i1 den norske befolkningen bidrar med en mengde naringsstoffer.
Hundre gram egg inneholder vann, protein og fett, samt en liten andel karbohydrater,
henholdsvis 76g vann, 13g protein, 10,6g fett og 0,3g karbohydrater. Egg inneholder ogsa
319mg kolesterol. I tillegg til makronaeringsstoffene inneholder egg en rekke neringsstoffer,
deriblant mikroneringsstoffene vitamin D, jern, jod og selen (tabell 1). Slik tabell 1 viser
bidrar egg med en betydelig mengde naringsstoffer 1 forhold til anbefalingene og til inntaket

av nzringsstoffene i befolkningen.

Tabell 1: Innhold av vitamin D, jern, jod og selen i 100g rdtt egg og neeringsstoffenes anbefaling for
voksne, samt prosentvist bidrag av egg til inntak av neeringsstoffene i befolkningen i folge
forbrukerundersokelser (Helsedirektoratet, 2015, Helsedirektoratet, 2017b; Mattilsynet
Helsedirektoratet UiO, 2017, Meltzer et al., 2016).

100g egg | Anbefaling | Eggets bidrag til inntak av

naringsstoffene (%)*

Vitamin D (ng) 2,5 10 22
Jern (mg) 2 9-15 7
Jod (ng) 35 150 7,1
Selen (ng) 21 50-60 11,7

* Eggets bidrag til inntak av vitamin D og jern er hentet fra Utviklingen i norsk kosthold 2014, mens for selen er
eggets bidrag beregnet ut ifra gjennomsnittlig seleninntak i folge Nordic Nutrition Recommendation (NNR) og
inntak av egg 1 folge Utviklingen i norsk kosthold 2014. Hvor mye egg bidrar til inntak av jod i befolkningen er
beregnet ut ifra rapporten Risiko for jodmangel i Norge.

Egg kan spesielt veere gunstig for deler av befolkningen som for eksempel ikke spiser fisk.
Generelt har fiskeforbruket i Norge sunket med 7% fra 2003-2016 (Helsedirektoratet, 2017b).
Fiskeforbruket var lavest blant de yngste aldersgruppene med et gjennomsnittlig inntak pa

24g per dag for 9- og 13-aringene 1 folge kostholdsundersekelsen Ungkost 3 (Hansen et al.,

14



2016). I Ungkost 3 fra 2015 deltok totalt 1323 deltakere med 24-timers-kostholdsintervju.
Fisk er en god kilde til neringsstoffene vitamin D, jod og selen, som ogséd egg inneholder
rikelig av. Kostholdsundersekelsen viste et gjennomsnittlig inntak av egg pa 11 og 12g per
dag for 9- og 13-aringer (Hansen et al., 2016). I en slik situasjon kan 9- og 13-aringene oke
inntaket av egg for 4 fa i seg rikelig mengde av vitamin D, jod og selen. Egg kan dermed

bidra til & oke inntaket av de utfordrende neringsstoffene i den norske befolkningen.

1.2. Mangel pa jod, selen, jern og vitamin D

I Norge har det blitt papekt at deler av befolkningen har inadekvat inntak av vitamin D, jern
og jod (Helsedirektoratet, 2017b). I tillegg sees et lavt inntak av selen hos enkelte i de
nordiske landene (Haug et al., 2007). En forklaring til lavt inntak kan vaere at det finnes fa
matvarer med et hoyt innhold av de nevnte n@ringsstoffene. Dermed kan det vare en
utfordring for deler av befolkningen & innta nok. Det foreligger en anbefaling om inntak for
alle essensielle naringsstoffer som ikke syntetiseres av mikrofloraen i tarmkanalen eller 1
kroppen selv. Anbefalingene er utarbeidet av Nordic Nutrition Recommendation (NNR) for &
redusere mangel og toksisitet, slik at befolkningen lettere skal vite hvor mye som skal inntas.
Med et energioverskudd i samfunnet kan man ikke utelukke at deler av befolkningen kan
velge og spise mindre. Da kan naringsstoffinntaket bli en ekende utfordring.

Inntak av de nevnte naringsstoffene kan veare utfordrende av ulike arsaker. Vitamin D
statusen 1 norsk befolkning kan bli lav som felge av lite sol og dermed lav syntetisering av
vitamin D 1 huden. Samtidig er inntaket av matvarer ikke tilstrekkelig for & dekke vitamin D
behovet. Det er lavt innhold av selen i jordsmonnet i Norge, som pavirker seleninnholdet i
plantevarer. Norske dyrkede plantevarer ser derfor ut til & inneholde lite selen. I tillegg finnes
jod 1 fa matvarer, ofte matvarer som befolkningen ikke spiser mye av. Det kan derfor antas at
det er vanskelig for personer med okt behov & innta tilstrekkelige mengder jod. Jern kan ogsd
vaere en utfordring idet innholdet av jern i matvarer har ulik biotilgjengelighet. Disse
naringsstoffene, jod, selen, jern og vitamin D, finnes i betydelige mengder i egg. | den

forbindelse kan egget ha en viktig rolle for 4 forbedre neringsstoffinntaket i Norge.
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1.3. Milet med oppgaven

Malet med oppgaven er & undersoke hvordan egg bidrar til naringsstoffene jod, selen, jern og
vitamin D, og & diskutere muligheter for ytterligere berikning av egg med disse
naringsstoffene. I denne oppgaven vil mangel pé disse neringsstoffene bli diskutert, og
eggets mulighet til & dekke behovet. I tillegg har en pilotstudie blitt gjennomfert der vitamin

D innholdet 1 egg ble manipulert for & underseke om vitamin D innholdet kan ekes.
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2. Jod

Jod er nadvendig for dannelsen av trijodotyronin (T3) og tyroksin (T4). T4 kan omdannes til
den biologisk aktive formen T3 i blodkretsomlepet. T3 inneholder tre jodatomer, mens T4
inneholder fire jodatomer. Dette er hormoner i skjoldbruskkjertelen (thyreoidea) som er
viktige for optimal vekst og utvikling, spesielt av sentralnervesystemet. Hormonene deltar i
flere prosesser 1 stoffskiftet deriblant & regulere energiomsetningen ved & opprettholde basal
metabolsk rate, samt a regulere appetitt, matinntak og kroppsvekt (Mullur et al., 2014).

Jod 1 mat finnes som jodid, som er jodioner, og absorberes fra hele tynntarmen. Jodid
overfores til blodbanen og oksideres til jod for & syntetisere T3 og T4. Nivéet av jod i serum er
lavt, idet det aller meste tas opp av thyreoidea og akkumuleres. T4 aktiveres til Ts ved & spalte
av et jodatom ved hjelp av enzymet dejodinase. Mengde T3 og T i blodet reguleres av
thyreoideastimulerende hormon (TSH), slik at nivaene holdes stabile. TSH utskilles fra
hypofysen ved pavirkning av T3 og T4 1 blodet, som igjen pavirker mengde hormoner som
utskilles. Hormonene reguleres pd denne maten ved hjelp av negativ feedback.

Fritt T3 og T4er sjeldent og finnes som oftest bundet til transportproteinet albumin,
tyroksinbindende globulin eller transthyretin. Mesteparten av jod reabsorberes, mens
overskudd av jod utskilles via urin. I tillegg utskilles jod gjennom morsmelk som avhenger av
mors kosthold (Meltzer et al., 2016).

En av de vanligste ernzringsmanglene i verden er mangel pa jod som forarsaker
struma (Nystrom et al., 2016). Ved struma oker thyreoidea i storrelse, som er et resultat av
lavt serumnivd av T3 og T4. Struma gir redusert energiomsetning og dermed slapphet.
Mangelen kan reverseres ved jodtilskudd. Ved mangel hos gravide kan fosteret {4 redusert
utvikling av nervesystemet, deriblant nerveceller og synapser. Dersom mangelen er alvorlig
kan fosteret utvikle kretinisme, som er irreversibelt. Her kan det nyfedte barnet oppleve
dvergvekst eller fa annerledes utseende.

Det kan vare en utfordring & oppné anbefalt inntak grunnet at jod finnes i f& matvarer.
Melk- og meieriprodukter er hovedkilden i Norge, og representerer mer enn 50 % av
befolkningens inntak (Dahl et al., 2004). Mengde jod i melk- og meieriproduktene avhenger
av hvor mye som er tilsatt i kraftforet til kuene. Jodinnholdet i melken er lavere om sommeren
enn om vinteren fordi det brukes mindre kraftfor (Dahl et al., 2003; Haug et al., 2012). I
tillegg inneholder egg og saltvannsfisk, spesielt mager fisk for eksempel torsk, sei og hyse,

jod. Jodinnholdet i egg avhenger av jodinnholdet i foret til honene. Det har blitt gjort noe
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jodberikning av matvarer, men mengde jod som er tilsatt er svert lavt. I Norge er det tilsatt
jod 1 noen typer bordsalt. Saltet er beriket med 5ug jod per gram salt (Nystrom et al., 2016),
som utgjor lite 1 saltet som anvendes. Samtidig som jodinntaket onskes & okes, anbefales et
lavere saltinntak (Helsedirektoratet, 2017b). I denne sammenhengens kan man derfor tenke at
salt ikke er en god kilde til jod i den norske befolkningen.

Anbefalt jodinntak fra 10 ars alderen og oppover er 150ug/dag (Helsedirektoratet,
2014). Behovet for jod er 100pg/dag, men for & dekke variasjoner i befolkningen er
anbefalingen hoyere. Anbefalingen for gravide og ammende er henholdsvis 175ug/dag og
200ug/dag. Arsaken til at anbefalingen er hoyere for gravide og ammende er fordi behovet
oker ndr fosteret skal vokse. Det er en ovre grense pa 200pg/dag for barn og 600pg/dag for
voksne. Den gvre grensen er satt for & unngé toksisitet og utvikling av hypertyreose.

Et forheyet inntak av jod er sjeldent i Norge, men kan oppsta ved supplementer. Tang
og tare inneholder 0g haye nivder av jod (Lunestad, 2016). Et hoyt inntak kan skape forheyet
utskillelse av T3 og T4. Dermed kan heyt stoffskifte (hypertyreose) oppsta og thyreoidea oker
1 storrelse. Symptomer som blant annet slapphet, hjertebank, svetting og vekttap er noen av

plagene som kan komme ved hypertyreose.

2.1. Jod iegg

Jodinnholdet 1 egg kan okes ved & tilsette mer jod i foret til honene. Dermed kan egget bidra
med et hoyere jodinntak i1 befolkningen. Maksimalt totalt innhold av jod i foret 1 Norge er
3mg kalsiumjodat (KIO3) og kaliumjodid (KI) per kg for (Europeen Union, 2018).

Sumaiya et al viste et okt jodinnhold, fra 19 til 117ug jod per 100g eggeplomme, med
okende tilsetning av jod 1 foret (Sumaiya et al., 2016). I studien ble foret beriket med 5 til
20mg KIO3 per kg for. Stupczynska et al viste akkumulering av jod i eggeplommen, fra 31 til
125,6ug jod per 100g eggeplomme, ved & oke tilsetningen fra 1 til 5 mg jod per kg for
(Stupczynska et al., 2014). I studien ble bade KI og KIO3 tilsatt. KI akkumulerte bedre i
eggeplomme enn KIO3, henholdsvis 81,6 og 69,8ug jod per 100g eggeplomme. En annen
studie viste >3 ganger hoyere jodinnhold i eggeplommen ved tilsetning av 4mg KI per kg {or
(fra 48,21 til 159,44ng jod/100g eggeplomme) (Charoensiriwatana et al., 2010).

Charoensiriwatana et al viste ogsa at inntak av jodberikede egg forbedret jodstatusen
til deltakerne. Jodstatus vurderes basert pa jodutskillelse i urin (pg/dl) der mild jodmangel er

5,0-9,9ug/dl, tilstrekkelig jodstatus er 10,0-19,9ug/dl og over behovet er 20,0-29,9ug/dl
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(WHO, 2007). I utgangspunktet hadde deltakerne mild jodmangel (6,87-7,11pg/dl), men fikk
et tilstrekkelig jodinntak etter eksperimentet (13,09-20,76ug/dl). A berike egg med jod kan
dermed bidra til & forbedre jodstatusen i1 befolkningen, ogsa i Norge. Dersom man antar at det
tilsettes Img jod per kg for 1 Norge kan jodinnholdet okes betraktelig. I dag bidrar egg med
7,1% av jodinntaket i den norske befolkningen (tabell 1). Med en tredobling av jodinnholdet 1
egg kan det tenkes at egg kan bidra med opptil 21,3% av jodinntaket. Man vil muligens se en
lavere jodekning enn det Charoensiriwatana et al viste, idet det kan tilsettes 3mg og ikke 4mg
jod per kg for 1 Norge. Det vil trolig gi et betydelig hayere jodinnhold i egg, og utsatte

grupper som gravide og ammende kan enklere f4 dekket behovet.
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3. Selen

Selen er ofte bundet til svovelholdige aminosyrer, og danner blant annet selenocystein og —
methionin. Selen opptrer hovedsakelig 1 disse formene i kroppen, og er nedvendig for & styrke
antioksidantforsvaret (Surai & Fisinin, 2014). Antioksidantforsvaret beskytter kroppen mot
skade av reaktive oksygenforbindelser (ROS). ROS er dannet fra oksygen og har stor evne til
a reagere med andre stoffer, og kan derfor vare potensielt skadelig. Selen inngér 1 blant annet
glutation peroksidase som er et viktig enzym i det endogene antioksidantforsvaret. Som
antioksidant kan ogsd selen hindre harskning av fettsyrer, og bidra til at vitamin C og E
fungerer optimalt. Selen og vitamin E utfyller hverandre i cellemembraner og beskytter
cellemembranene mot skade. I tillegg er det hypoteser om at selen forebygger
muskelgradering, deltar i utvikling av embryo og i jodmetabolismen (Rajasekaran &
Kalaivani, 2013).

