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Bruk av antioksidant (rosmarin) pa makrellfilet gir signifikant lavere oksidasjon under fryselagring
i bade proteiner[1] og fett[2]. Enkelte bedrifter bruker rosmarin som antioksidant ved eksport av
fileter til land utenfor E@S-omradet, men innen EU er dette ikke tillatt [3]. Skal bruk av
rosmarinekstrakt pa fersk og frosset makrellfilet bli godkjent av naeringsmiddelmyndighetene i
EU/Norge ma det synliggjgres hvor stor tilleggsbelastning de aktive komponentene i
rosmarinekstrakt brukt pa makrellfilet vil gjgre med totalmengden aktive komponenter fra
rosmarinekstrakt som konsumenter i EU vil bli utsatt for. Vare resultat viser at behandling av
makrellfilet med 2-4 % rosmarinlgsning gir et innhold av karnosinsyre og karnosol under de
tillatte grenseverdier i bearbeidede produkt. Dette gjelder for bade behandling av ferskt og fryst
rastoff. En voksen person (70 kg) kan spise 200 g makrell pr dag fgr en gar over det anbefalte
inntak av rosmarinekstrakt.
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FORORD

Denne rapporten tar for seg resultatene i prosjektet «Restverdier av aktiv substans ved bruk av
rosmarinekstrakt som antioksidant til fersk og fryst makrellfilet» finansiert av FHF. Prosjekt har
hatt som hovedmal a bestemme nivaet av rosmarinekstrakt (E392) i fersk og fryst makrellfilet
behandlet med en kjent konsentrasjon av rosmarinekstrakt som sikrer holdbarhet til
filetproduktene. Malingene av de aktive komponentene fra rosmarinekstrakt i fersk og fryst
makerellfilet vil gi grunnlag for kartlegging av hvor mye "ekstra" rosmarinekstrakt (E392) ulike
befolkningsgrupper i EU vil innta dersom rosmarinekstrakt (E392) tillates brukt i fersk og fryst
makrellfilet. Prosjektet har vaert ledet av Mgreforsking som har statt for koordineringen og den
praktiske gjennomfgringen.

Prosjektet har blitt giennomfgrt i samarbeid med DTU i Danmark. Takk til Prof. Charlotte

Jacobsen for god radgivning. Takk ogsa til FHF sine fagkoordinatorer Kristian Prytz og Lars
Lovund for god dialog.

Alesund 31.12.21

Trygg Barnung
Prosjektleder
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1. BAKGRUNN

Bruk av antioksidant (rosmarin) pa makrellfilet gir signifikant lavere oksidasjon under fryselagring
i bade proteiner[1]og i fett[2]. Dette funnet er viktig for norske filetprodusenter. Enkelte
bedrifter bruker allerede rosmarin som antioksidant ved eksport av fileter til land utenfor E@S-
omradet.

I henhold til Forskrift om tilsetningsstoffer i naeringsmidler [3] som ogsa implementerer EU
forordning 1333/2008 om tilsetningsstoffer i naeringsmidler er det i dag ikke lov & bruke
rosmarinekstrakt som antioksidant i fersk fryst eller tint fryst filet til det norske og europeiske
markedet. Regelverket for tilsetningsstoffer tillater bruk av rosmarinekstrakt (E392) i foredlede
fiskeprodukter som f.eks. makrell i tomat eller rgkt peppermakrell. Den tillatte mengden
rosmarinekstrakt for foredlete fiskeprodukter med et fettinnhold stgrre enn 10 % er 150 mg/kg.
Dette er malt som summen av de aktive komponentene karnosol (carnosol) og karnosinsyre
(carnosic acid) basert pa fettinnholdet i produktet.

