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Sammendrag

Malet med denne oppgaven har vaert & optimalisere en metode for & kunne bestemme
fettsyrer i blodplasma ved hjelp av gasskromatografi. Fettsyrene ble omdannet til
fettsyremetylestere for separering og kvantifisering pd gasskromatograf. I forsekene er det
brukt blodplasma fra to individer. I prosjektet er det benyttet HCI-katalysert metylering, og
oppgaven har hovedsakelig tatt for seg optimalisering av denne metoden. Optimalisering
ble gjort ved ulike tilneerminger i form av mengde katalysator, tid og temperatur i
varmebad. Holdbarhet pa blodprever og ferdig opparbeidede prover ble testet ved ulike
lagrings og fryseforsek. Resultatene viser at metoden hvor det ble benyttet 2 ml
HCl/metanol som katalysator ga sterst utbytte av fettsyrer. Tiden i varmebad (1,5 time) var
90 °C. Ved lagring av opparbeidede prever ser man ogsd at sammensetningen av fettsyrer
er mer stabil ved bruk av 2 ml HCl/metanol. Blodprevene ser ikke ut til 4 ta skade ved en
fryse- og tineprosess, mens dobbeltfrysing pavirker fettsyresammensetningen i form av

nedbryting.
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Terminologi
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Eikosapentaensyre (20:5n-3)
Fatty Acid (Fettsyre)
Fatty Acid Methyl Ester (Fettsyre metyl ester)
Konversjonsfaktor
Free Fatty Acid (Fri fettsyr)
Gas Chromatography (Gasskromatografi)
GC- Flammeioniseringsdetektor
Hydrogen Chloride (Saltsyre)
High Density Lipoprotein (Lipoprotein med hey tetthet)
Intern Standard
Kaliumklorid
Linolensyre (18:2n-6)
Long Chained Poly Unsaturatet Fatty Acid (Langkjedede
flerumettede fettsyre)
Low Density Lipoprotein (Lipoprotein med lav tetthet)
Methanol (Metanol)
Natriumhydroksid
Omega-3 (03)
Omega-6 (06)
Polyethylene Glycol (Polyetylenglykol)
Phospho Lipid (Fosfolipid)
Poly Unsaturated Fatty Acid (Flerumettet fettsyre)
Rounds Per Minute (Omdreiningstall)
Relative Standard Deviation (Relativt standardavvik)
Triacylglyserol
Triglyserid
Very Low Density Lipoprotein (Lipoprotein med sveaert lav tetthet)
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1. Innledning

1.1. Hensikt/Mal

Gasskromatografi er et instrument som er mye brukt innen analytisk kjemi, det har hoy
reproduserbarhet og kan benyttes i deteksjon og analyse av en rekke substanser. Eksempler
kan vere pesticider i matvarer, medikamenter i blod og urin, fettsyre-sammensetninger i
mat eller blod, med mer. Optimalisering for implementering av en metode er nedvendig
for & komme frem til den den varianten som gir hoyest grad av reliabilitet. Malet med
denne oppgaven har vaert & optimalisere en metode for & kunne bestemme fettsyrer i
blodplasma ved hjelp av gasskromatografi. For & kunne bestemme mengder av de ulike
fettsyrene har vi benyttet oss av internstandard, og vi har utarbeidet et regneark for enkel

beregning av de ulike fettsyrenes respektive mengder.

Vi ser for oss at en fordypning innenfor et sa sentralt omrade innen analytisk
laboratorieteknikk kan komme godt med i framtidig arbeid. En annen grunn for valget av
denne oppgaven er den gkende interessen for studier pa metabolske produkter,
omsetningen av disse og innvirkninger relatert til sykdom og helse. Det er kjent at
fettsyresammensetningen i blod kan vere et bilde pé et individs helsetilstand. Malinger av
fettsyresammensetning i blod kan benyttes for 4 undersegke effekten av ulike typer
livsstilsendringer, noe som er et svert spennende og ikke minst dagsaktuelt med tanke pa

den egkende graden av livsstilsrelaterte sykdommer.

1.2. Valg av metode og gjennomforing

Det finnes en rekke metoder for & ekstrahere lipider fra biologisk materiale (1).