Absorpsjon av selen er ikke avhengig av status eller inntak, men pavirkes av om selen
er uorganisk eller organisk, henholdsvis selenat eller selenmetionin (SeMet) (Surai & Fisinin,
2014). SeMet absorberes ved hjelp av aktiv transport, mens selenat absorberes ved passiv
transport (Bennett & Cheng, 2010). Det finnes hypoteser om at selenat ma omdannes for &
syntetisere svovelholdige aminosyrer, mens SeMet kan benyttes direkte i biosyntese av
selenoproteiner, men mekanismen er ikke helt kjent (Schrauzer & Surai, 2009). Videre
transporteres selen 1 blodet bundet som selenoprotein til albumin eller VLDL. Noe selen
lagres 1 thyreoidea, lever og nyre, mens overskudd av selen skilles ut via urin og feces.

Selenmangel er forbundet med to sykdommer; Keshan og Kaschin-Beck sykdom
(Fisinin et al., 2009). Sykdommene har blitt rapportert i Kina og andre land som har et
spesielt lavt seleninnhold i jordsmonnet og matkjeden. Keshan sykdom er en hjertesykdom,
mens Kaschin-Beck sykdom forer til slitasjegikt med deformerte ben. Disse sykdommene er 1
dag sjeldne. Ved en mildere form for selenmangel reduseres immunforsvaret, samt at det er
assosiert med okt risiko for hjerte- og karsykdommer (Combs, 2001). Infertilitet og artrose er
0gsé en assosiasjon ved mangel.

Selenholdige matvarer er korn, sjemat, kjott, melk og egg. I animalske produkter er
seleninnholdet avhengig av foret til dyrene, ikke minst hvor mye selen som er tilsatt. [
plantevarene er seleninnholdet avhengig av mengde 1 jordsmonnet, som er lavt i Norge.
Omtrent halvparten av kornet i Norge importeres, deriblant deler av hveten og alt ris og mais.

Noen land har generelt et hoyt seleninnhold i jordsmonnet, deriblant i USA og Finland
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(Eurola, 2005; Haug et al., 2007). Kornsortene her ifra vil dermed ha et hagyere innhold enn
korn dyrket nasjonalt.

Selenbehovet er >30pg/dag, mens anbefalingen er 40pg/dag for kvinner og 50ug/dag
for menn. Selen har et smalt trygt vindu, idet akseptabelt daglig inntak (ADI) er 300pg/dag
for voksne og fra 90ug/dag for barn. ADI vil si hvor mye en person gjennomsnittlig kan innta
daglig over lang tid uten bivirkninger. ADI er ofte 100 ganger s mye som behovet, mens for
selen er ADI mindre enn ti ganger s mye som behovet for voksne.

Inntak pa et toksisk niva av selen sees likevel sjeldent. Ved et adekvat inntak som
suppleres med kosttilskudd kan forgiftning oppstd, kalt selenose. Selenose kan gi symptomer

som kvalme, tap av har og negler og utmattelse.

3.1 Selen i egg

Egg kan ha stor betydning for seleninntaket i Norge, og ved 4 selenberike foret til hons kan
egg bidra med et hoyere seleninnhold. Det har blitt gjort i flere land, deriblant i Russland,
Storbritannia og Tyrkia (Fisinin et al., 2009).

En randomisert kontrollert studie viste at selenberikning av egg kan oke seleninntaket
til befolkningen, men det ble ikke sett en endring av selenkonsentrasjon i serum hos
deltakerne (Surai et al., 2000). I studien ble egg beriket med organisk selen ad libitum, altsd s&
mye de onsket. Det kan tenkes at deltakerne skilte ut selen via urin pd grunn av overskudd fra
kostholdet. I studien okte seleninnholdet i berikede egg med >7 ganger, fra gjennomsnittlig
4,22 til 32,44 g selen per egg. I Surai et al var seleninnholdet 1 utgangspunktet lavt
sammenliknet med tall fra Matvaretabellen (tabell 1). Dersom man hadde tatt utgangspunkt i
seleninnholdet 1 egg fra Matvaretabellen, ville trolig selenberikning ikke kunne oke
seleninnholdet tilsvarende som Surai et al. Dette fordi selen ofte akkumuleres bedre 1 egg ved
et lavt innhold sammenliknet med et hayt innhold i foret ved baseline (Surai & Fisinin, 2014).
Likevel viste resultatet av tilsetningen i1 Surai et al et hoyere seleninnhold enn et
gjennomsnittlig egg 1 Matvaretabellen (31,44ug per egg versus 12,6ug per egg) (Surai et al.,
2000).

Det er forskjell mellom typer selen som benyttes for a berike egg; uorganisk selenat
eller organisk SeMet. I Norge kan det tilsettes 0,5mg selen per kg for som natriumselenat
(Lovdata, 2002) eller SeMet (Europeen Union, 2018). Cobanova et al viste at hoyest
seleninnhold 1 egg ble funnet ved forberikning (0,4mg selen/kg for) av SeMet sammenliknet
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med selenat (22,7ug selen versus 14,4pg selen) (Cobanova et al., 2011). Den storste gkningen
av seleninnholdet ble funnet i eggehviten. Surai & Fisinin konkluderte med at selenberikning
okte seleninnholdet ytterligere i eggehviten enn i plommen (Surai & Fisinin, 2014). I
artikkelen ble det sett pa studier som viste at 53-71% av SeMet ble funnet i hviten, mens 12-
19% av SeMet 1 plommen. Ved tilsetning av selen i foret oker derfor seleninnholdet i egget
fordelt pd bade eggeplommen og -hviten. For & oppna sterst ekning kan muligens SeMet vare
et bedre valg enn selenat idet SeMet overfores fra foret til egget bedre. Det antas at det
tilsettes 0,3mg selen per kg for i Norge. Basert pa de nevnte studiene, kan trolig ekning av

selen 1 foret til maksimalt niva gke seleninnholdet i egg betydelig.
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4. Jern

Jern er nodvendig for oksygentransport og energiproduksjon. I energiproduksjonen er jern
essensielt under elektrontransportkjeden, der jern deltar i cytokromene for videre syntese av
adenosin triphosphate (ATP). Cytokromene er membranproteiner i endoplasmatisk retikulum
som virker som elektrontransporterer i elektrontransportkjeden. Jern er bundet til hemoglobin,
et globulert protein, som binder oksygen i lungene og frakter oksygen i blodet. Hvert
hemoglobin inneholder fire hemgrupper, hvorav hver gruppe kan binde ett oksygenatom. I
tillegg er jern en del av myoglobin i muskelcellene, som inneholder en hemgruppe og kan
binde ett oksygenatom. Myoglobinet er nedvendig for oksygenlagring.

Jern finnes som to former; toverdig (Fe**) hemjern og treverdig (Fe*") ikke-hemjern.
Mineralet veksler mellom disse formene ved reduksjon og oksidasjon, kalt redoksreaksjoner.
P& denne méten er jern svart reaktiv i sin naturlige form. Fe*" er mest reaktivt idet det kan
katalysere dannelsen av ROS (Borch-Iohnsen et al., 2009). Nar Fe?* bindes til hemgrupper,
reduseres dens evne til & gjore skade. Fe** og Fe** finnes lite i fri form, men er bundet til
proteiner.

Hovedsakelig skjer absorpsjonen av jern i enterocyttene i duodenum, men det kan
vare opptak langs hele tynntarmen (Borch-Iohnsen et al., 2009). For absorpsjon er ikke-
hemjern avhengig av 4 bli redusert til Fe?* av ferrireduktase. Det foregar p& mikrovilliene i
tynntarmen. Deretter transporteres Fe?" over enterocyttene ved hjelp av divalent
metalltransporter 1 (DMT1). DMT1 transporterer ogsd andre naringsstoffer som kobber og
sink, og dermed er det konkurranse for opptak.

For absorpsjon av hemjern, spaltes globin fra molekylet i ventrikkelen. Jern bundet til
hememolekylet absorberes videre i duodenum av heme carrier protein 1. I enterocyttene
spaltes Fe>* og hememolekylet ved hjelp av hemoksygenase. Videre transporteres jernet likt.

Fe?* blir transportert over til blodbanen ved hjelp av ferroportin. Deretter oksideres
Fe?* til Fe**, og bindes til jerntransporteren transferrin. Jern tas videre opp av
transferrinreseptor 1 pé andre celler og frigjeres intracellulert. Overskudd av jern lagres i
ferritin, som finnes i store deler 1 leveren. Normalt er det lite tap av jern fordi kroppen lagrer
jernet, men kvinner taper noe jern under menstruasjon.

Jernnivaet i kroppen reguleres ved hjelp av hepcidin og serger for at mengde jern som
absorberes og lagres holdes pa et stabilt nivd. Hepcidin bindes til ferroportin og kan dermed

regulere absorpsjon.
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Jernopptaket pavirkes av maltidets sammensetning, der ikke-hemjern pavirkes
ytterligere enn hemjern. Hunt et al viste at 38% av ikke-hemjern ble absorbert nér
askorbinsyre var tilstede, mens 27% uten askorbinsyre (Hunt et al., 1990). I tillegg
noeytraliserer askorbinsyre effekten av fytinsyre, og kan dermed oke opptaket av ikke-hemjern
(Hallberg et al., 1989). Cook & Reddy viste at askorbinsyre gker jernabsorpsjonen mer under
ett maltid enn i1 et sammensatt kosthold (Cook & Reddy, 2001). Det er uklart hvorfor dette er
tilfelle, men det kan tenkes at mageinnholdet fra forrige méltid kan dempe faktorene som
pavirker jernabsorpsjonen.

Kjettfaktoren kan ogsé fremme absorpsjon av ikke-hemjern. Mekanismen for
kjettfaktoren er ikke helt kjent, men mest sannsynlig er kjottfaktoren et peptid som dannes
under fordeyelse av kjott, fisk og egg (Hurrell et al., 2006). Kjottfaktoren kan oke
jernabsorpsjonen av for eksempel ikke-hemjern fra brod nar kjett brukes som palegg. I kylling
og biff kan kjettfaktoren oke jernabsorpsjonen med 100% og 180% (Hurrell et al., 2006).

P4 en annen side kan antinaringsstoffer redusere jernabsorpsjonen, eksempelvis
kalsium. Benkhedda et al viste at kalsium reduserte absorpsjonen av ikke-hemjern fra ett
enkelt maltid med 53% (Benkhedda et al., 2010). Med gkende inntak av kalsium kan
jernabsorpsjonen reduseres, som 1 folge Hallberg et al kan skje ved at fytinsyre degraderes og
jernabsorpsjonen direkte hemmes (Hallberg et al., 1991).

Denne gjennomgangen viser at absorpsjon av jern, spesielt ikke-hemjern, kan bade
okes og reduseres. Det er derfor nedvendig & underseke méltidssammensetning for & {4 et
inntrykk av jerninntaket.

Naér kroppens jernlagre reduseres kan jernmangel oppstd. Et lavt jerninntak, okt
jerntap, okt behov eller ulike tarmsykdommer kan veare arsaker til jernmangel. Flere grupper i
Norge kan veare utsatt, deriblant ungdom, gravide og eldre. Forbrukerundersokelser viste at
jerninntaket er 9mg/dag, som ikke tilfredsstiller anbefalingen hos kvinner i fruktbar alder
(Helsedirektoratet, 2016). Nér jernlagrene er for smaé til at kroppen klarer & produsere nok
hemoglobin kan jernmangelen utvikles til anemi. Ved anemi reduseres immunforsvaret og
personene kan fi nedsatt fysisk yteevne.

Jern finnes 1 flere matvarer, bade ikke-hemjern og hemjern. Ikke-hemjern finnes
hovedsakelig i vegetabilske matvarer som for eksempel korn, kornprodukter, frukt og
gronnsaker. Hemjern derimot finnes 1 animalske matvarer, hvorav redt kjett og innmat er rike
kilder. I tillegg inneholder fisk og egg hemjern. Animalske matvarer er bedre kilder til jern
enn vegetabilske matvarer pa grunn av at ikke-hemjern ma reduseres fra treverdig til toverdig

jern for absorpsjon og kjettfaktor (Hurrell & Egli, 2010), slik beskrevet tidligere.
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Jernbehovet for voksne er 7-8mg/dag, men for at inntaket skal dekke behovet for 95%
av befolkningen er anbefalingen heyere. Anbefalingen for menn er 9mg/dag og 15mg/dag for
kvinner. Kvinner har hayere behov pa grunn av jerntap under menstruasjon. Likeledes er
anbefalingen forheyet for kvinner under graviditet og amming til 15mg/dag for & dekke
barnets jernbehov. Etter menopausen reduseres anbefalingen til 9 mg/dag. Hos jenter opp til
13ar og gutter til 174r er anbefalingen 11mg/dag. Anbefalingen hos spedbarn og barn ligger
pé 8-9mg/dag. Morsmelken inneholder tilstrekkelige mengder jern, idet jernet har hoy
biotilgjengelighet (Institute of Medicine (US) Panel on Macronutrients, 2001).

Et hoyt jerninntak kan hos enkelte fore til hemokromatose, men det er sjeldent.
Hemokromatose kan vare arvelig betinget, men kan ogsd vare sekundert til andre
sykdommer som for eksempel kronisk hepatitt C og metabolsk syndrom (Hagve et al., 2009).
Hemokromatose kjennetegnes ved okt jernabsorpsjon fra tarmen over tid. Jernoverskuddet
blir avleiret som fritt jern 1 indre organer, og kan eke mengde reaktive jernforbindelser 1
kroppen. Det kan fore til dannelse av ROS. Sykdommen utvikler seg langsomt og det kan ta
lang tid for symptomene oppstér. De forste symptomene er slapphet, slitenhet og leddplager.