For a fa godkjent rosmarinekstrakt (E392) til fersk og fryst fet fisk, arbeider Sjgmat Norge pa
vegne av naringen med a sende inn en godkjenningssgknad til EU-kommisjonen. Blir
godkjenningen vedtatt vil dette automatisk medfgre godkjenning ogsa i Norge. Som grunnlag for
en slik spknad er det behov for en dokumentasjon av opptak av aktivt stoff fra rosmarinekstrakt i
makrellfileter under antioksidantbehandlingen. Resultatene skal benyttes som grunnlag for en
sgknad om godkjenning for bruk av rosmarinekstrakt som antioksidant til fersk og fryst
makrellfilet. Nar EU skal behandle en fremtidig seknad om bruk av rosmarin ekstrakt pa
makrellfilet tar EU utgangspunkt i mengde aktive komponenter (karnosinsyre og karnosol) som
gir antioksidanteffekt. Sa beregnes det hvor mye dette ekstra bidraget av rosmarinekstrakt vil
fgre til i gkning i det daglige inntak av rosmarinekstrakt i EU sin befolkning. Det er avgjgrende at
dokumentasjon knyttet til analysene utfgres pa fritt grunnlag, ved at prgvene blir analysert ved
et akkreditert laboratorium etter en akkreditert metode-

Tidligere arbeid har vist at 10 sekunder med denne behandlingen i 2 % rosmarinlgsing gav lavere
oksidasjon pa makrellfilet fryselagret i 12 og 15 maneder([2]. | dette prosjektet er samme
dyppbehandling benyttet for & bestemme mengden av de aktive komponentene i filet som er
ngdvendig for @ oppna antioksidasjonseffekten. For a fa en dose-respons vil det gjennomfgres
behandlinger med dypp i 10 sekunder i bad med henholdsvis 2, 3, og 4 % rosmarinekstrakt.
Resultatene i dette prosjektet kan legge grunnlaget for det videre arbeidet mot EU og
grenseverdiene.



2. MALSETTING

Hovedmdl:
Bestemme nivaet av rosmarinekstrakt (E392) i fersk og fryst makrellfilet behandlet med en kjent

konsentrasjon av rosmarinekstrakt som sikrer holdbarhet til filetproduktene.

Malingene av de aktive komponentene fra rosmarinekstrakt i fersk og fryst makrellfilet vil gi
grunnlag for kartlegging av hvor mye "ekstra" rosmarinekstrakt (E392) ulike befolkningsgrupper i
EU vil innta dersom rosmarinekstrakt (E392) tillates brukt i fersk og fryst makrellfilet.

Delmal:
e Produksjon av fersk og frosset makrellfilet som er behandlet med rosmarinekstrakt.

e Analyse av karnosol og karnosinsyre i makrellfilet dyppet i rosmarinekstrakt
e Utarbeide informasjonsgrunnlag og anbefaling knyttet til inntak av "ekstra" rosmarin
ekstrakt (E392) i ulike befolkningsgrupper i EU.

3. MATERIAL OG METODE

Tillaging av pr@vematerialet

Makrellfiletene som inngar i forsgket, ble produsert ved Pelagia Selje etter vanlig
produksjonsprosedyre for makrellfilet. Makrellfiletene ble produsert fra samme fangst. Det ble
totalt tatt ut 6 serier med makrellfilet for behandling med rosmarineksrakt.

Serie nr | Rastoff Konsentrasjoni | Tidi Serienavn
rosmarinbad rosmarinbad
1 Fersk makrell 2% 10 sek Fersk 2 %
2 Fersk makrell 3% 10 sek Fersk 3 %
3 Fersk makrell 4% 10 sek Fersk 4 %
4 Fryst makrell 2% 10 sek Fryst 2 %
5 Fryst makrell 3% 10 sek Fryst 3 %
6 Fryst makrell 4% 10 sek Fryst 4 %




20 fileter fra hver serie ble analysert. Fire og fire fileter innen hver serie ble slatt sammen til en
samleprgve.