I prosjektet baserte vi oss pd to metoder som bruker syre som katalysator for
metyleringsreaksjonene. Dette fordi syrekatalysatorer har evne til & metylere frie fettsyrer
og fordi syrerkatalyserte metoder egner seg bedre for prever som inneholder vann, noe
blodplasmaet har mye av (2). Metodene som ble benyttet er metylering med HCl/metanol
og metylering med Boron trifluoride/metanol (AOCS-metode som benyttes for fettsyrer i

olje). Begge ble utfort med ulike tilnerminger i forhold til mengde katalysator, temperatur
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og tid. Grunnen til at det ble valgt & fokusere pa disse metodene er at HCl-metylering og
AOCS-metoden er blant de mest benyttede for direkte metylering av fettsyrer til FAME.
Det er gjennomfoert mye forskning pa fettsyreanalyse av ulikt biologisk materiale med
utgangspunkt i metodene. Siden vi hadde et enske om 4 komme frem til en effektiv, men
samtidig tids- arbeids- og kostnadsbesparende metode, falt valget naturlig pa disse. En stor
del av grunnen til at det ble valgt o hovedmetoder og ikke en, er at det var et behov for en

referanse 4 validere resultatene opp mot.

Fra hver prove ble det utfort parallelle analyser for & gke reliabiliteten pa resultatet. Ved &
se pa de ulike parallellene kan man vurdere om metoden det blir testet for gir pélitelige
svar. Ved & benytte seg av paralleller reduserer man faren for at feil ved apparatet forer til
feilaktige resultater i den endelige vurderingen. Sammenligning av preveresultater fra
samme blod, men utfert med ulike prosedyrer, kan gi et innblikk i eventuelle justeringer
som trenger & bli gjort pa faktorer i framgangsmaten. Nevnte faktorer kan vere mengde
kjemiske komponenter, temperatur, mengde av blodplasma, prevens ferskhet og
oppbevaringsforhold. De kromatografiske profilene fra provene ble sammenlignet med
kromatogram fra USP FAME mixture, som inneholder kjente mengder av 25 ulike

fettsyremetylestere (3).

1.3. Oppgavens oppbygning

Kapittel 1 viser til hensikt/mél med prosjektet samt valg av metode, opparbeiding og
avgrensing. Kapittel 2 starter med 4 ta for seg relevant teori om lipider, blod og blodets
fettsyresammensetning. De kjemiske reaksjonene i metodene og prinsippene for
gasskromatografisk analyse blir forklart. Videre i kapittel 3 forklares metodene og de
matematiske beregningene som blir benyttet i regnearket for beregning av mengde og %vis
fordeling av fettsyrene. I kapittel 4 presenteres resultatene. Kapittel 5 tar for seg diskusjon
rundt tallenes betydning, hvor resultatene fra de ulike metodene og variasjonene gjort
innad i de ulike metodene vurderes. Utfordringer i prosjektet er omtalt i kapittel 6.
Konklusjonen i kapittel 7 sammenfatter funnene fra prosjektet og det blir nevnt noen

forslag til videre arbeid.
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1.4. Avgrensninger for oppgaven

Tiden vi hadde til rddighet i prosjektet var 5 maneder, hvorav tiden til praktisk
gjennomforing pa laboratoriet var kortere. Dette begrenset naturligvis antallet analyser
som ble gjennomfort og dermed ogsa vurderingsgrunnlaget i form av data. Blod vil endre
seg som folge av f.eks. hva man spiser, og dermed vil det kunne vaere variasjoner fra dag
til dag, selv med blod fra en og samme person. I tillegg inneholder blod lave
konsentrasjoner av plasma. En av utfordringene i prosjektet har vert at vi ikke har hatt
mulighet til & kunne analysere blod med lik sammensetning gjennom prosjektperioden, og
vi har 1 hovedsak valgt & utfere analysene vare pa blod tappet samme dag. Dette har gitt
begrensinger i form av antall/ulike metodevarianter man kan gjennomfere per dag En kort
tidsramme og budsjett gjorde at det ikke ble sendt prover til eksterne analyser.