4.1. Jern i egg

Egg er en kilde til jern i den norske befolkningen, og ved 4 tilsette mer jern til honseforet kan
egg inneholde ytterligere jern. Egg kan tilsettes organisk jern, for eksempel jernsulfat, i
kombinasjon med metionin (Fe-Met). Park et al viste at tilsetning av 100mg Fe-Met per kg {or
kan gke jerninnholdet med gjennomsnittlig 14% (Park et al., 2005). I tilskudd kan jernsulfat
ogsa vere bundet til soyaproteinat, Fe-SP. Paik et al sammenliknet Fe-Met og Fe-SP, og
studien viste at Fe-Met kan gke jerninnholdet 1 egg med 13% og Fe-SP med opptil 16% (Paik
et al., 2009). I studien ble det tilsatt fra 100 til 321mg jernsulfat per kg for. I folge EU-
registeret kan man tilsette opp til 450mg jernsulfat per kg for (Europeen Union, 2018).

Pé en annen side viste Revell et al ingen ekning av jerninnholdet i eggeplomme ved
tilsetning av 50 til 450mg jern per kg for (Revell et al., 2009). I studien ble foret til verpehens
tilsatt enten uorganisk jern, organisk jern (jern bundet til en organisk komponent) eller
hemjern, og 1 kombinasjon med eller uten vitamin C. At jern kan interagere med andre
mineraler kan vare en arsak til ulik ekning av jerninnhold ved berikning. Skrivan et al viste at
jern 1 kombinasjon med sink og kobber okte jerninnholdet i eggeplomme med 36,7 %

(Skrivan et al., 2005). Det ble tilsatt 120mg jern, 80mg sink og 25mg kobber per kg for 1
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studien. Ved 4 kun tilsette jern okte jerninnholdet med 6,3% i1 eggeplomme. Dermed kan det
vare nodvendig & kombinere jerntilskudd med andre naringsstoffer for & optimalisere
jerninnholdet i egg. Det antas at det tilsettes 50mg jern per kg for i Norge. Ved jernberikning

opptil maksimalt nivd kan jerninnholdet i egg trolig inneholde betydelige storre mengder jern.
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5. Vitamin D

Vitamin D er et fettloselig vitamin og et prohormon. Vitaminet finnes som enten D»
(ergokalsiferol) eller D3 (kolekalsiferol). Figur 3 viser den kjemiske strukturen til vitamin D>

og Ds.
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Figur 3: Kjemisk struktur for vitamin D, og Ds.

Ergokalsiferol dannes i gjer og sopp, og er mindre biologisk aktivt enn kolekalsiferol. I
kroppen omdannes kolekalsiferol til aktiv form. Vitamin D finnes som 1) prohormonet
kolekalsiferol (pre-vitamin Ds), 2) lagringsformen kalsidiol (25-hydroksyvitamin D;
(25(OH)D3)), og 3) kalsitriol (1,25-dihydroksyvitamin D3 (1,25(OH)2D3)) som er et aktivt

hormon.

5.1 Funksjon

1,25(0OH)2Ds har som hovedfunksjon & regulere kalsiumhomeostasen og —absorpsjonen
(Dusso et al., 2005). 1,25(OH).Ds bindes til vitamin D reseptor (VDR). Reseptoren er en
nuklear heterodimer som er et kompleks dannet av to ulike proteiner. Reseptoren har to
domener; 1) ligand bindingsdomene, og 2) DNA bindingsdomene. Ligand bindingsdomenet
sikrer hoy affinitet for 1,25(OH)2Ds. God affinitet reguleres ogséd av 1o-hydroksylgruppe som
binder reseptoren til DNA. DNA bindingsdomenet bindes spesifikt til bestemte DNA
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sekvenser. For at VDR skal aktiveres ma VDR bindes til retinoid X reseptor (RXR) (Dusso et
al., 2005). Nar VDR og RXR danner et kompleks kan kalsiumabsorpsjonen fremmes.

VDR finnes i flere vev i kroppen, deriblant tarm, skjelett, nyre og parathyreoidea
(Holick, 2003). Aktivering av VDR har en viktig rolle innenfor kalsiumhomeostasen med a
opprettholde stabile kalsiumnivéer (Dusso et al., 2005). Absorpsjonen av kalsium og fosfor
fra kostholdet reguleres ved & stimulere transport over enterocyttene. [ tarmen stimuleres 1)
kalsiumkanalene slik at gkt kalsium passerer inn til enterocyttene, 2) transport av cytosolisk
kalsium, og 3) ATPase pumpene for transport av kalsium pa den basolaterale membranen
(Dusso et al., 2005). Transport av fosfor blir ogsa stimulert av 1,25(0OH).D3; og VDR, men
mekanismen er mindre kjent enn for kalsium.

Vitamin D er ogsa essensielt for utvikling og for & opprettholde benmineralisert
skjelett. VDR pavirker kalsiumopptaket i skjelettet, og 1,25(OH).D3 og VDR er nodvendig
for balanse mellom osteoblastene og osteoklastene (Dusso et al., 2005). Osteoblastene bygger
opp benvev, mens osteoklastene bryter ned benvev. For & unngé nedbrytelse av ben hemmes
parathyreoideahormon (PTH) av VDR.

I nyrene regulerer 1,25(OH)2D3 homeostasen ved & hemme 1-a-hydroksylase og
stimulere 24-hydroksylase (Dusso et al., 2005). Det forer til mindre dannelse av 1,25(0OH);Ds.
I tillegg oker VDR reabsorpsjonen av kalsium i1 nyrene, som pdvirker den endelige
utskillelsen av kalsium via urin.

Hvor mye kalsium det er i serum registreres av calcium-sensing reseptor (CaSR)
(Dusso et al., 2005). Ved lavt kalsium i serum aktiverer 1,25(OH),D3 VDR 1 parathyroeidea
og PTH frigjeres (Jones et al., 1998). Dermed mobiliseres kalsium fra skjelettet til serum for &
erstatte tapet. Kalsiumhomeostasen er derfor avhengig av bade 1,25(OH).Ds; og PTH, som vist
1 figur 4.
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Figur 4: Rollen til 1,25(OH):Dsi kalsiumhomeostasen. 1,25(0OH),D; produseres i nyrene
og stimulerer til okt absorpsjon av kalsium fra tarm, opprettholder benmineralisert
skjelett, hemmer PTH og oker reabsorpsjon av kalsium i nyrene. Dette opprettholder
kalsiumnivdet i ekstracellulcerveesken (ECF). CaSR vil si calcium-sensing recepto.

Figuren er hentet med tillatelse fra Dusso et al. (2005).

Vitamin D er ogsa knyttet opp mot andre funksjoner enn kalsiumhomeostasen, deriblant
cellevekst, regulering av apoptose og insulinsekresjon (Dusso et al., 2005). Det er hypoteser
om at 1,25(OH)2D3-VDR systemet kan hemme cellevekst under kreftutvikling ved & forsterke
cellevekst av normale celler i stedet for kreftceller, samt indusere apoptose. I tillegg er det
teorier om at 1,25(OH)2D3-VDR systemet kan pavirke intracelluler kalsiumfluks og dermed

pavirke insulinfrigjering fra pankreas.

5.2. Metabolisme

Vitamin D fra bade kosthold og sollys aktiveres til 1,25(OH).Ds; pa samme mate. Fra
kostholdet absorberes D vitaminet (vitamin D> og D3) i tynntarmen og transporteres i blod,
bundet til plasmaproteinet vitamin D-bindende protein (VDBP), for videre aktivering i lever.
De ulike formene for vitamin D har ulik affinitet til VDBP; 25(OH)D; > 1,25(OH).D3 >
vitamin D3 (Dusso et al., 2005).
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Naér huden blir eksponert for ultrafiolett (UV) lys, omdannes 7-dehydrokolesterol (7-
DHCO) til pre-vitamin D; (figur 5). Pre-vitamin D3 fra sollys blir omdannet til vitamin D3, og
kan videre transporteres til lever. Forst omdannes vitamin Ds 1 leveren ved hjelp av hepatisk
25-hydroksylase Ds til 25(OH)Ds. 25(0OH)Ds er assosiert med VDBP, og mengde 25(OH)Ds
er stabilt 1 blodet. Dermed antas det at 25(OH)Ds kan brukes som en indikator pd vitamin D
status (Spiro & Buttriss, 2014). 25(OH)D3 er mer polart, vannlgselig, enn vitamin Ds.

Y
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liver
25-hydroxylase
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-
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calcitroic acid 1,25-dihydroxyvitamin D, 25-hydroxyvitamin D,

Figur 5: Oversikt over vitamin Ds syntese, aktivering og katabolisering. Figuren er hentet med

tillatelse fra Dusso et al. (2005).

I nyrene omdannes 25(OH)Ds til 1,25(OH)2Ds ved hjelp av 1-a-hydroksylase. 1,25(OH).Ds er
den mest biotilgjengelige formen og derfor neye regulert i kroppen. 1-a-hydroksylase
reguleres av kalsium- og fosfatkonsentrasjonen (Spiro & Buttriss, 2014). Lav konsentrasjon
av kalsium og fosfat pavirker PTH, som eker 1-a-hydroksylase. En endring av kalsium- og
fosfatkonsentrasjonen danner en inaktiv metabolitt av vitamin D; i stedet for den aktive

metabolitten. 1,25(OH)2D; hemmer PTH og 1-a-hydroksylase ved hjelp av negativ feedback.
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Naér det ikke er behov for mer vitamin D nedbrytes 1,25(OH).D3 ved hjelp av 24-
hydroksylase til kalsitrosyre. 25(OH)Ds kan ogsé brytes ned dersom vitaminet ikke skal lagres
1 kroppen.

5.3. Mangel

Det er fastsatt ulike grenseverdier for 25(OH)D3 i1 serum for & bestemme vitamin D status
(tabell 2). 25(OH)D3 >50nmol/I skal dekke vitamin D behovet for 97,5% av befolkningen
(Nordic Council of Ministers, 2014). Et adekvat inntak inkluderer en god ben- og tannhelse,
normal benutvikling hos barn og unge, og normal kalsium- og fosforabsorpsjon, samt god

muskelfunksjon (EFSA Panel on Dietetic Products Nutrition and Allergies (NDA), 2016).

Tabell 2: Grenseverdier av 25(0OH)D3 (nmol/L) for d indikere vitamin D status i befolkningen.
Utarbeidet av Nordic Council of Ministers (2014).

[25(OH)D;]
(nmol/L)
Adekvat inntak >50nmol/L

Inadekvat inntak 30-50nmol/L
Mangel <30nmol/L

Vitamin D mangel over tid kan fore til sykdommer. Rakitt er en sykdom hos barn som er
forarsaket av vitamin D mangel. Det er en svart sjelden sykdom i dag, der barn blant annet
far bayde underekstremiteter. Hos voksne heter sykdommer osteomalasi, som betyr «blete
beny. Skjelettet blir svakt og diffuse smerter opptrer. I tillegg kan lavt vitamin D niva sees
ved blant annet kreft, hjerte- og karsykdom og diabetes (Lamberg-Allardt et al., 2013; Spiro
& Buttriss, 2014). Det er stor usikkerhet om det er en direkte drsakssammenheng mellom
vitamin D og de nevnte sykdommene, om sykdommene kan skape vitamin D mangel eller om
det er andre konfunderende faktorer. Litteraturgjennomgang viste ingen konsistent
sammenheng mellom vitamin D status og kreft (Lamberg-Allardt et al., 2013). I tillegg finnes
det begrenset data pa vitamin D status og diabetes. Det er derimot en assosiasjon mellom

vitamin D status og hjerte- og karsykdom. Studier viste at gjentatte forsek assosierte lav
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25(OH)Ds konsentrasjon med heyere risiko for hjerte- og karsykdommer, deriblant
hypertensjon (Lamberg-Allardt et al., 2013).

5.3.1. Utsatte grupper i Norge

Flere grupper i den norske befolkningen kan vere utsatt for vitamin D mangel, deriblant
gravide og ammende, tendringer, spedbarn, eldre over 65 ar og personer med meorkere
hudfarge (Spiro & Buttriss, 2014). Rapporten fra NNR viste at opptil 90% av befolkningen
ikke hadde en adekvat vitamin D status (Nordic Council of Ministers, 2014).

En av de utsatte gruppene i Norge er innvandrere, som tilsvarer 16,8% av
befolkningen 1 2017 (Statistisk sentralbyrad (SSB), 2017). Personer med innvandrerbakgrunn
fra ikke-vestlige land har ekt risiko for vitamin D mangel grunnet pigmentering, kroppslig
tildekning, et kosthold lavt pa vitamin D og lavt bruk av kosttilskudd (Holvik et al., 2008).
Vitamin D mangel kan gjelde for immigranter, bdde barn, ungdom og voksne av begge kjonn.
En studie viste at neermere 80% hadde 25(OH)Ds-nivaer pd <50nmol/L (Eggemoen et al.,
2013).

I tillegg viste en studie gjennomfoert pd pakistanske immigranter som bosatte seg i
Oslo (Helseundersokelsen 1 Oslo) at kun 8% pakistanske kvinner og 10% pakistanske menn
oppnadde 25(OH)D;-nivéer pa >250nmol/L (Meyer et al., 2004). Av kvinner og menn som
vokste opp og bodde i Norge hadde 86% et adekvat inntak. En annen studie av innbyggere 1
Oslo fedt 1 Tyrkia, Sri Lanka, Iran, Pakistan og Vietnam viste en median pd 30nmol/L og
27nmol/L 25(0OH)D3 for menn og kvinner (Holvik et al., 2005). Serum 25(OH)D; var
34nmol/L pa sommeren, mens prover tatt etter vinterhalvéret var 28nmo/L. Alvorlig mangel
pa vitamin D ble ogsa observert hos gravide innvandrerkvinner, definert som <25nmol/L
25(0OH)Ds (Eggemoen et al., 2016). Studien viste at 45% fra Ser-Asia (Pakistan og Sri Lanka),
40% fra Midtesten (Irak, Tyrkia, Marokko og Afghanistan) og 26% fra Afrika ser for Sahara
(hovedsakelig fra Somalia) hadde alvorlig mangel. Til sammenlikning hadde 1,3% gravide
kvinner fra Vest-Europa alvorlig vitamin D mangel. Ut ifra dette kan det se ut som at
innvandrere har heyere risiko for en lav vitamin D status enn nordmenn som er fodt og
oppvokst i Norge.