Rastoff til produksjonen av makrellfilet
Makrellen ble levert av fartgyet Norderveg hos Pelagia Selje 13.10.20. Rund makrell ble pakket i
20 kg kartonger og innfryst ved -27°C. Makrell til filetering ble overfgrt til tank for nedkjgling til -
3°C over natten fgr filetering 14.10.20.

Produksjon av rosmarinbehandlet filet fra fersk rund makrell

Etter nedkjgling over natten var temperaturen i rund makrell -3,0°C f@r filetering. Fileteringen
ble gjort pa Pelagia Selje sin filetlinje med en Toyo-filetmaskin. Filetene ble renset og skylt for
blod fgr de ble dyppet 10 sekunder i henholdsvis 2 %, 3 % og 4 % rosmarinlgsning med
temperatur pa 10,4°C. Rosmarinlgsningene ble laget med rosmarinekstrakt Stabilenhance OSR5
fra Naturex SA, France, opplgst i ferskvann. Batchen med Stabilenhance OSR5 hadde et oppgitt
innhold av karnosinsyre pa 5,48 % og et samlet innhold av karnosinsyre og karnosol pa 5,9 %.

Filetene ble innfryst ved -28°C og glassert med 1-2 sekunders dypp i ferskvann etter 48 timer.
Filetene ble sa fryselagret ved -28°C.

Tining av fryst rund makrell

Rund makrell innfryst 13.10.20 i 20 kg kartonger (300-500g) ble tint i sjgvann 29.10.20.
Temperatur i tinekar med sjgvann var 12,0°C ved start av tining. Etter 70 min var temperaturen i
makrellen -3,5°C. Makrellen ble sa lagt pa is fgr filetering.

Produksjon av rosmarinbehandlet makrellfilet fra frosset rund makrell

Etter filetering pa Pelagia Selje sin filetlinje med en Toyo-filetmaskin ble filetene dyppet i
rosmarinlgsningene pa 2 %,3 % og 4 % pa samme mate som de ferske filetene. Filetene ble
innfryst ved -28°C og glassert med 1-2 sekunders dypp i ferskvann etter 24 timer.

Filetene ble sa fryselagret ved -28°C.

Opparbeiding av pragver for analyse

Fra de seks seriene med rosmarinbehandlet makrellfilet ble det tatt ut 20 fileter til tining i 16
timer ved 4°C. Temperaturen i filetene er da -1,0°C til -2,0°C. Filetene ligger pa benk i 20-30 min
for a tine glasseringen.

Fra hver serie pa 20 fileter ble det laget 5 samleprgver 4 4 fileter. Totalt 30 prgver.

Serie 1: Filet av fersk makrell 2 % rosmarin ekstrakt — 5 samleprgver a 4 fileter
Serie 2: Filet av fersk makrell 3 % rosmarin ekstrakt — 5 samleprgver a 4 fileter

Serie 3: Filet av fersk makrell 4 % rosmarin ekstrakt — 5 samleprgver a 4 fileter
Serie 4: Filet av fryst og tint makrell 2 % rosmarin ekstrakt — 5 samleprgver a 4 fileter

Serie 5: Filet av fryst og tint makrell 3 % rosmarin ekstrakt — 5 samleprgver a 4 fileter
Serie 6: Filet av fryst og tint makrell 4 % rosmarin ekstrakt — 5 samleprgver a 4 fileter

Samleprgvene ble fryst og lagret ved -25°C fgr videre analyse.
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KIEMISKE ANALYSER

Fettprosent i samleprgvene ble analysert i henhold til NS 9402 med 30 % isopropanol i etylacetat
som lgsemiddel [4].