Fordi de ulike metodene som skal sammenlignes ma vere utfort pA samme blodpreve, gir

det folgelig en begrensning i vurderingsgrunnlaget at kun et fitall prover er opparbeidet.
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2. Teori

2.1. Lipider

Lipider er en samlebetegnelse for en bred gruppe biomolekyler med stor
funksjonsvariasjon. De kan lagres i vev og fungere som opplagsnering. I celler fungerer
flere ulike typer lipider som strukturelle komponenter i membraner. Noen lipider er
pigmenter, et eksempel er melanin i huden. Andre er vitaminer, eksempelvis vitamin-A
som er svart viktig for blant annet syn og fosterutvikling. En tredje kategori er lipider med
signalfunksjoner (4). P4 grunn av den store diversiteten i bade fysisk utforming og kjemisk
funksjon er det vanlig & dele lipidene i underklassene: fettsyrer, voksestere, fosfolipider,
sphingolipider og isoprenoider. I blodet finner vi lipidklassene triacylglyseroler,

fosfolipider og lipoproteiner. Noen fettsyrer sirkulerer ogsa fritt i blodbanen (5).

2.1.2. Fettsyrer

En fettsyre er en monokarboksylsyre. Den bestdr av en karbonkjede av varierende lengde,
med en karboksylgruppe (COOH) kovalent bundet til den ene enden og en metylgruppe i
den andre (figur nr. 2.1.2.3).

Mettede fettsyrer har ingen dobbeltbindinger i kjeden, mens en umettet fettsyre har en eller
flere. En umettet fettsyre har derfor faerre hydrogenatomer i molekylet enn en mettet
fettsyre med likt antall karbonatomer. Umettede fettsyrer har enten cis eller trans
konfigurasjon. Strukturen avstivet i senteret av en dobbeltbinding som hindrer rotasjon
rundt dobbeltbindingen. Det som skiller cis- og transfettsyrer fra hverandre er at
hydrogenatomene ved cisform er festet pd samme side av dobbeltbindingen

(figur nr. 2.1.2.1.), mens en struktur av transform er festet pa hver sin side

(figur nr. 2.1.2.2.). Naturlig forekommende fettsyrer har vanligvis cis-konfigurasjon.

CH 3(CH>,)s (CH;);,COOH

R 4
c—c\
H/ H

cis fatty acid

Figur nr. 2.1.2.1. Cis fettsyre, her er R-gruppene plassert pa samme side (6).
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H (CH,);COOH
/

N\

C—C
/ \
H
CH3(CH3)s

trans fatty acid

Figur nr. 2.1.2.2. Transfettsyre, her er R-gruppene er plassert i et diagonalt plan, pd hver
side av dobbeltbindingen (6)

PUFA er en forkortelse for Polyunsaturated Fatty Acids, eller flerumettede fettsyrer. Det er
fettsyrer med 2 eller flere dobbeltbindinger. Karbonene i kjeden nummereres fra
karboksylenden. ®3 (omega 3) og w6 (omega 6) er eksempler pa flerumettede fettsyrer:

a -linolensyre (forkortet ALA) har forste dobbeltbinding pa det tredje karbonatomet i
kjeden fra metylenenden og er derfor en @3 fettsyre. o- linolsyre (forkortet LA) har forste
dobbeltbinding pa det sjette karbonatomet i kjeden fra metylenenden og er en w6 fettsyrer.
®3 og w6- fettsyrer finnes i kilder fra plante- og dyreriket. Linolsyre og alfa-linolensyre er
to essensielle fettsyrer som kroppen trenger 4 fa tilfort gjennom kosten. De har viktige
fysiologiske egenskaper ettersom de er nedvendige for normal vekst og utvikling. De
inngér i1 cellemembraner og omdannes i kroppen til eikosapentaensyre (EPA) og
docosahexaensyre (DHA). EPA og DHA er lange flerumettede omega-3 fettsyrer som
blant annet finnes i fiskeoljer. De utgjor forstadier for eikosanoidene som spiller en sentral
rolle som signalmolekyler pd en rekke forskjellige celletyper.

Figur 2.1.2.3 viser oppbyggingen av de umettede fettsyrene som omtales i dette avsnittet

og deres posisjon av dobbeltbindinger.

i_ A~ A-—"\:_,--"-\.‘,.--'"'_:‘--», ___.»'—L-.;»» .-"’—\\v.—"’-\“

18:2w-6 HO™

Linoisyre

18:3w-3 HO o~ e T T T T T

a-Linolensyre

= HO’{ S S S e S 1o X o]
20:80-3 20 EPA

Eicosapentaensyre

22:60-3 HO™ 7 e S T g e SN
F DHA

Docosahexaensyre

Figur nr. 2.1.2.3. Omega-6 og omega-3 fettsyrer (7).
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2.1.3. Triacylglyceroler, fosfolipider og lipoproteiner