Vitamin D mangel hos eldre gir risiko for osteoporose, fall og brudd (Mosekilde,
2005). Eldre som er hjemmeboende med lavt funksjonsniva eller de som bor pé eldrehjem er
mest utsatt (Lamberg-Allardt et al., 2013). De er ofte lite utenders og blir i liten grad

eksponert for sollys, og kan derfor vare avhengig av kostholdet for & dekke vitamin D
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behovet. I tillegg kan eldre ha lavere absorpsjon av vitamin D i tarmen enn yngre, samt ha
redusert vitamin D syntese 1 huden (MacLaughlin & Holick, 1985). Lav vitamin D status har
blitt sett hos eldre i Norge, samt i flere sorlige land i Europe (Van der Wielen et al., 1995) og i
USA (Mosekilde, 2005).

Oversiktsartikkelen fra Mosekilde viste at eldre pasienter med hoftebrudd hadde
gjennomsnittlig 21-55 nmol/L 25(OH)D; i serum i1 Europa, mens i USA var vitamin D
statusen hoyere for personer med hoftebrudd (Mosekilde, 2005). Det kan mulig forklares ved
at USA beriker mange mat- og drikkevarer med vitamin D. I felge amerikanske
helsemyndigheter tilsettes vitamin D 1 blant annet juice, melk- og meieriprodukter, korn,
soyaprodukter og frokostblandinger (FDA, 2016).

P& en annen side viste en randomisert kontrollert studie ingen effekt pa hoftebrudd ved
a gi 10pug vitamin D tilskudd til eldre pa eldrehjem i Norge (Meyer et al., 2002). Likevel kan
risikoen for hoftebrudd reduseres dersom vitamin D blir gitt i kombinasjon med
kalsiumtilskudd. Oversiktsartikkelen av Lamberg-Allardt konkluderte med at tilskudd av
vitamin D3 (10-20pg) og kalsium ferte til reduserte bruddtilfeller (Lamberg-Allardt et al.,
2013). Reduserte bruddtilfeller ble spesielt sett pd eldrehjem der de eldre hadde lavt serum
25(0OH)Ds. Ut ifra disse studiene kan det se ut som at vitamin D i kombinasjon med kalsium

kan redusere bruddtilfeller hos eldre, men flere studier ma til for & trekke en klar konklusjon.

5.4. Kilder

Vitamin D finnes i bade vegetabilske og animalske matvarer. I gjaer og sopp dannes vitamin
D; fra ergosterol ved bestrdling med UV lys. I animalske matvarer som fet fisk, melk- og
meieriprodukter og egg finnes vitamin D;. Likevel er det fi matvarer som bidrar til vesentlige
mengder vitamin D i Norge. Derfor er trantilskudd, et produkt av fiskelever, en viktig kilde i
den norske befolkningen (Meyer et al., 2006). Flere melk- og meieriprodukter er tilsatt
vitamin D3 for & gke vitamin D inntaket. I tillegg kan vitamin D3 dannes i huden ved hjelp av

sollys.

33



5.4.1. Sollys som vitamin D kilde i befolkningen

UV lys deles inn i klassene UVA (315-400nm), UVB (280-315nm) og UVC (200-280nm). De
korteste belgelengdene kan gi betennelse 1 hud og eyne, samt DNA skade (Wade & Baines,
2008), men disse hindres av ozonlaget i & nd jordoverflaten. Huden m4 eksponeres for sollys
med belgelengde mellom 270-315nm for & syntetisere vitamin D3 (Webb, 2006).

Hvor mye vitamin D3 som syntetiseres i1 huden fra sollys pavirkes av miljo og
personlige faktorer (Webb & Engelsen, 2006). Miljefaktorene handler om hvor mye UVB lys
som er tilgjengelig for vitamin D syntesen. Det pdvirkes av eksempelvis sesong, tid pa degnet
og breddegrad.

Vitamin D syntesen er avhengig av breddegraden man befinner seg pa for 4 danne
vitamin D 1 huden (Webb, 2006). P4 sommeren stér solen hayere enn pd vinteren, og UVB
lyset kan trenge gjennom atmosfaren. Den tiden av dret der solen stdr for lavt pd himmelen til
a gi tilstrekkelig UVB lys for vitamin D syntetisering, kalles vitamin D vinteren (Meyer et al.,
2006). I lapet av vinteren stir solen under horisonten 1 opptil 2 maneder i Nord-Norge (65-
71°N) (Brustad et al., 2003). Lyset har ved lavere breddegrad i tillegg en for lav vinkel under
vitamin D vinteren til at UVB lyset nér jorden.

Vitamin D vinteren oppstir ved 51°N og oppover ved klar atmosfaere (figur 6)
(Engelsen et al., 2005). Figuren har ikke tatt hensyn til skyer og sne som kan pavirke UVB
lyset 1 & nd jorden. Ved fullstendig overskyet kan UVB lyset som nar jorden reduseres ned til
1% (Engelsen et al., 2005; Lamberg-Allardt et al., 2013). Sne pé bakken derimot kan
reflektere opp til 95% av UVB lyset ved klar atmosfaere. Dermed kan vitamin D vinteren i
eksempelvis Norge reduseres, og muligheten for vitamin D syntese kan ekes med 1 til 2 uker
(Engelsen et al., 2005). Samtidig er tildekningen hoy pa vinteren, som reduserer evnen til
vitamin D syntetisering. Befolkningen som bor pa heye breddegrader og med begrenset
tilgang pa sollys, kan derfor veere avhengig av vitamin D fra kostholdet (Brustad et al., 2003).
En annen mulighet er & reise til serlige destinasjoner, idet tverrsnittstudien fra Brustad et al

viste at reising kan beskytte mot vitamin D mangel gjennom vinteren.

34



Figur 6: Sammenhengen mellom daglig vitamin D produksjon i timer og breddegrader i klar
atmosfeere og uten refleksjon fra jordoverflaten. Figuren har ikke tatt hensyn til sno og skyer
(Engelsen et al., 2005).

I tillegg til miljefaktorene er vitamin D syntesen avhengig av personlige faktorer som for
eksempel pigmentering og alder. Hvor mye UV lys som ma4 til for & fa en merkbar redlighet i
huden, kalles minimal erytmisk dose (MED). MED avhenger av lysets intensitet og
eksponeringstid. Pigmentproduksjonen i huden skjer ved belgelengde <320nm, altsd med
UVB lys (Honigsmann, 2002).

Hvor mye pigmentering (melanin) som er 1 huden pavirker vitamin D syntesen.
Melanin beskytter huden mot solbrenthet og omdannelse av 7-DHC til pre-vitamin D;
(Holick, 2004). Personer med okt melanin mé derfor vare eksponert for sol lenger for &
syntetisere samme mengde vitamin D som lyshudede personer. Det er usikkert hvor stor
betydning melanin har pa vitamin D syntesen. En studie viste at vitamin D syntesen var opptil
seks ganger hoyere hos lyshudede personer enn personer med mork hud (Webb & Engelsen,
2006).

I tillegg pévirker alderen hvor mye vitamin D som syntetiseres i huden. MacLaughlin
& Holick viste at unge personer hadde mer enn to ganger bedre omdannelse av 7-DHC til pre-
vitamin D3 enn eldre (MacLaughlin & Holick, 1985). I studien ble unge mellom 8-18 &r
sammenliknet med 77-82 &r gamle personer. Eldre kan derfor vare avhengig av lengre

eksponeringstid for & syntetisere vitamin Ds.
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Vitamin D syntesen pavirkes ogsa av solkrem og solfaktor som brukes pa huden under
soleksponering. Den aktive komponenten para-aminobenzo syre (PABA) finnes i mange
solkremer og hindrer omdannelse av 7-DHC til pre-vitamin D3 (Matsuoka et al., 1987). Hvor
mye solkrem som péaferes og eventuelt aktivitet, f.eks. bading og svetting, kan pdvirke
vitamin D syntesen. I tillegg viste en studie lav status, malt <30nmol/L 25(OH)D3, hos 51%
av deltakerne som var mye ute i sollys (Binkley et al., 2007). Disse personene bodde pa
Hawaii og 40% brukte ikke solkrem.

Denne gjennomgangen viser at det er flere avgjerende faktorer for & syntetisere
vitamin D3 1 huden. Hvor mye vitamin D3 som dannes er derfor individuelt. Sollyset kan vere

en god kilde til vitamin D for noen, mens mindre for personer med lav soleksponering.

5.5. Anbefaling

Det individuelle behovet for vitamin D inntak avhenger av soleksponering. ADI for vitamin D
er 100pg per dag (EFSA Panel on Dietetic Products Nutrition and Allergies (NDA), 2012).
Den norske anbefalingen for vitamin D3 er 10ug for barn og voksne, og 20ug per dag for
eldre over 75 ér. Eldre er lite ute i sollys og derfor er anbefalt inntak heyere enn for barn og
voksne. For spedbarn fra fire ukers alder anbefales vitamin D tilskudd i form av tran eller
vitamin D-draper, fordi morsmelken ikke inneholder tilstrekkelig mengde vitamin D. Det
anbefales en gradvis ekning av tilskudd, og fra 6 méineders alder er anbefalingen 10pug

vitamin D per dag.

5.6. Inntak i Norge

Rapporten Utvikling i norsk kosthold viste at nordmenn hadde et vitamin D inntak som
tilsvarte Sug/dag (Helsedirektoratet, 2016). Sannsynligvis fr nordmenn i seg vitamin D via
sollys 1 lepet av sommeren som er tilstrekkelig for & oppné anbefalingen. Vitamin D
mangelen kan derfor tenkes at er lav pd sommeren nér vitamin D syntetisering er mulig, mens
heyere pa vinteren nér syntetiseringen er lav.

Det har blitt gjennomfort landsrepresentative kostholdsunderseokelser pé et utvalg av
befolkningen med informasjon om gjennomsnittlig inntak fordelt pé aldersgrupper
(Helsedirektoratet, 2017a). Kostholdsundersekelsene inkluderer Spedkost for 6 og 12 méneder

gamle barn, Smabarnskost for 2 aringer, Ungkost for 4 aringer og elever i 4.-8.klasse og
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Norkost for menn og kvinner 1 alderen 18-70 ar. Basert pd undersekelsene er vitamin D
inntaket i Norge avhengig av alder, type matvarer og kosttilskudd.

Spedbarn fér vitamin D fra morsmelk eller morsmelkerstatning, men er avhengig av
tilskudd i1 form av tran eller vitamin D draper fra 4 ukers alder for & oppna anbefalingen.
Spedkost viste at 82% av spedbarna inntok vitamin D tilskudd ved 6 maneders alder (Lande et
al., 2008). Ved 6 méneder er mat introdusert hos dem som ikke fullammes, og spedbarna far
noe vitamin D fra matinntaket. Ved 12 maneders alder ble det daglige inntaket av vitamin D
fordelt med 31% fra tilberedt mat, 45% fra tilskudd og 21% fra morsmelkerstatning (Lande et
al., 2009a). Rapporten fra Lande et al viste at vitamin D inntaket var under anbefalingene uten
kosttilskudd (tabell 2).

Ved 2 ars alder viste Smabarnskost at feerre barn tar tilskudd (Lande et al., 2009b).
Inntaket av vitamin D uten tilskudd var lavere enn anbefalingene (tabell 2), og barna er derfor
avhengig av kosttilskudd. Barnas vitamin D inntak kom hovedsakelig fra tilskudd, men ogsa
matvarer hvor egg utgjorde 5% av vitamin D bidraget. Vitamin D inntaket ble redusert fra
1999 til 2007.

Videre var inntaket av vitamin D hos 4 aringer og elever 1 4.-8.klasse ikke
tilfredsstillende. Det ble sett samme trend som hos 2 aringene, der tilskudd bidro til
mesteparten av vitamin D inntaket (Hansen et al., 2016; Hansen et al., 2017). Inntaket av
vitamin D uten tilskudd var under anbefalingene for bade 4-aringene og elevene 1 4.-8.klasse
(tabell 2). Hos 4 dringene var hovedkildene til vitamin D spisefett med 32%,
fisk/fiskeprodukter med 30%, egg med 13%, og melk/yoghurt med 9% av daglig inntak
(Hansen et al., 2017). Hos 4.-8 klasse ble det daglige vitamin D inntaket fordelt med 29% fra
smer, margarin og olje, 26% fra fisk og fiskeprodukter, 12% fra melk og yoghurt, og 11% fra
egg (Hansen et al., 2016). Denne gjennomgangen viser en ekning av inntak av egg fra 2 til 4
ars alder, som holdes relativt stabilt gjennom barnealder.

For voksne fra 18-70 ar var inntaket av vitamin D for lavt til & oppnd anbefalingene
(tabell 3) (Johansson et al., 2012). Nar kosttilskudd ble inkludert 14 inntaket av vitamin D pd
12ng/dag og 10pg/dag hos henholdsvis menn og kvinner. Hovedkildene til vitamin D av det
daglige inntaket for voksne var fisk/fiskeprodukter (40%), spisefett (30%), egg (17%), og
melk/yoghurt (4%). I folge kostholdsundersekelsen Norkost var inntak av egg med pa 4 oke

vitamin D inntaket i den norske voksne befolkningen.
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Tabell 3: Vitamin D inntaket fordelt pa ulike aldersgrupper i Norge. Tallene er hentet fra norske

landsrepresentative kostholdsundersokelser (Spedkost, Smabarnskost, Ungkost og Norkost).