Karnosinsyre og karnosol ble analysert ved DTU etter fglgende metode. Makrellprgve ble veid
(0,5 g) inn i et sentrifugergr og 2,5 ml Igsningsmiddel (aceton eller etylacetat) ble tilsatt. Deretter
ble prgven ristet (20 sek) og sonikert (30 min). Prgven ble deretter sentrifugert (3.500 rpm, =
2.602 g, 10 min). Supernantanten ble overfgrt til et annet sentrifugergr og Igsningsmidlet ble
fordampet. Prosedyren ble gjentatt to ganger. Sammenslatt fordampet supernantant ble oppl@st
pa nytt (blanding 10 sek.) i 1 ml MeOH med iso-askorbinsyre (1 mg / ml) og filtrert (0,2 um) fgr
HPLC-analyse (se prosedyre nedenfor for HPLC-metoden). Ekstraksjonen ble utfgrt i triplikater (n
=3).

Ekstrakt (20 pL) ble injisert i HPLC-systemet. Strgmmen pa HPLC var 0,8 ml og en
gradientmetode ble brukt med to Igsningsmidler, A) Vann (pH 3, justert med fosforsyre) og B)
Acetonitril. Gradientmetoden var som fglger: 0-15 min 40-100 % Igsningsmiddel B, 15-16 min
100-40 % Igsningsmiddel B, 16-20 min 40 % Igsningsmiddel B). En C8-kolonne ble brukt for
deteksjonen med en deteksjonsbglgelengde ved 280 nm. For kvantifisering av karnosinsyre og
karnosol (to hovedfenoliske forbindelser i rosmarinekstrakt), ble det utarbeidet en
kalibreringskurve i MeOH. Utvalgte prgver ble tilsatt 10, 50, 100 eller 200 mg/kg for & bestemme
prosentvis gjenvinning av forbindelsene. Disse resultatene ble brukt til & beregne
konsentrasjonene av karnosinsyre og karnosol.

4. RESULTAT

Rdstoff

Makrellen i forsgket hadde en gjennomsnittlig rundvekt pa 409 (+/-53) g og den ferske fileten
hadde en snittvekt pa 117 (+/-21) g. Dette gir et filetutbytte pa 57 %. Filetering av fryst rastoff
gav en snittvekt pa 103 (+/-21) g per filet. Dette tilsvarer et filetutbytte pa 50 %. Tinetap ble ikke
malt i dette forsgket, men er trolig arsak til noe av utbyttereduksjonen.

Behandling i rosmarinbad gker vekten pa filetene gjennomsnittlig 1,1 % og glaseringen gav en
vektgkning i snitt pa 8 %. Figur 1 illustrerer vektendring gjiennom produksjon for fryst filet.
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Figur 1. lllustrasjon av vektendring for rund makrell giennom frysing, filetering rosmarinbehandling og
glasering.

Fettinnhold
Fettinnholdet i filetene var 24,5 g/100 g (0,8 g) malt i fem samleprgver.

Innhold av karnosinsyre og karnosol i makrellfilet

Tabell 1 viser at gjenvinningen av karnosinsyre og karnosol avhenger av konsentrasjonen brukt
ved tilsats. Nar prgvene ble analysert fant en for karnosinsyre at ukorrigerte konsentrasjoner var
i omradet 25 til 66 mg/kg. Derfor ble alle resultater korrigert ved a dele funnet konsentrasjon
med 0,854. For karnosol var ukorrigerte konsentrasjoner under 10 mg/kg og det ble derfor
antatt at all karnosol var gjenfunnet slik at konsentrasjonene ikke ble korrigert.