Triacylglyceroler (TG) er sammensatt av glycerol esterifisert til tre fettsyrer. Er det kun en
fettsyre kalles den monoglyserid, er det to kalles den diglyserid. TG er uten ladning og
kalles derfor ofte for neytralt fett. I adipocyttene (de fettlagrende cellene) lagres fett i form
av triglyserider. De spiller ogsé en viktig rolle i transport av fettsyrer. Fosfolipider er
amfipatiske molekyler. De har en polar gruppe av fosfat og to hydrofobe
hydrokarbonkjeder fra fettsyrer. De spiller en viktig rolle i cellestrukturen siden de utgjer
en stor bestanddel i membraner. Lipoproteine er komplekser av fett og proteiner (figur nr.
2.1.3.1). I senter av et lipoprotein kan man finne triglyceridene, pa overflaten
fosfolipidene, mens kolesterol finnes béde i sentrum og pa overflaten. Lipoproteiner

varierer i molekylstarrelse, proteinstruktur, fettsammensetning og densitet (8).

Struktur av lipoproteiner

. Apoprotein

TG

Kolesterolester

[kkc-cstcx‘nﬁscﬂ
kolesterol

Kjeme Overflatisk lag

Figur nr. 2.1.3.1 — Lipoproteiner (9)

2.2. Blod

I et voksent menneske sirkulerer det omtrent 5 liter blod. Det er vanlig & dele blodet inn i
to hovedgrupper, blodplasma (ca. 55%) og blodlegemer (ca. 45%). Blodplasma utgjer den
vannlgselige delen og bestar av vann, proteiner, sukker, fettstoffer og salter (elektrolytter).
Siden vannet i blodplasmaet fungerer som et lasemiddel vil det ogsé transportere med seg
andre stoffer som neringsmidler, vitaminer, enzymer og avfallsprodukter. Fettstoffer er

hydrofobe, si de er avhengige av a fraktes rundt i lipoproteiner (4).

Man kan separere blodceller fra plasma ved & sentrifugere blodpreven. Grunnet ulik vekt

pa de forskjellige komponentene i blodet vil det oppsté tydelige lagskiller (se figur nr.
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2.2.1). Blodplasma er den gulaktige overste fasen etter sentrifugering, den bestir av omlag
92% vann, 7% lipoproteiner og 1% organiske og uorganiske vannlgselige substanser. |
laget under finner vi de mononuklezre cellene (monocytter og lymfocytter) og disse kan
ses som et tynt, grétt lag. Helt i bunnen av preveglasset samles rede blodceller og

granulocytter fordi de har sterst massetetthet og felgelig vil synke til bunnen (10).

g, %

i

/%Bw
it bl

Rade blodeeller

Figur nr. 2.2.1 viser sjiktene som dannes ved sentrifugering av en blodprove (11).

2.2.1. Blodprever

Ideelt sett ber blodprevetaking skje fastende. Forklaringen ligger i opptaket og
omsetningen av naringsstoffer. Fettrik nering vil gi ekt lipidinnhold 1 blodet. Likeledes vil
fettfattig naering gi betydelig lavere lipidinnhold. Derfor er det enskelig & utfore en
blodprevetaking fastende for a eliminere faktorer som kan pavirke resultatet og gi et galt
blodbilde. Det er ogsa anbefalt & ikke drive med fysisk tung aktivitet 12 timer i forveien
(8). Konsentrasjonen av fettsyrer i en prove kan endres, f.eks. under pavirkning av
temperatursvingninger og naturlig degradering over tid. Stabilitet er viktig, spesielt ved
oppbevaring av prevemateriale under definerte betingelser. En preve ber beholde den
opprinnelige verdien av en malt mengde, for en gitt tidsperiode. I folge Guder et.al. (2001)
(12) kan béade usentrifugert og sentrifugert blodpreve i gel-rer oppbevares ved 4-25°C i
inntil 7 dager, uten at det pavirker provens stabilitet. Metabolitter i plasma er funnet &
holde seg stabile i opptil 7 dager ved -20 °C, mens det for lengre lagring er anbefalt -80°C.
Nér det kommer til frysing og tining er det ikke anbefalt mer enn 3 fryse/tine-sykluser (12-
14).
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2.2.2. Fettsyrekomposisjon i blod

Plasma og rade blodlegemer benyttes ofte til & vurdere sirkulerende nivéer av fettsyrer.
Studier viser at malinger av FA-nivé i erytrocytter reflekterer inntaket de siste maneder,
FA-nivé i plasma stammer fra inntak de siste ukene, mens fettsyrekomposisjonen i fettvev

reflekterer kosthold over flere ar (15) .