Vitamin D | Spedkost | Smdbarns- | Ungkost | Ungkost Norkost, | Norkost,
inntak uten | (12 mnd) | kost (2 4r) | (4 ar) (4.-8.klasse) | menn kvinner
kosttilskudd (18-70 ar) | (18-70 ar)
pg/dag 6,8 2,8 3.4 3,8 6,7 4,6

5.7. Sammenlikning av vitamin D inntak i Europa

Til tross for lavere inntak enn anbefalingene i1 befolkningen 1 Norge er vitamin D inntaket i
Norge hoyere enn mange andre land i Europa (Spiro & Buttriss, 2014). Oversiktsartikkelen
inkluderte landene Danmark, Finland, Tyskland, Irland, Italia, Norge, Portugal, Spania,
Sverige og Nederland. Vitamin D inntaket i Norge 14 gjennomsnittlig pé 10,9ug/dag og
10,1pg/dag for menn og kvinner. Disse tallene ble hentet ut ifra Norkost 1997 og inkluderte
kosttilskudd. Kosttilskudd var ogsé inkludert for Irland, og studien viste et vitamin D inntak
pa 3,7ug/dag for bade irske menn og kvinner. I de resterende studiene var ikke tilskudd
inkludert.

I tillegg har Mensink et al sett pa nyere data om vitamin D inntaket i Europa (Mensink
et al., 2013). De inkluderte landene var Belgia, Danmark, Frankrike, Tyskland, Nederland,
Polen, Spania og Storbritannia. For voksne kvinner var gjennomsnittsinntaket av vitamin D
fra 1,3ug/dag i Spania til 3,5ug/dag i Polen og Nederland. Hos menn derimot var inntaket fra
1,7pg/dag 1 Spania til 6pg/dag i Polen.

5.8. Toksisitet

Helserisikoen ved inntak av vitamin D har blitt vurdert av EUs vitenskapskomite for mat.
Voksne kan sannsynligvis innta opptil 100ug vitamin D per dag uten risiko for hyperkalsemi,
en gkning av kalsiumnivdene i serum (European Food Safety Authority, 2006). Med en
sikkerhetsmargin pa 2 for & dekke individuelle variasjoner i befolkningen er gvre tolerabelt

inntaksniva for voksne (11ar og oppover) 50ug/dag og barn (0-10 &r) 25ug/dag.
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Hyperkalsemi kan skje ved at 1,25(OH)2Ds eker kalsiumabsorpsjonen i tarmen og
oker frigjoring av kalsium fra skjelettet (Dusso et al., 2005). Et forheyet vitamin D niva kan
igjen fore til blant annet kalsifisering av bletvev, nyresten og nyresvikt. Risiko for nyresten er
heyere nar vitamin D gis i kombinasjon med kalsium enn vitamin D alene (Lamberg-Allardt
et al., 2013).

Hyperkalsemi oppstér sjeldent ved inntak av matvarer eller eksponering for UVB lys. I
huden nedreguleres syntesen av 7-DHC til pre-vitamin D3 ved hjelp av reduksjon som dermed
hindrer dannelsen av pre-vitamin D3 (Lamberg-Allardt et al., 2013). Ukritisk bruk av tilskudd

kan derimot bidra til toksisitet, men det er sjeldent.

5.9. Vitamin D i egg

A berike matvarer med vitamin D kan bidra til 4 oke vitamin D inntaket i den norske
befolkningen. En systematisk oversiktsartikkel, som inkluderte randomiserte kontrollerte
studier, viste at tilsetning av vitamin D 1 matvarer ekte 25(OH)Ds i1 serum hos deltakerne og
var doseavhengig (Black et al., 2012). I gjennomsnitt gkte 25(OH)D3 med 19,4nmol/L i
intervensjonsgruppene sammenliknet med kontrollgruppene.

Eksempelvis kan egg berikes med vitamin D. Vitamin D innholdet i egg varierer med
mengde vitamin D som tilsettes foret til honene. I Norge er det lovbestemt hvor mye vitamin
Djs eller 25(OH)Ds; som kan tilsettes foret (EFSA Panel on Dietetic Products Nutrition and
Allergies (NDA), 2016). I tillegg kan henene eksponeres for sollys. Det finnes ingen
lovbestemt begrensning pa hvor mye sollys hens kan bli eksponert for sa lenge det ikke gjor
skade. Honene kan eksponeres for bdde naturlig sollys og sollys ved hjelp av UVB lysrer for
a gke vitamin D3 innholdet i egg (Kiihn et al., 2014; Kiihn et al., 2015).

Idet egg er en god kilde til vitamin D og kan berikes ytterligere ved hjelp av sollys, vil

oppgaven videre omhandle hvordan vitamin D3 innholdet kan ekes i1 egg.
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6. Manipulering av vitamin D

6.1. Tilsetning av vitamin D i for

Norge er en del av det europeiske skonomiske samarbeidsomridet (EQS) og folger dermed
European Food Safety Authority for European Union (EFSA). Verpehoner kan maksimalt
tilsettes 3200 internasjonale enheter (IE) vitamin Ds per kg for, som tilsvarer 80pg Ds/kg for
(1pg = 40IE) (Regjeringen, 2017). Ved tilsetning av 25(OH)Ds er maksimal tilsetning pé
80ug 25(OH)Ds/kg for, idet et hoyere inntak gir lavere eggevekt og heyere matinntak
(FEEDAP Panel, 2005). Hvor mye vitamin D som akkumuleres avhenger av hvilken type
tilskudd som gis, vitamin D3 eller 25(OH)Ds. I Norge tilsettes 68,75ug vitamin D3 1 foret, i
folge Felleskjopet.

Mattila et al viste en 7 ganger okning av vitamin D3 innholdet i eggeplommen (fra 3,4
til 23pg D3/100g) ved tilsetning av vitamin Ds 1 foret til hons (fra 62,4 til 216ug Ds/kg {or)
(Mattila et al., 1999). Ved & oke vitamin D; tilsetningen fra 26,6 til 62,4ug Ds per kg for, ble
en fordobling av bdde vitamin D3 og 25(OH)D; observert (fra 1,4 til 3,4pg D3 og fra 0,5 til
1,0pg 25(OH)Ds per 100g eggeplomme). En annen studie av Mattila et al observerte ogsa en
7 ganger ekning av vitamin D3 1 eggeplommen ved Ds tilsetning i foret (fra 4,2-5,3 til
30ug/100g eggeplomme) (Mattila et al., 2003). I studien ble det tilsatt fra 280 til 300ug
vitamin D3 per kg for. I intervensjonsstudien fra Browning & Cowieson var det en lineaer
okning av vitamin D3 ved tilsetning av opptil 250pg vitamin Ds per kg for (fra 6,48 til
30,85ung/100g eggeplomme) (Browning & Cowieson, 2013). Ved tilsetning av opptil 69ug
25(OH)Ds per kg for ekte kun 25(OH)Ds 1 eggeplomme, ikke vitamin Ds.

Denne gjennomgangen viser at en ekning av vitamin D3 tilsetning i1 foret til honene oker
vitamin D innholdet i egg. Til tross for hay tilsetning, over lovlige mengder 1 folge norsk
lovgivning, ble ingen vitamin D toksisitet funnet 1 kontroll- og intervensjonsgruppene i alle
studiene. Dersom vitamin D innholdet onskes & oke ytterligere, men samtidig folge lovverket

kan henene eksponeres for UVB lys.
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6.2. UVB eksponering av hens for vitamin D syntetisering

UVB lys kan syntetisere vitamin D hos hens. Kiihn et al viste gkt innhold av vitamin D i
eggeplommen, bade gjennom naturlig lys og ved hjelp av UVB lysror (Kiihn et al., 2014;
Kiihn et al., 2015). Studien pd naturlig soleksponering viste opptil 4 ganger ekning av vitamin
D; innholdet i egg (fra 3,8 til 14,3pg D3/100g torrstoff eggeplomme) (Kiihn et al., 2014).
Henene var ute 1 gjennomsnitt 9 timer per dag, og forseket ble gjennomfort i august og
september 1 Tyskland med breddegrad 51°N.

Ved bruk av UVB lysrer ble hayest ekning av vitamin D3 og 25(OH)Ds observert ved
60min og 300min per dag (Kiihn et al., 2015). UVB eksponeringen viste >10 ganger okning
av vitamin D3 (fra 2,44 til 29ug D3/100g terrstoff eggeplomme), mens det ble sett en lavere
okning av 25(OH)D; (fra 1,76 til 4,14ug/100g terrstoff eggeplomme). I studien var baseline
vitamin D3 innholdet lavt sammenliknet med vitamin D3 innhold i eggene fra Matvaretabellen
(2,44 versus 18,2ng D3/100g torrstoff eggeplomme) (Mattilsynet Helsedirektoratet UiO,
2017).

Denne gjennomgangen viser at gkt UVB eksponering kan eke 25(OH)Ds og vitamin
Ds i eggeplommen. Dermed kan manipulering av egg bidra til & gke vitamin D inntaket i

befolkningen hvis egg er en del av kostholdet.

6.2.1. Eksponeringstid og dosering av UVB lys

Ved anvendelse av lysror ma styrke av UVB straling fastsettes, samt hvor lysrerene skal
plasseres. Styrken pé lysrerene avhenger av 1 hvilken retning lyskilden star og hvor lyskilden
treffer. Med okt avstand fra lysroret til honene, reduseres UVB intensiteten. Intensitet av
UVB stréling er méalt i enheter av milliwatt per kvadratcentimeter (mW/cm?) (Lupu & Robins,
2013). Det tilsvarer energi per kvadratcentimeter som mottas per sekund. Dosen méles som
joule per enhet i et bestemt tidsrom (mJ/cm?), og kan dermed variere med endret
eksponeringstid og bestralingsnivéer.

UVB lys kan anvendes ved en gitt UVB lengde, kalt smalspektret, eller ved
bredspektret som tar for seg hele UVB spekteret. Ved bredspektret UVB lys er doseringen
lavere enn for smalspektret for & unnga eyeproblemer for honene. Lupu & Robins har gjort en
randomisert kontrollert studie med hens for & undersgke endret atferd, fotofobi, rennende

oyne, kloe og erytem (redhet) pé oyelokk og fetter etter UVB eksponering (Lupu & Robins,
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2013). UVB lampene ble festet i taket over burene. Bredspektret UVB straling med daglig
dose p& 150 mJ/cm? fordrsaket skade pd hornhinnen etter 2 timer bestraling i lopet av 2 dager.
Naér eksponeringstiden ble utvidet til 6 timer i lopet av 2 dager fikk ferre fugler milde tegn til
fotokeratitt og —dermatitt. Det til tross for heyere daglig dose pa kun 180mJ/cm?. Derfor
konkluderte studien med at laveste dose som kan forarsake fotokeratitt- og dermatitt er 150-
300mJ/cm? for bredspektret UVB. Fotokeratitt er «sneblindhet», mens fotodermatitt er en
hudbetennelse pd grunn av UV lyset. Ved smalspektret UVB lys derimot viste studien at
1730mJ/cm? ikke pavirker fuglenes gyne (Lupu & Robins, 2013). Dermed kan fuglene
eksponeres for <150-300mJ/cm? for bredspektret UVB og >1730mJ/cm? for smalspektret
UVB uten 4 forarsake skade.

Det kan se ut til at det er svaert nodvendig & vere noyaktig med eksponeringstid og
dosering av UVB lyset for hens. Lyset kan paferes under fortroene og vaere paslatt under
foring, slik at fugleoynene ikke treffes. P4 den méten treffer stralingen bena til henene. Bade
Kiihn og Schutkowski sin forskningsgruppe anvendte bredspektret UV lys med 8% UVB lys,
som ble plassert nederst pd burene (Kiihn et al., 2015; Schutkowski et al., 2013). Ingen skader

péd honene ble funnet i disse studiene.

6.3. Markedsfering av vitamin D manipulerte egg

Ved markedsforing ma forst og fremst matinformasjonsforskriften folges, og deretter ma
eventuelt forskriften om ernarings- og helsepastander om neringsmidler overholdes.
Matinformasjonsforskriften stiller krav til neringsdeklarasjonen pa matvarene (Mattilsynet,
2015). Det er obligatorisk a inkludere innholdet av energi, fett, mettede fettsyrer,
karbohydrater, sukkerarter, proteiner og salt (alt av natrium). Det er frivillig & deklarere
n&ringsstoffer som vitaminer og mineraler forutsatt at matvarene inneholder 15% av
referanseverdien. Referanseverdien for vitamin D3 er S5ug/100g spiselig vare (Mattilsynet,
2014). I tillegg ma deklarasjonen angis per 100g eller 100ml av matvaren.

Ved et okt innhold av et vitamin eller mineral kan ikke produktet merkes med «okt
innhold av», 1 felge pastandsforordningen i det norske regelverket (Mattilsynet, 2013).
Vitaminer og mineraler kan markedsfores med ernaringspéstander som for eksempel «kilde
tily. Ernzringspastander gir informasjon om na&ringsstoffer i et produkt (Mattilsynet, 2016).
Dersom et naringsstoff skal knyttes til en erneringspéstand i et produkt mé det vaere minst

15% av referanseverdien for neringsstoffet. 15% av referanseverdien for vitamin Dj tilsvarer
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0,75ug/100g spiselig vare. Dersom man ensker & deklarere matvaren med «heyt innhold av»
ma vitamin D3 innholdet vaere minst 30% av referanseverdien, altsé inneholde 1,5ug/100g
spiselig vare. Dermed ser det ut til at egg allerede har et hoyt innhold av vitamin D (tabell 1).