Tabell 1. Gjennomsnittlig gjenvinning (%) funnet ved “spiking” forsgk pa utvalgte
konsentrasjoner av karnosinsyre og karnosol

«Spiking» konsentrasjon Gjenvinning % karnosinsyre Gjenvinning % karnosol
(mg/kg)
10 127,1 98,0
50 85,4 83,2
100 or 200 62,7 43,1

Tabell 2 viser gjennomsnittlige konsentrasjoner av karnosinsyre og karnosol i samleprgvene av
fersk filet og filet produsert av frosset makrell dyppet i henholdsvis 2 %, 3 % og 4 %
rosmarinekstrakt. Det vil si at det er 20 fileter totalt for hver type filet og rosmarinbehandling.
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Tabell 2. Gjennomsnittlig konsentrasjon av karnosinsyre og karnosol i makrelifileter

Karnosol
Karnosinsyre ug/e

Samleprgver | Betegnelse pg/g makrell | Stddev | makrell Stddev
1-5 2 % RM fersk 66,9 6,3 nd

6-10 3 % RM fersk 62,5 83 nd

11-15 4 % RM fersk 48,9 6,2 1,4 0,5
16-20 2 % RM frosset 44,3 3,8 0,7 0,2
21-25 3 % RM frosset 44,4 59 2,4 0,7
26-30 4 % RM frosset 36,8 51 1,7 0,7

5. DISKUSJON

Bade syntetiske og naturlige antioksidanter er mye brukt i fiskerinaeringen [5], siden de effektivt
kan hemme lipidoksidasjon, samtidig som produktets sensoriske og ernaeringsmessige
egenskaper bevares. Naturlige antioksidanter er ofte foretrukket fremfor syntetiske
antioksidanter pa grunn av frykt for negativ helseeffekt ved bruk av syntetiske antioksidanter.
Rosmarinekstrakt er en naturlig antioksidant, og tidligere studier har vist at rosmarinekstrakt er
en passende antioksidant for a forsinke lipidoksidasjon i makrell [6], makrellburgere [7], geler
laget av kjpttet av makrell [8), kokte makrellfileter [9], sardin [10,11], regnbuegrret [12] og
gresskarpe [13].

Resultatene i dette studiet viser at konsentrasjonen av karnosinsyre var mye hgyere i
makrellfiletene enn konsentrasjonen av karnosol, som i flere av prgvene var under detekterbar
grense. Forbrukere som spiser makrellfileter behandlet med romsmarinekstrakt vil dermed bli
mer utsatt for karnosinsyre enn karnosol. Rosmarinekstraktet benyttet i forsgket hadde et
karnosol innhold pa under 1 %, og stgtter dermed opp om resultatene.

For frosset filet var det ikke signifikant forskjell mellom seriene med hensyn til innhold av
karnosinsyre (p=0,09). For fersk filet var det ikke signifikant forskjell pa karnosinsyre i fileten
behandlet med henholdsvis 2 % og 3 % rosmarinlgsning (p=0,4), mens filet behandlet med 4 %
rosmarinlgsning er signifikant forskjellig fra de to andre. 4 % serien har ogsa gitt detekterbare
niva av karnosol i makrellfileten.

Tidligere forsgk har vist at 3@ behandle makrellfilet med en 2 % rosmarinlgsning har gitt positiv
effekt pa oksidasjon under fryselagring [2]. | industriell skala vil en under behandling i
rosmarinbad fa en uttynning av konsentrasjon over tid pga. vann som kommer med fileten etter
filetering. For @ opprettholde effekt av rosmarinbehandling gjennom en produksjonsdag vil det
vaere en fordel a starte med et rosmarinbad med noe hgyere konsentrasjon. Undersgkelsene i
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dette prosjektet viser at selv med en dobling av rosmarinekstrakt konsentrasjonen (fra 2 % til 4
%), sa endres ikke rosmarininnholdet i ferske fileter signifikant. Dette stgtter opp om a kunne
starte med en litt sterkere konsentrasjon enn 2 % i behandlingsbad for a sikre at en har rett
konsentrasjon gjennom hele dagen.

| ubearbeidede fiskeprodukter som makrellfilet er det ikke tillatt & bruke rosmarinekstrakt som
tilsetningsstoff [3]. Grenseverdi for tillatt innhold av karnosinsyre og karnosol er 150 pg/g
produkt for bearbeidede fiskeprodukter med et fettinnhold over 10% [3]. Et estimert
normalinntak av rosmarinekstrakt som tilsetningstoff er for voksne 0,01-0,03 mg pr kg
kroppsvekt per dag [14]. JFCFA har etablert et midlertidig akseptabelt daglig inntak pa 0—0.3
mg/kg kroppsvekt pr. dag[15]