Fettsyrekomposisjon i blodet vil variere fra et individ til et annet som folge av faktorer
som kjenn, alder, arv, kosthold, fysisk aktivitet og andre livsstilsfaktorer (8). Lipolyse
(nedbrytning av fett) og endogen lipogenese (lagring av fett) skjer vekselvis, reguleres
etter kroppens fysiologiske behov og vil virke inn pé blodets sammensetning.

I en artikkel av Patricia Aspichueta (2015), vises det til en studie som observerte ulikheter
i plasmakonsentrasjon av enkelte fettsyrer mellom kjonn. Deltakerne i undersokelsen var
en etnisk variert gruppe av friske kanadiske menn og kvinner. Det fremkommer at den
mannlige gruppen har betydelig hoyere andel av y-linolensyre (GLA), og n-3 DHA og
lavere konsentrasjon av palmitolsyre, LA og DHA enn den kvinnelige gruppen. Ved
sammenligning med andre studier fremkommer det ogsé at geografisk tilherighet har mye

a si for den gjennomsnittlige konsentrasjonen av enkelte fettsyrer (16).

Flere studier er gjort pd hvordan fettsyresammensetningen i kosten pavirker nivéer av
spesifikke fettsyrer i plasma. En studie av Susan K.Raatz et.al. (2001) (17) tar for seg
hvordan fettsyrekomposisjonen i plasma er et bilde pa det totale fettinntaket gjennom
kostholdet. De fleste studier av kostholdets sammenheng med lipidnivd 1 blod fokuserer pé
fettsyresammensetningen i prevedeltakernes kosthold fremfor deres totale fettinntak.
Studiet har sammenlignet effekten av en fettfattig diett mot fettrik diett med hensyn pé
effekten pa fettsyreinnhold 1 de ulike lipidkomponentene i plasma. Fettrik diett ga stor
okning i nivaene av de flerumettede fettsyrene n-6 og 18:2 n6 nivaer i PP og CE, med en
lavere prosentvis mengde mettede fettsyrer. Fettfattig diett ble koblet til hayere mengder
n-3 fettsyrer, 20:5n3 og 22:6n3 i PP og CE. Fettfattig diett pavirker fettsyremensteret ved
at det 1 storre grad er n-3 fettsyrene som benyttes i fettsyresyntesen, noe som trolig skyldes
mindre konkurranse om enzymene pd grunn av redusert inntak av 18:2 n6.

Det er en ner sammenheng mellom fettsyreinnholdet i plasma fosfolipider og
fettsyreinnholdet i membranfosfolipider i rade blodceller og trombocytter. Det kan derfor

tenkes at fettsyreinnhold i plasmafosfolipider kan benyttes som maél pé flere typer cellers
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membranlipider (18). Om dette er tilfelle vil fettsyreanalyse av blodplasma bidra til

effektivisering av analyse pa fettsyrer i blod, gjennom tids- og kostnadsreduksjon.

En studie undersokte risiko for utvikling av diabetes gjennom maéling av fettsyrenivaer i
plasma og i erytrocytter versus tradisjonelle kostholdsundersekelser. Den konkluderte med
at det er en klarere sammenheng mellom fettsyrenivaer i plasma og diabetesforekomst enn

det man oppnér gjennom de to andre metodene (19).

De fettsyrene det finnes mest av i blod er presentert nedenfor (20, 21).

C16:0

Palmitinsyre er en mettet fettsyre. Den finnes i fett og voks, olivenolje, palmeolje og
kroppslipider. Fettsyrer som stammer fra fettceller (adipocyt), og er enten bundet til
serumalbumin eller forblir uesterifisert i blodet. @ker serum-kolesterol (LDL). Nivaer av
palmitinsyre er forbundet med iskemisk slag og insulinresistens.

Cle:1

Palmitoelinsyre, en enumettet ®—7 fettsyre. Fettsyren finnes i forskjellige dyre- og
plantefett. Fettsyrer fra fettceller, er enten bundet til serumalbumin eller forblir uesterifisert
i blodet.

C18:0

Stearinsyre mettet fettsyre. Finnes i mange animalske og vegetabilske fettstoffer, og oljer.
Ofte benyttet i fremstillingen av oleater og hudkremer, og som et farmaseytisk
losningsmiddel. Fettsyrer fra depotfettceller, er enten bundet til serumalbumin eller forblir
uesterifisert 1 blodet.