En matvare kan ogsa deklareres med en helsepastand som forteller hvilken effekt
naringsstoffet har pd helsen (Mattilsynet, 2016). Helsepastanden mé vaere godkjent for
naringsstoffet. Eksempler pd helsepédstander som kan vare relevante for vitamin Ds er
«vitamin D bidrar til normal utnyttelse av kalsium og fosfor», «vitamin D bidrar til

immunsystemets normale funksjon» og «vitamin D spiller en rolle i celledelingsprosessen»

(Mattilsynet, 2010).
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7. Eksperimentelt pilotarbeid

Vitamin D statusen i den norske befolkningen kan vare utfordrende for deler av
befolkningen. Andelen med utilstrekkelig vitamin D status eker i1 de fleste grupper under
vinterhalvéret. Derfor er det nedvendig & gi rdd om kosthold, tilskudd og solingsvaner. Det
finnes flere forslag til tiltak for & sikre den norske befolkningen en god vitamin D status.
Vitamin D har interessante muligheter idet vitamin D kan komme fra mat og sol. Derfor er det
av interesse 4 undersgke hvordan manipulering av vitamin D innhold i egg kan bidra til 4 oke
vitamin D inntaket i den norske befolkningen. I den hensikt ble et eksperimentelt pilotarbeid
gjennomfort.

Pilotstudien gikk ut pa & manipulere vitamin D innholdet i egg ved & eksponere hens for
UVB lys. I pilotstudien ble fasilitetene til Ole Egge brukt. Hensehuset inneholdt tre
forseksrom, hvor to av rommene ble anvendt i pilotstudien. Hvert rom hadde to separate
etasjer med ulikt for i etasjene, men mengde vitamin D3 som ble tilsatt var likt (27501E/kg =
68,75ug/kg). Foret var likt for den nederste etasjen i rom 2 og den everste etasjen i rom 1.
Burene i rom 1 ble derfor brukt som kontroll. Hvert rom og hver etasje bestod av 22 bur med
9 hons per bur. Honene var 29 uker gamle ved oppstart.

UVB lys ble montert i rom 2 i den nederste etasjen i fronten av hvert bur under fortroene.
Dermed ble fottene til honene eksponert for UVB lyset. UVB lyset var morkt lys uten synlig
lys. Lyset ble skrudd pa 2x30min per dag under foring kl. 14:05 og 16:05.

7.1. Valg av UVB lys

UVB lyset som ble installert het Philips TL 20W/12 RS SLV/25 tube. Lysrerene var 60cm
lange, mens distansen mellom lyskilden og lyspunkt var 20cm. Wattstyrken (W) pa rerene var
19,3W, men kun 2,4W var UVB lys. Siden lysrorene var 60cm lange og sylinderen som folge

av en radius pd 20cm hadde en diameter pa 40cm, ble overflaten kalkulert.

40cm * 3,14 * 60cm = 7536cm?
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Lysintensiteten pa punktet pd sferen er lik antall watt som paren utstréler dividert med

overflaten av sferen.

2400mw

m = 0,3185mW/cm2 = 318,5,uW/cm2

[ Kiihn et al artikkelen (2015) ble UVB lys med 76uW/cm? brukt. Intensiteten til lysrorene

som ble anvendt 1 pilotstudien var dermed 4,2 ganger hayere enn lysene i Kiihn artikkelen

(

UVB eksponering. Studien hadde en maksimal eksponeringstid pd 300min per dag. Dermed

318,5uW /cm?

Tow jomz 4,2). I eksperimentet fra Kiihn ble vitamin D syntese funnet etter 180min

kunne henene eksponeres for omtrentlig 72min UVB lys per dag i pilotstudien for & f4 samme

300min
4,2

dosering som det maksimale 1 Kiihn ( ~ 72min). Med 60min UVB eksponering, som

ble valgt i pilotstudien, ble daglig dose 1147mJ/cm?. I folge Lupu & Robins kunne
1147m)/cm? veere skadelige nivéer av UVB strédling for fugleoyet (Lupu & Robins, 2013),
men det ble unngétt ved a plassere lyset under fortroene. I tillegg ble lyset kun slatt pd under

foring.

7.2. Innsamling av egg og preveforberedelse

Egg fra honer i den nederste etasjen i rom 2 og 1 den gverste etasjen i rom 1 ble samlet inn for
UVB lyset ble satt pa. Fra 8 av burene som ble eksponert for UVB lys og 4 av kontrollburene
ble egg analysert. Eggene ble samlet inn fra de samme burene hver gang. Fra rom 2 med UVB
lys ble 4 egg samlet inn fra hvert bur, mens 1 egg fra hvert bur i rom 1 (kontrollrom) ble
samlet inn. Baseline innsamling var rett for UVB lysene ble satt pa 09.oktober 2017. Deretter
ble egg innsamlet den 06.november 2017 og den 17.januar 2018. All innsamling av egg ble
gjort rett for foring.

Eggeplommene ble skilt ved hjelp av eggeskiller og en standardisert metode ble utviklet
for a skille eggeplommen fra eggehviten (vedlegg 1). Total eggvekt og eggeplommevekt ble
notert for hvert egg. Eggeplommene ble lagret pd -80°C frem til analysering.
Lagringstemperaturen pd -80°C ble ogsa brukt hos Kiihn og Schutkowski sin
forskningsgruppe for & unngd degradering av vitamin D3 (Kiihn et al., 2014; Kiihn et al.,
2015; Schutkowski et al., 2013).
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7.3. Analysering av vitamin D3 ved bruk av High Preformance Liquid

Chromatography

High Preformance Liquid Chromatography (HPLC) er en analysemetode som brukes til &
separere ulike komponenter i en prove, basert pa komponentenes ulike kjemiske og fysiske
egenskaper. Metoden kan blant annet brukes for 4 male mengde vitamin D3, og har blitt
optimalisert pd egg av Mattila et al (Mattila et al., 1992). HPLC ble ogsa anvendt av Nasjonalt
institutt for ernarings- og sjgmatforskning (NIFES) i regi av Mattilsynet i rapporten Analyse
av egg og kylling — nceringsstoff- og miljogiftanalyse 2016 (Mattilsynet, 2017).

HPLC er vaskekromatografi som separer stoffer ved bruk av en mobil (bevegelig) fase og
en stasjoner (stillestiende) fase som befinner seg inni en kolonne (Greibrokk et al., 1984).
Separasjonen bestemmes av hvordan stoffene fordeler seg mellom de to fasene.

Analysemetoden til Mattila et al ble modifisert for & analysere vitamin Dj i pilotstudien.
Mindre volum av reagenser ble anvendt enn det artikkelen nevner pa grunn av mindre
provemengde og for 4 tilpasse HPLC systemene. I tillegg ble det gjort kjemikalieendringer pa
grunn av helsefare. Heksan ble byttet ut med heptan og tetrahydrofuran ble utelatt. Detaljert
prosedyre og oversikt over prosessen steg-for-steg er vedlagt i vedlegg 2 og 3.

Forst ble proveopparbeidelse gjennomfort for & fjerne andre komponenter som kan
forstyrre analysen, f en prove som kan analyseres av instrumentet og oppkonsentrere. Ved
proveopparbeidelse ble eggeplommene tint og homogenisert enkeltvis. Mattila et al hadde 20g
eggeplommer, mens i pilotstudien var eggeplommevekten mindre (gjennomsnittlig ca. 16g).
Internstandarden vitamin D; ble tilsatt eggeplommene. Deretter ble proven forsapet over natt 1
romtemperatur. Forsdpningen foregikk i romtemperatur for & unngad emulgering og for &
oppné godt utbytte av vitamin D3 (Mattila et al., 1992).

Det uforsépbare materialet ble ekstrahert to ganger. Forst med vaske-veaske
ekstraksjon og deretter med fast-fase ekstraksjon (SPE). Vaske-vaske ekstraksjonen er en
prosess der vitamin D overfores fra en vaske til en annen vaske stoffet er mer loselig i. SPE
er basert pd en fordeling mellom en vaske og overflaten av et fast materiale. Losningen man
sitter igjen med inneholder vitamin D> og D3 i renset form.

Videre ble proven fraksjonert ved bruk av semi-preparativ HPLC med en normal fase
kolonne. «Semi» fordi kolonnen er mindre enn vanlig ved denne typen opprensing, og
«preparativ» fordi den brukes for & preparere proven. Ved normal fase HPLC er

stasjonarfasen polar og mobilfasen upolar. I en normalfase kolonne bruker polare
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forbindelser lengst tid gjennom kolonnen, mens upolare og ekstremt polare forbindelser kan
fraksjoneres vekk. Fraksjonen som inneholdt vitamin D> og D3 ble samlet opp, og injisert pa
et analytisk HPLC system med omvendt fase kolonne og UV detektor. Ved omvendt fase
HPLC er stasjon@rfasen upolar og mobilfasen polar, der upolare forbindelser bruker lengst tid
gjennom kolonnen.

Deretter ble vitamin D> og D3 detektert ved hjelp av UV deteksjon pé 265nm.
Innholdet av Ds ble beregnet ved hjelp av intern standard metoden der arealet til D, og D3 ble

sammenliknet i1 et kromatogram.

7.4. Utbytte

Utbytte (gjenfinningsprosent) av vitamin D3 etter ekstraksjon og HPLC-analyse ble bestemt ut
ifra mengde vitamin D> som ble tilsatt lasningen i begynnelsen av eksperimentet. I folge
Mattila et al har vitamin D3 en gjenfinningsprosent pd 94%, som er kalkulert basert pa

internstandarden (Mattila et al., 1992).

7.5. Kromatogram av vitamin D3

Kromatogram er en grafisk fremstilling av separate komponenter i en prove. Figur 8 viser et
kromatogram med topper av vitamin D, og D3 fra en tilfeldig valgt dag. Figuren viser to
prover lagt oppa hverandre, der rosa linje er baseline egg, mens sort linje er egg bestralt med
UBYV lys. Topp 1 viser en ukjent komponent, mens topp 2 er vitamin D> og topp 3 er vitamin
Ds. Den ukjente komponenten har ikke blitt fjernet i lapet av preveopparbeidelsen, men
forstyrrer ikke toppene til D> og D3. Dermed er separasjonen god nok til at arealene kan males

noyaktig.
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1250 Ukjent
1,125 komp Onent

Figur 8: Kromatogram av to ulike prover lagt oppd hverandre; baseline egg (rosa) og egg bestrdlt

med UVB lys (sort). Hver prove har tre topper, 1) ukjent komponent, 2) vitamin D; og 3) vitamin D;.

7.6. Standardkurve

Ved hver analysedag ble en standardkurve satt opp ut ifra de kjente konsentrasjonene for
vitamin Ds. Fire standardlesninger med kjente konsentrasjoner som dekket det forventende
konsentrasjonsomréddet ble brukt. Siden internstandarden ble brukt til 4 korrigere for

variasjoner i preveopparbeidelsen, er det ogsa tilsatt internstandard i standardlesningene. Det
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arealet av D konsentrasjonen av D

betyratY = ——— = mens X = - 2. Arealene ble hentet ut fra
arealet av D, konsentrasjonen av D,

kromatogrammet.

Den line@re sammenhengen mellom areal og konsentrasjonen beskrives gjennom
regresjonsligningen y = ax + b. A er stigningstallet og sier hvor mye grafen stiger eller
synker, mens b er konstantleddet og sier hvor linjen krysser y-aksen.
Korrelasjonskoeffisienten, R?, for regresjonsligningen ble beregnet for hver standardkurve og
R ber vere >0,99. Desto nermere koeffisienten er tallet 1, jo sterkere lineer sammenheng er
det mellom X og Y. I standardkurven er arealet og konsentrasjonen av vitamin D3 justert for
internstandarden. Standardkurve fra en tilfeldig valgt dag er vist i figur 9.

For 4 kunne bruke regresjonsligningen til & finne den ukjente, altsd konsentrasjonen av
D3, setter man inn Y fra den aktuelle proven og leser ut med hensyn pé X. Siden X er
konsentrasjon D3 dividert pd konsentrasjon D>, m& X ganges med konsentrasjon av D,.
Konsentrasjonen av D; er kjent fordi den ble tilsatt helt i starten av praveopparbeidelsen.

Dermed vil man fi konsentrasjonen av D3 i1 proven.

4,00
y = 0,8871x + 0,0087

3,50 R*=0,9999
3,00

2,50

2,00

Arealenhet

1,00
0,50

0,00
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Konsentrasjon av vitamin D3

Figur 9: Standardkurve med konsentrasjon av vitamin D3 pd x-aksen og arealenhet pd y-aksen.

Den line@re sammenhengen mellom arealenhetene og konsentrasjon av vitamin Ds fra figur 9

beskrives med regresjonsligningen y = 0,8871x + 0,0087 med R=0,9999.
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7.7. Statistikk

For & undersoke variasjon av egg innad i burene og variasjon mellom burene ble standard-

avvik (o) anvendt. Standardavvik er et mal pa spredning og gir verdiens gjennomsnittlige

avstand fra gjennomsnittet. Formelen for standardavviket er: 6 = vV, der V er varians.
Varians vil si hvor langt ifra en verdi er fra gjennomsnittsverdien. I en normalfordeling kan
observasjonen ligge ett, to eller tre standardavvik innenfor gjennomsnittet, henholdsvis med
68,2%, 95,4% eller 99,8%.

I tillegg ble konfidensintervall anvendt som et statistisk mél der en ovre og nedre grense
blir bestemt. Et intervall blir estimert og sterrelsen pa intervallet pavirker sikkerheten. Desto
storre intervall, jo mer usikkerhet. Dersom man har mye variasjon og et lite utvalg vil
konfidensintervallet bli bredere, og motsatt. Konfidensintervallet kan derfor si noe om hvor

presise dataene er.
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8. Resultat

Det ble gjennomfort beregninger av vitamin D3 innhold i eggene basert pd kromatogrammene

fra HPLC metoden. De viktigste resultatene fra overnevnt metode presenteres i1 dette

resultatkapittelet.