Skal bruk av rosmarinekstrakt pa fersk og frosset makrellfilet bli godkjent av
naeringsmiddelmyndighetene i EU/Norge ma det sendes inn en sgknad til EU-kommisjonen.
Sgknaden ma synliggjgre hvor stor tilleggsbelastning de aktive komponentene i rosmarinekstrakt
brukt pa makrellfilet vil gjgre med totalmengden aktive komponenter fra rosmarinekstrakt som
konsumenter i EU vil bli utsatt for. Verdiene vi har funnet for aktive komponenter i vare prgver
ma sammenstilles med forbruket av fersk/frosset makrellfilet i EU. Det finnes ingen
kostholdsundersgkelser i Norge og EU som direkte angir hvor mye makrellfilet som konsumeres.
| kostholdsundersgkelsene varierer giennomsnittlig inntak av fisk/fiskeprodukter pr. person fra
12 g/dag (Tsjekkia) til 54 g/dag (Norge) [16,17]. | noen undersgkelser skilles det mellom mager
og feit fisk. | Storbritannia spises det i snitt pr. person over 18 ar 8-12 g feit fisk/dag [18]. | Norge
oppgir ca. 20% av kvinnene og 25% av mennene at de spiste anbefalt mengde av feit fisk [19].
Anbefalt mengde feit fisk er 200g/uke eller 29g/dag [20].

Dersom en gar ut fra hgyest malte verdi i dette studiet, og at det anbefalte inntak av feit fisk
konsumeres gjennom uken og bestar bare av makrellfilet, vil dette gi et tilskudd av
rosmarinekstrakt pa 0,028 mg pr kg kroppsvekt per dag.

6,69 mg rosmarinekstrak 29g makrell pr dag
*
100 70 kg kroppsvekt

= 0,028 mg pr kg kroppsvekt pr dag[mg rosmarinekstrakt]

= [mg karnosinsyre + mg karnosin]

e Etinntak av 0,028 mg rosmarinekstrakt pr kg kroppsvekt pr dag er under 10% av
grenseverdien pa 0,3 mg/kg kroppsvekt pr dag som JFCFA har etablert [15], dvs en
voksen person (70 kg) kan spise 200 g makrell pr. dag f@ér det gar over anbefalt inntak av
rosmarinekstrakt.
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6. HOVEDFUNN

e Behandling av makrellfilet med 2-4 % rosmarinlgsning gir et innhold av karnosinsyre og
karnosol langt under de tillatte grenseverdier (mellom 30-45 % av tillatt niva). Dette
gjelder for bade behandling av ferskt og fryst rastoff.

e Hgyere rosmarinkonsentrasjon i behandlingsbad (fra 2 til 4%) gir ikke signifikante
forskjeller pa innhold av karnosinsyre og karnosol i fryst rastoff.

e Det er en reduksjon av karnosinsyre og en gkning i karnosol for ferskt rastoff behandlet
med 4 % rosmarinlgsning sammenlignet med 2 og 3 % lgsning.

e Envoksen person (70 kg) kan spise 200 g makrellfilet behandlet med rosmarineksrakt pr.
dag f@r en gar over anbefalt daglig inntak av rosmarinekstrakt.

7. VIDERE ARBEID

Det er lite publisert arbeid knyttet til restverdier av rosmarin i fiskefilet. Sammen med Prof.
Charlotte Jacobsen ved DTU har en sett pa mulighetene for a publisere resultatene i en
vitenskapelig publikasjon. Mgreforsking har som malsetting a publisere arbeidet i LWT-Food
Science and Technology i Igpet av 2022.
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