C18:1n9

Oljesyre, en enumettet ®—9 fettsyre. Fettsyren finnes i lipider i cellemembraner. Har en
kolesterolsenkende effekt, siden LDL minker og HDL gker. Oljesyre transporteres primaert
via lymfesystemet.

C18:1n7
Cis-vaccenic acid, en enumettet ®—7 fettsyre. Fettsyren finnes i sm& mengder i alle
lipidklasser, med andre ord er den ogsa tilstede i liten grad i alle kroppens vev.

C18:2n6
Linolsyre, en flerumettet ®—6 fettsyre. En essensiell fettsyre med flere viktige funksjoner.
Den er strukturell komponent i cellemembraner, omdannes til prostaglandiner og
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eikosanoider, og forleper til andre ®—3 og ®—6 fettsyrer. Senker LDL-kolesterolet, og gir
svak gkning i HDL. Trombosehemmende egenskaper.

C18:3n3

Alfa-Linolensyre, er en flerumettet ®—3 fettsyre, som kommer fra planter. Den essensielle
fettsyren har flere viktige funksjoner; fungere som strukturell komponent i
cellemembraner, vare forleper til andre ®—3 og o—6 fettsyrer og omdannes til
prostaglandiner og eikosanoider. VLDL og LDL senkes samtidig som HDL okes.

C20:4n6

Arakidonsyre, en ®—6 flerumettet fettsyre. Finnes i1 for eksempel peanetter og rapsolje. Har
viktig funksjon i pattedyr hvor det inngar i membraner, er utgangsmateriale for
prostaglandiner og som sekundert signalstoff. Regulerer blant annet blodtrykk,
koagulering, og immunreaksjoner.

C20:5n3

EPA (eicosapentaensyre) er en o—3 flerumettet fettsyre. Senker triglyserid-nivaet i blodet.
Det er ogsa hevdet at et hoyt omega-3 inntak ferer til lavere blodplateaggregering og
senket blodtrykk.

Ved inntak av store doser vil EPA senke VLDL og HDL, mens LDL gker dersom LDL er
heyt i utgangspunktet.

C22:5n3
Docosapentaensyre (DPA). Finnes i fet fisk, lever av hvit fisk, selolje og alger.

C24:0
Lignosersyre, en mettet fettsyre.. Den forekommer naturlig i treets tjere, og finnes i liten
grad i de fleste naturlige fettstoffer.

C22:6n3

DHA (Docosahexenoic) er en ®—3 flerumettet fettsyre. Finnes i feit fisk, lever av hvit fisk.
I store doser vil DHA senke VLDL og HDL, mens LDL oker dersom LDL er hoyt i
utgangspunktet.

C24:1

Nevronsyre er en umettet fettsyre som har stor betydning for nervesystemet.
Viktig i biosyntese av glycosphingolipider og gangliosider, blant annet for & hindre
apoptose (celleded) (22).
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2.2.3. Hydrolyse og metylering av fettsyrer
For at fettsyrer skal kunne separeres og detekteres, er det nodvendig at de er flyktige.

Dette blir gjort ved a frigjere fettsyrene fra molekyler de er bundet i, og omdanne dem til

metylestere. Dette kan gjeres ved bruk av base- og/eller syrekatalysatorer (23).

Metylering

Metylering vil si & fa overfort en metylgruppe fra en kjemisk forbindelse til en annen.

For fettsyreanalyse med GC ma fettsyren frigjores fra lipidmolekylet (f.eks. TG) og
omgjeres til dens korresponderende fettsyremetylester (FAME). Dette gjores ved bruk av
syre- eller basekatalysatorer. Metylgruppen av metanol erstattes med en glyserolgruppe fra
et esterbdnd (se figur nr. 2.2.3.1). Syrekatalysatorer har evnen til & metylere frie fettsyrer
som basekatalysatoren ikke kan. Fordelen med basekatalyserte reaksjoner er at de ofte er

bade enklere og raskere enn syrekatalyserte (24).