8.1. Effekt av UVB lys over tid

Effekt av UVB lys over tid ble undersokt ved & sammenlikne kontrollburene med burene
eksponert for UVB lys fra hvert uttak. Figur 10 viser det gjennomsnittlige nivaet av vitamin
D3 innhold i egg (ng D3/100g spiselig egg) ved uttakene i oktober, november og januar. Det
var en forskjell i mengde vitamin D3 mellom kontrollburene og burene som ble eksponert for
UVB lys. I baseline 1 oktober ble ingen bur eksponert for UVB lys. Figuren viser et
tilsvarende likt niva av vitamin D31 kontrollburene og bur med UVB eksponering 1 oktober,

mens en gkning av D31 UVB burene fra november og januar. I tillegg var det en liten okning i

kontrollburene i januar.
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Figur 10: Effekt av UVB lys over tid pad vitamin D innhold i egg (ug D3/100g spiselig egg) basert pd
kontrollbur og bur eksponert for UVB lys fra hvert uttak.
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8.2. Variasjon av tid

8.2.1. Variasjonen mellom bur med UVB bestraling

Variasjonen mellom burene ble illustrert med uttakene i november og januar. Kun de
komplette burene der alle fire analyser pd egg ble gjennomfert ble inkludert. Dette for &
undersoke om ulike bur ga forskjellige resultater og om det var en forskjell mellom burene.
Figur 11 viser gjennomsnittlig vitamin D3 innhold (ng D3/100g spiselig egg) mellom bur med
UVB bestraling. I november var kun 3 av burene komplette med 4 analyser fra hvert bur,

mens 1 januar var alle analysene gjennomfort. Burene er inndelt numerisk 1-8.

7

Figur 11: Gjennomsnittlig vitamin D3 innhold (ug D3/100g spiselig egg) mellom bur med UVB
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8.2.2. Variasjonen mellom henene i burene med UVB bestraling

For 4 undersegke hvor stor variasjon det var mellom henene i burene, ble vitamin D3 innhold
(ng D3/100g spiselig egg) 1 de fire eggene fra hvert bur fra januar med UVB bestraling

fremstilt, se figur 12.

1 2 3 4 5 6 7 8

Burnummer

7,00

6,00

ug D;/100g spiselig egg
8 8 8 8

=
=}
S

0,00

Figur 12: Vitamin D3 innhold (ug D3/100g spiselig egg) i de fire eggene fra hvert bur fra januar med
UVB bestrdling.

8.3. Standardavviket innad 1 bur og mellom bur

For & undersoke om variasjonen innad i burene var lik variasjonen mellom burene ble det

gjennomsnittlige standardavviket beregnet.
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8.3.1. Standardavviket til egg innad i burene
Standardavviket til egg innad 1 burene ble beregnet ut ifra alle de fire analysene fra hvert bur i

januar. Standardavviket for burnummer 1-8 presenteres i tabell 4. Tabellen viser et

standardavvik fra 0,16 til 0,95ug vitamin D3 per 100g spiselig egg.

Tabell 4: Standardavviket i ug vitamin D3 per 100g spiselig egg innad i burene i januar.

Standardavvik
Burnummer | (png D3/100g
spiselig egg)
1 0,85
0,95
0,41
0,78
0,16
0,33
0,40
0,34

0O N N N B W

8.3.2. Standardavviket mellom burene

Standardavviket mellom burene ble beregnet ved 4 ta utgangpunkt i gjennomsnittet innad 1

burene. Standardavviket mellom burene ble 0,16ug D3/100g spiselig egg.
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8.3.3. Konfidensintervall og hvor mange egg som var innenfor ett, to og tre

standardavvik

Konfidensintervallet og hvor mange egg som var innenfor konfidensintervallet ved ett, to og
tre standardavvik er presentert i tabell 5. Ett standardavvik var 0,16pg D3/100g spiselig egg
og 68,2% av eggene var innenfor konfidensintervallet, mens ved to standardavvik, 0,32ug
D3/100g spiselig egg, var 95,4% innenfor. Ved tre standardavvik, 0,48ug D3/100g spiselig

egg, var 99,8% av burene innenfor intervallet.

Tabell 5: Antall standardavvik fra gjennomsnittet, konfidensintervallet og hvor mange egg fra januar

som var innenfor konfidensintervallet i prosent.

Konfidensintervall Hvor mange egg var
Antall standardavvik fra
(ng D3/100g innenfor
gjennomsnittet
spiselig egg) konfidensintervallet? (%)
1 4,70 - 5,02 68,2
2 4,54 - 5,18 95,4
3 4,38 - 5,34 99,8
8.4. Forskjellen mellom laveste og heyeste vitamin D3 innhold i egg 1
periodene

Forskjellen mellom laveste og hoyeste mengde vitamin D3 (ng D3/100g spiselig egg) 1
kontrollburene og burene eksponert for UVB lys i november og januar vises 1 tabell 6. Det var
en forskjell mellom burene pé 20,51-51,96%. Forskjellen mellom burene var tilsvarende likt
mellom burene i1 januar, mens i november var forskjellen lavere i kontrollburene enn i burene
med UVB lys.

Tabellen viser at det ikke var noen overlapp mellom heyeste mengde i1 kontrollburene

og laveste mengde 1 burene med UVB lys. I november og januar var det henholdsvis 47,8%
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og 39,1% forskjell mellom heyeste mengde vitamin Dj i kontrollburene og laveste mengde

vitamin D3 1 bur med UVB lys.

Tabell 6: Laveste og hoyeste nivd av vitamin D3 (ug D3/100g spiselig egg) i kontrollbur og bur

eksponert for UVB lys i januar og november, samt forskjellen mellom laveste og hoyeste nivd i

prosent.
Lavest mengde | Hoyest mengde | Forskjell
Periode Bur vitamin D3 vitamin D3 (%)
Kontroll 1,29 1,62 20,51
November

UVB 3,10 6,46 51,96
Kontroll 1,30 2,29 43,13

Januar
UVB 3,75 6,29 40,33




9. Diskusjon

Pilotstudien demonstrerte en tredobling av vitamin D3 innhold i1 egg ved eksponering av UVB
lys. I en slik situasjon kan ett egg (60g spiselig vare) inneholde 2,7ug vitamin D3 etter UVB
eksponering sammenliknet med 0,9ug vitamin D3 uten UVB eksponering. Da kan ett egg
dekke 27% av vitamin D anbefalingen pa 10pg/dag.

Det ble sett en reell forskjell mellom burene eksponert for UVB lys og kontrollburene
1 pilotstudien. Ingen overlapp ble vist, idet det var 47,8% og 39,1% forskjell, i november og
januar, mellom heyeste mengde vitamin D3 1 kontrollburene og laveste mengde vitamin Ds i
bur med UVB lys. Den tredoble ekningen som sees kan dermed anses som sikker.

Tredoblingen av vitamin Ds i pilotstudien ble sett etter 4 uker. Mellom uttakene i
november og januar ble ikke vitamin D; innholdet i eggene endret. Basert pa studiene pa
UVB eksponering av hens som foreligger i dag, kan det se ut som at UVB eksponering i 3-4
uker er nok for 4 gi et stabilt nivd av vitamin D3 1 egg. Det kan vere logisk fordi en
eggeplomme dannes 1 lopet av 2 uker. Da kan vitamin D innholdet ha blitt pavirket av vitamin
D statusen til honene for dannelse av eggeplommen og tilfersel av vitamin D underveis.
Litteratursek pd effekten av UVB lys pé vitamin D3 innhold i egg viste at det har blitt
gjennomfort fire ulike studier; en studie pa naturlig sollys (Kiihn et al., 2014), en studie ved
bruk av UVB lysrer (Kiihn et al., 2015) og to studier ved kombinasjon av UVB lysrer og
forberikning med vitamin D3 (Lietzow et al., 2012; Schutkowski et al., 2013). Ved bruk av
lysror viste Kiihn et al et hoyt nivd av vitamin D3 1 egg etter UVB eksponering i 3 uker (Kiihn
et al., 2015). Etter 4 uker med naturlig soleksponering viste Kiihn et al en lavere okning av
vitamin D3 innhold i1 egg enn med UVB eksponering (Kiihn et al., 2014). Det kan muligens
forklares ved at man ikke kan forutsi hvor mye naturlig sollys man far, slik man kan med
UVB lys. En annen grunn kan vare at honene legger seg ned slik at fjorene dekker for bena.
Dermed kan vitamin D syntesen vare lavere ved naturlig soleksponering enn ved UVB
eksponering.

I studien til Schutkowski et al gkte vitamin D3 innholdet i egg nér UVB lys ble
anvendt uten & berike foret (fra ~2 til 17,5ug/100g torrstoff eggeplomme) (Schutkowski et al.,
2013). Gkningen ble sett etter 4 uker eksponering der UVB lys med 76uW/cm? ble brukt og
plassert under fortroene. Honene ble eksponert 1 3 timer per dag. I studien ga UVB

eksponering ogsa heyere ekning av vitamin D3 innholdet i egg enn ved tilsetning av 75ug
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vitamin D3 per kg for (17,5 versus 5,2ng D3/100g torrstoff eggeplomme). I Lietzow et al ble
ingen ekning av vitamin D3 innhold i egg observert ved kun UVB eksponering (Lietzow et

al., 2012). UVB lyset, med dose pa 15uW/cm?, ble plassert over burene og satt pa 4*15min
per dag. I studien ble vitamin D3 innholdet 1 eggeplommen >4pg vitamin D3 per 100g torrstoff
ved forberikelse (75pg Ds/kg for). Et uendret vitamin D3 innhold ved UVB eksponering kan
vaere pa grunn av plasseringen av lyset. I tillegg kan for korte intervaller ha pavirket vitamin
D syntesen. I andre studier, som Kiihn et al og Schutkowski et al, var intervallene pd 60min
og lyset plassert under fortroene. En annen forklaring kan vere for lav UVB dose, idet
Lietzow et al anvendte 15uW/cm?, mens de andre studiene hadde en dose pd 76uW/cm?.

Ingen av studiene har sett p4 om mer UVB lys kan gke vitamin D innholdet i egg. Det
kan derfor ikke utelukkes at maksimalnivaet av vitamin D3 1 egg kan ekes ytterligere. Ut ifra
Kiihn et al kan det se ut til at vitamin D3 innholdet i eggeplomme fortsetter & oke (Kiihn et al.,
2015). Det kan antas at hoyere dosering kan gke maksimalnivéet mer enn det hoyeste nivéet
som ble funnet i pilotstudien og Kiihn et al. I pilotstudien ble et hoyere maksimalt vitamin D;
innhold 1 egg observert enn 1 Kiihn et al (36,12 versus 28,6pg D3/100g torrstoff eggeplomme).
I pilotstudien ble det brukt lavere dosering per dag enn i Kiihn et al. Dersom eksponerings-
tiden ble okt til 72min/dag i pilotstudien, som tilsvarte maksimal dose av UVB eksponering i
Kiihn et al, kunne muligens maksimalnivaet ha okt ytterligere. Dette fordi pilotstudien varte
lenger enn Kiihn et al, og man kunne sett effekt av tilsvarende lik dosering over lenger tid.
For & studere presist hva det maksimale nivaet av vitamin D3 innholdet i UVB eksponerte egg
er, er det behov for flere eksperimentelle studier. I tillegg kan det vere av interesse 4 se om
vitamin D3 innholdet igjen reduseres med redusert UVB eksponering.

P& en annen side finnes flere studier pa forberikning med vitamin D3 og effekten av
vitamin D3 innhold i egg. Disse studiene observerte et platd av vitamin D3 innhold ved
forberikning. Vitamin D3 innholdet i egg stabiliserte seg pa ca. 30ug per 100g eggeplomme
med vitamin Dj 1 foret (fra 280 til 300pg D3/kg for) etter 8-13 dager berikning (Mattila et al.,
2003), og etter 3 uker med berikning pd opptil 250pug vitamin Ds per kg for (Browning &
Cowieson, 2013). I tillegg viste Yao et al en lignende gkning av vitamin D3, og vitamin D3
innholdet 1 egg ble stabilisert i 5 uker, men ble deretter redusert og ekte tilsvarende mot
slutten av henenes leggesyklus (Yao et al., 2013). I studien ble foret tilsatt vitamin D3 (fra 55
til 2555ug Da/kg for) og henene ble observert i 40 uker. Ved forberikning kan hens {3 et
toksisk inntak, som ikke er tilfelle ved UVB eksponering fordi huden nedregulerer vitamin D

syntesen ved & redusere omdannelsen av 7-DHC til pre-vitamin D3 (Lamberg-Allardt et al.,
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2013). Studier pa okt vitamin D3 innhold i egg etter forberikning og UVB bestrdling ma
derfor skilles fra hverandre.

I Kiihn et al ble en tidobling av vitamin D3 i eggeplomme observert (Kiihn et al.,
2015). Det ble tilsatt tilsvarende like mengder vitamin D3 1 foret i Kiihn et al og pilotstudien
(62,5 og 68,751g Ds/kg for). I Kiihn et al studien ble en lav baseline sett (2,44pug D3/100g
torrstoff eggeplomme). Baselinenivéet 1 pilotstudien omregnet til torrstoff i eggeplomme var
12,72ug vitamin D3 per 100g eggeplomme. Tilsvarende likt baseline niva ble sett i studien fra
Mattila et al (8,4ng/100g torrstoff eggeplomme) (Mattila et al., 1999). Dermed kan man
konkludere med at Kiihn et al hadde et usedvanlig lavt baselineniva av vitamin Ds. Bide
baselinetallene fra pilotstudien, Kiihn et al og Mattila et al var lavere enn oppgitt i
Matvaretabellen. De analyserte eggene fra Matvaretabellen ble 1 folge rapporten Analyse av
egg og kylling — nceringsstoff- og miljogiftanalyse 2016 innhentet 1 april og mai fra ulike
butikker (Mattilsynet, 2017). Det var bade konvensjonelle og ekologiske egg. Et hayere
vitamin D innhold kan komme av at de gkologiske eggene var eksponert for sollys. I tillegg
kan det vere at analyseutvalget var for lite til 4 undersoke det gjennomsnittlige vitamin D3
innholdet i eggeplomme i Norge. Dette kan gi et feil grunnlag for beregning av vitamin D i
egg.