'
O ©  R'OH ? e R— o
R—C” R—C” R—C—OR R—C” R—C
+O—R' OR" :cl)— R" OR
H H H
(2 4) (3 ®)

Figur nr. 2.2.3.1 Basekatalysert metylering

Syrekatalysert metylering

Esterifisering skjer nar alkoholen gir fra seg et hydrogenatom fra OH-gruppen og syren gir
fra seg OH fra COOH gruppen. Dette gir H,O som biprodukt. Det forste som skjer er at
karboksylsyren protoneres og det blir dannet et oxoniumion (oksygen kation med tre
bindinger). Oxoniumionet undergar en utbyttelsesreaksjon med alkoholen og det dannes et
mellomprodukt. Dette mellomproduktet kan tape et proton og bli til en ester. Det er viktig
a merke seg at alle trinnene er reversible, men med et stort overskudd av alkohol vil
likevektspunktet forskyves sa mye mot heyre (se illustrasjon i figur 2.2.3.1) at
esterifiseringen blir tilneermet komplett. Dersom vann er tilstede vil dannelse av
mellomprodukt ikke skje i like stor grad som i et vannfritt milje, fordi vann er en sterkere

elektrondonor enn alifatiske alkoholer. Derfor benyttes vannfri HCl/MeOH.
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Basekatalysert metylering

I den ene metoden (Metode 1) benyttes det NaOH til 4 transmetylere fettsyrene, det vil si
frigjore de fra molekylet de er bundet til for videre metylering med syre eller
basekatalysator og alkohol (2, 25). Transesterifisering er kombinasjonen av en alkohol
med en ester. Den organiske gruppen av esteren byttes ut med den organiske gruppen av
en alkohol. Det forste som skjer er at esteren protoneres, deretter tilfoyes alkoholgruppen
og det dannes et mellomprodukt som kan tape et proton og bli til en ester. Ogsé her vil et

overskudd av alkohol gi en tiln@rmet fullstendig transesterifisering (26).

Syrekatalysatorer

HCI i metanol er mye brukt som katalysator i metylering av fettsyrer. Det benyttes vannfri
HCI fordi tilstedevarelse av vann vil hindre fullferelse av reaksjonen. Det er en
forholdsvis mild reagent, men den er ustabil og mengde HCI vil synke ved lagring
ettersom den reagerer med metanol og danner vann og klorometan. Esterifisering av de
ulike lipidene skjer i omtrent samme hastighet, noe som reduserer sannsynligheten for tap
av spesifikke fettsyrer. BF; er en kraftig syrekatalysator som gir rask metylering. Dersom
det benyttes haye konsentrasjoner av BF; kan det dannes biprodukter. Det samme er
observert ved bruk av gammel BF3. For maksimal holdbarhet ber lagring skje kaldt og
meorkt. Fordi stoffet er svart skadelig og har begrenset lagringstid foretrekkes ofte andre
katalysatorer. Frie fettsyrer esterifiseres i lopet av f4 minutter, mens lengre tid kreves for
de resterende lipidklassene (27). Det er ogsd noen ulemper forbundet med metylering med
BFs. Dannelse av biprodukter kan forverres ved tilstedevarelse av oksiderte lipider. Det
har blitt rapportert om betydelige tap av provemateriale i tilfeller der analysen har blitt
utfort pad sma prevevolum (<200 mg.). Biprodukt dannes ogsa ved tilsetning av noen

antioksidanter i lipidekstrakter (26).

2.3. Gasskromatografi

Gasskromatografi er en metode som kan brukes for & separere og detektere flyktige
komponenter i en prove. Instrumentet bestir av en injeksjonsport, kolonne og en detektor.
Baregassen, som har som oppgave a frakte med seg komponentene i preven, ma vere
inert, og ikke reagere med prevekomponentene eller stasjonzrfasen. De vanligste
baeregassene er nitrogen, helium og hydrogen. Baregassen gar inn i injektoren og tar med

seg prevekomponentene gjennom kolonnen til detektoren.
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2.3.1. Injektor

Det finnes tre mater 4 injisere provemateriale til en kapilleerkolonne. Splitless, direkte pd
kolonnen og ved split injeksjon. I dette forsgket er det benyttet split injektor, som er den
vanligste a bruke med kapilleerkolonner. De resulterer i rask injeksjon og smale
kromatografiske topper fordi den kan injisere en svert liten mengde av preven. Ved bruk
av split injektor kan man regulere baregassens flyt og pa den méten regulere mengden
prove til kolonnen. Injektoren holder en langt hoyere temperatur enn kolonnen fordi

komponentene i proven raskt skal gd over i mobil fase (28).