For & undersoke hvor UVB lyset bar plasseres har studiene Kiihn et al og Schutowski
et al gjennomfert analyser av mengde 7-DHC pd omrader med og uten fjor hos hens (Kiihn et
al., 2015; Schutkowski et al., 2013). Kiihn et al sine analyserer viste 0,31 og 930ug 7-DHC
per gram ben med og uten fjor (Kiihn et al., 2015). Schutkowski et al viste 190 ganger s mye
7-DHC pa ben uten fjor enn i hanekammen (Schutkowski et al., 2013). Ben med fjor hadde
enda lavere nivd av 7-DHC. Basert pa disse studiene kan det se ut til at det er nodvendig &
plassere UVB lysene slik at de sentreres pd bena til honene, slik det ble gjort 1 pilotstudien og
studiene til Kiihn et al og Schutkowski et al. Feil plassering av UVB lyset kan som nevnt vere
en grunn til at Lietzow et al ikke s& en gkning av vitamin D3 i egg. I en naturlig sammenheng
blir bena til hens ofte minst eksponert. Hons kan eksempelvis ligge, slik at bena ikke blir
tilgjengelig for soleksponering. En forklaring kan vare at dette er en méte for henene &
beskytte seg mot soleksponering, sett fra evolusjonsperspektiv. I denne sammenheng hadde
det vert interessant 4 underseke om det er forskjell pa hvilken del av bena til hens, for
eksempel fotter versus legger, som har hoyest vitamin D3 syntese etter UVB eksponering.

En annen faktor som kan pdvirke vitamin Ds innhold i egg er tilfeldig variasjon. I

pilotstudien var det liten variasjon mellom burene med UVB lys, idet standardavviket var
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0,16pg vitamin D3 per 100g spiselig egg. Liten variasjon mellom hvert bur kan tyde pa at
monteringen av lyset var lik for hvert bur og at UVB dosen var tilnermet lik for alle burene.
Det kan se ut som at variasjonen skyldes en tilfeldighet. Derimot viste eggene innad i burene
en storre variasjon, fra 0,16 til 0,95ug vitamin D3 per 100g spiselig egg. Om variasjonen
skyldes tilfeldig variasjon eller andre faktorer er usikkert. Variasjonen kan komme av et
mindre datasett, idet kun fire egg fra hvert bur ble analysert. Med flere gjentak reduseres ogsa
standardavviket, og man kunne muligens underseke om variasjonen var pa grunn av en
tilfeldighet eller ikke. En annen arsak til variasjonen innad i burene kan vare at honene ble
eksponert for ulik UVB dose. Lysrarene som ble montert var kortere enn burene, og henene
pé hver ytterside av fortroene fikk muligens mindre UVB lys enn henene i midten. Dette pa
grunn av at UVB dosen var beregnet ved 20cm avstand mellom lyskilden og lyspunktet.

Ved to standardavvik 14 95,4% av variablene i pilotstudien innenfor konfidens-
intervallet. Ved 5% signifikans ligger variasjonen innenfor intervallet med 95% sikkerhet.
Etter UVB bestraling av burene var 95,4% av eggene innenfor konfidensintervallet fra 4,54 til
5,18ug vitamin D3 per 100g spiselig egg. Det var 43,33% og 40,33% forskjell, i henholdsvis
kontrollbur og bur med UVB lys, mellom laveste og hayeste mengde vitamin D3 i1 egg fra
januar. Et smalere konfidensintervall og mindre forskjell mellom laveste og hayeste mengde
D3 ville vist en mindre variasjon av vitamin D3 innhold i eggene. I tillegg ville analysene vert
mer solide. Det kunne blitt gjort ved 4 ha flere gjentak.

Det finnes bdde styrker og svakheter ved pilotstudien. De forste analysene av eggene i
oktober og november ga usikre resultater fordi analysen ikke var ferdig optimalisert pa egg.
Flere egg til rddighet under analyseringen og bedre tid kunne ha forbedret resultatene. Pa en
annen side ble alle egg fra januar analysert korrekt, og man fikk likevel gode resultater fra et
utvalg kontrollegg og UVB eksponerte egg. I tillegg burde UVB lyset, bade styrke og dose, ha
blitt vurdert. Dersom det hadde blitt gjort ville man trolig ha oppdaget tidligere at UVB lyset
ble slatt p4 15min etter avtalt tidspunkt i oktober/november. Etter uttak av egg i november ble
UVB lyset justert, og frem til januar stod lysene pa med én gang foringen begynte. Siden lys
og for skulle veare tilgjengelig samtidig kan det tenkes at flere honer ble ferdig med a spise for
UVB lyset ble skrudd pé. Eggene fra disse honene ville muligens ha et lavere vitamin D3
innhold enn henene som spiste mot slutten. Til tross for det ble ingen endring i1 vitamin D3
innhold observert mellom uttaket i november og januar.

I tillegg var resultatene sammenliknbare og viste lavere vitamin D3 innhold i
kontrollburene enn i1 burene med UVB lys. Kromatogrammet viste atskilte vitamin Dz og D3

topper. Det vil si at det var en separasjon mellom toppene som var god nok, slik at arealet til
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toppene ble malt separat. Med uneyaktighet i analysene ville det vaert interferens som
forstyrret vitamin D; og D3 toppene 1 kromatogrammet, og da ville resultatene vaert mindre
solide enn det som antydes 1 pilotstudien.

Hvor mye viktigere egget kan bli som en kilde til vitamin D avhenger blant annet av at
produsentene ser nytteverdien av UVB berikede egg, og ettersporselen fra befolkningen. UVB
berikede egg kan eksempelvis vere en sesongvare ved at de produseres pa vinteren nér
vitamin D mangelen er storst. En fordel med UVB berikede egg som sesongvare er at variable
utgifter for drift av anlegget for produsentene vil opphere pd sommeren. Markedsforing er
ogsa viktig for & oke etterspoarselen i1 befolkningen. De konvensjonelle eggene inneholder mer
enn 30% av referanseverdien til vitamin D3. Dermed kan bdde eggene fra konvensjonell
produksjon og med UVB eksponering merkes med «kilde til» og «heyt innhold av». Siden
forskriftene 1 Norge tilsier at man ikke kan bruke ern@ringspastander som for eksempel «okt
innhold avy, vil muligheten vere & deklarere med en helsepéstand. En helsepastand med
informasjon om hvor mye vitamin D3 ett egg inneholder kan for eksempel skille UVB
manipulerte egg fra konvensjonelle egg.

Nér ett egg bidrar med 27% av vitamin D anbefalingen, kan det bli enklere for
befolkningen & innta nok vitamin D3 nér sollys ikke er tilgjengelig som en kilde. Dermed kan

UVB eksponerte egg bli en god kilde til vitamin D for den norske befolkningen.
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10. Konklusjon

Litteraturgjennomgangen av mineralene jod, selen og jern viste at berikning kan oke
innholdet 1 egg betydelig. Jod- og seleninnholdet 1 egg er avhengig av type forberikning for &
oke innholdet ytterligere. Jerninnholdet derimot ser ut til & interagere med andre
naringsstoffer, og forberikning kan mulig ekes 1 kombinasjon med blant annet sink og
kobber.

Egg kan ogsa bli en rikere kilde til vitamin D3 ved & berike for, men 1 Norge ligger
tilsetningen opp imot maksimal grense for tilsetning. Derfor er UVB eksponering av hener en
mulighet til & oke vitamin D3 innholdet 1 egg ytterligere. I den eksperimentelle pilotstudien
ble det sett en tredobbel gkning av vitamin D3 innhold i egg ved & eksponere bena til hens for
UVB lys. Denne gkningen er ern&ringsmessig god for egg, idet et UVB manipulert egg kan
dekke 27% av vitamin D3 anbefalingen fra Helsedirektoratet (10pg/dag). Det trengs flere

studier for & bekrefte de forelapige resultatene og for & bestemme UVB lysets intensitet og tid.
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Vedlegg

Vedlegg 1: Standardisert metode for a skille eggeplomme fra eggehvite

Dag I:
Dag 2:

Eggene ble samlet inn.

Dagen etter ble eggene hentet og en standardisert metode ble utviklet for a skille

eggeplommen fra eggehviten. Metoden ble forst utprovd ved hjelp av 6 egg fra butikk. Idet

det er en noksa stor forskjell mellom ferske og lagrede egg, ble metoden utprovd pé et par

ferske egg for & optimalisere metoden. Metoden ble som folger:

Utstyr

8.
9.
10.

Laboratorievekt med vindskydd
Eggeskiller

Beholder til rester
Plastikkbeholder

Frysetape

Tusj

Penn

. Hele egget ble veid ved hjelp av en laboratorievekt med vindskydd som var utstyrt pa

laboratoriet. Vekten ble notert.

Eggeskallet ble knust med et lite dunk i benkeplaten.

Eggeplomme og —hvite ble overfort til en eggeskiller.

Innholdet ble overfort frem og tilbake mellom to eggeskillere, slik at eggehviten rant
gjennom sma dpninger pa undersiden. Totalt 4 forflytting av eggeplommen ble brukt.
Obs! Pass pd a ikke la eggeplommen bli altfor terr, da sprekker den.

P& undersiden av eggeskilleren ble eventuelle rester fra eggehviten fjernet manuelt.
Den hele eggeplommen ble overfort til en plastikkbeholder.

Plastikkbeholderen ble nummerert med dato og burnummer ved hjelp av frysetape pa
lokket, samt pa beholderen med en tus;.

Laboratorievekten ble nullstilt ved hjelp av plastikkbeholderen uten lokk.
Eggeplommen (i plastikkbeholderen uten lokk) ble deretter veid. Vekten ble notert.
Ferdigveid eggeplomme ble plassert for seg.
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11. Alle stegene ble gjentatt for hvert egg.
12. Nar vi hadde alle eggeplommene ble de satt inn 1 -20°C, og overfort til -80°C den

péafelgende dagen for lagring frem til analysering.
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Vedlegg 2: Prosedyre — analysering av vitamin D3

Provepreparering og forsapning

- Tint eggeplomme homogeniseres og tas over i 250 mL erlenmeyerkolbe
- Husk a registrere ny vekt pa plomma
- Tilsett

- 1mL intern standard

(D2 lost 1 Metanol) — (tilsvarer 1pg hvis C = 1pg/mL)

- 20mL askorbinsyre (10% w/v, lest 1 destillert H>O)

- 50mL kaliumlut/KOH (50% w/v, 1 destillert H>O)

- 100mL Etanol (99%)

- Tilsett magnet-rorer
- Boble med N»-gass i 30 sekunder
- Forsegl med parafilm

- Sett pd rering over natt (romtemperatur)

Vaske-vaeske ekstraksjon

- Proven helles 1 500mL separasjonstrakt

- Ekstraher x 2 med 150mL petroleumseter:dietyl eter (1:1) i 2min.
o Nederste fase (vandig) tappes ut og samples opp for ekstraksjon nr 2
o Overste fase (eter) tappes ut og spares

- Kombiner eter-ekstraktene - vask m/destillert H>O til ngytral pH (5 x 50mL)
o Nederste fase kastes (vandig)
o everste fase tarkes med Na;SOs og filtreres med rundfilter

- Damp inn over natt i romtemperatur

SPE (fast-fase ekstraksjon)
Mega Bond Elut Silica SPE, 2g, 12mL

- Kondisjoner: 20mL heptan

- Pésett prove

75



Vask: 20mL heptan
Vask: 50mL 0,5% Isopropanol i heptan
Eluere D2 og D3: 35mL 0,5% isopropanol 1 heptan

Damp inn, relese 1 2mL heptan

Semipreparativ Normal fase -L.C

Kolonne: Ascentis®Si (25¢cm x 4.6mm, 5pum)
UV: 264nm

Mobilfase: heptan:isopropanol (99:1)

Flow rate: 1mL/min

Injeksjonsvolum: 0,5mL

Samle opp fraksjoner mellom 8 og 16min

Damp inn, relese 1 200pL MeOH

Kvantifisering RP-L.C

Kolonne: SUPELCOSIL™LC-18 (15cm x 4.6mm, Sum)

UV: 264nm

Mobilfase: Metanol:H,O (94:6)

Flow rate: 1mL/min

Injeksjonsvolum: 0,05mL

Gradient pumpe, Ultimate 3000 (Dionex).

Autosampler, Ultimate 3000 (Dionex)

UV detektor, Ultimate 3000 Variable Wavelength detector (Dionex)

Labdataprogram, Chromeleon (Dionex)
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Vedlegg 3: Vitamin D prosedyre — steg for steg

Homogenisert eggeplomme + D>, som intern standard

2

Alkalisk forsapning over natt I romtemperatur

2

Ekstraksjon av uforsapbart material + vask med destillert H>O til noytral pH

2

Ekstrakt dampes inn + releses I 10mL heptan

2

SPE opprensning med Mega Bond Elut silica kolonner

Ekstrakt dampes inn + releses I 2mL heptan

2

Semipreparative HPLC (normal fase kolonne: Ascentis®Si) Mobilfase: heptan:isopropanol,

99:1
4

Fraksjon med D3 og D> dampes inn + reloses 1 0,2mL metanol

2

Analytisk HPLC (omvendt fase kolonne:Supelcosil™LC-18) Mobilfase: MeOH:H>O, 94:6
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