2.3.2. Kolonnen og seperasjonsprinsipp

Kapillerkolonner er de vanligste & bruke ved separasjon av metylestere. Den er
sammensatt av tre deler (figur nr. 2.3.2.1). Den midterste delen er av smeltet silika. Den
ytterste delen er et dekke av polyimid. Dette dekket gir styrke til kolonnen og hindrer at
den brekker. Den danner en vanntett ytre barriere samtidig som den omslutter roret av
silika og fyller eventuelle ujevnheter det matte ha. Den innerste delen er stasjonarfasen,
det er denne som har mest 4 si for separasjonen av provestoffer. Stasjonarfasen kan bestd
av forskjellige stoffer, to svert vanlige er silikonpolymerer og polyetylenglykol (PEG).
PEG gir kolonnen hoy polaritet og svaert gode separasjonsegenskaper. Problemet med PEG
er at den tar skade av oksygen ved lavere oksygenmengder og lavere temperaturnivéer enn
mange andre stasjonerfaser (29). Kolonnens polaritet er en av flere faktorer som spiller
inn pa separasjon av pravekomponenter. Selv om polariteten ikke er direkte relatert til
selektivitet, har den likevel en uttalt pdvirkning pd sammensatt retensjon og dermed
separasjon. Selektivitet bestemmes av de fysisk-kjemiske interaksjonene mellom

molekylene i proven og den stasjonare fasen (30).

Pa grunn av stoffenes ulike kjemiske og fysiske egenskaper vil de reise med ulik hastighet
gjennom kolonnen. Man kan derfor pa bakgrunn av retensjonstiden identifisere de ulike
fettsyrene som er til stede i preven. Kortere FAMEs og umettede FAMEs er mer flyktige
enn de lengre og mettede. Fordi dobbeltbdndet i en umettet fettsyre gir den en grad av
polaritet, vil den i en polar kolonne interagere med stasjonarfasen og gjere at den holdes

igjen lengre enn FAMESs med samme lengde pé karbonkjeden (2, 30).
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Figur nr. 2.3.2.1 Illustrasjon av en kapilcerkolonne (31)

2.3.3. Flammeionisasjonsdetektor

Flammeionisasjonsdetektor (FID) er en sensitiv detektor som benyttes for deteksjon av

hydrokarboner eller organiske substanser som inneholder hydrokarboner (se figur 2.3.3.1).

Baregassen blandes med hydrogen i bunnen av detektoren og blandes deretter med et

overskudd av luft. Det skjer en eksoterm reaksjon med hydrogenet og oksygenet og

flammen kalles derfor en hydrogenflamme (32). Detektoren er upavirket av

stromningshastighet, ikke-brennbare gasser og vann. Nar ioner og frie elektroner dannes i

kjernen av flammen, vil de samles av en oppsamlingselektrode over flammen og signalet

amplifiseres. Stremmen, som er proporsjonal med mengden av den respektive analytten i

proven, méles av et elektrometer som omgjor signalet til digital form (33).
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Figur 2.3.3.1 Flammeioniseringsdetektor (34)
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Intern standard

Fordi hver injeksjon i maskinen ikke nedvendigvis er helt identiske i volum, benytter man
seg av en intern standard (IS). En slik forskjell ville uten IS gitt utslag i form av forskjellig
areal av toppene. IS vil eliminere denne eventuelle feilkilden ved at arealet av analyttens
topp sammenlignes med arealet fra internstandardens topp. Bruk av kjent mengde IS gjor
det mulig a regne ut vekten av den enkelte fettsyre i proven. Gjennom dette prosjektet ble

C23:0 benyttet som IS. Denne fettsyren finnes ikke i blod.

Deteksjon av fettsyrer

Detektoren vil ikke i seg selv gi svar pa hvilke komponenter som forbrennes, kun
registrere det elektriske signalet fra komponentene. For & finne ut hvilken fettsyre en
kromatografisk topp representerer, mi man benytte seg av en standardmiks med kjent
innhold. Identifisering skjer ved & sammenligne retensjonstid og de kromatografiske
profilene i proven med kromatogrammet fra den kjente standardmiksen (31), slik man kan

se av figur 2.3.3.2.

l .
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Figur 2.3.3.2 Kromatogram USP (svart) og overliggende kromatogram av prove (blitt).

2.4. Kromatogram

Et kromatogram er en grafisk fremstilling av innholdet i den analyserte proven. X-aksen
representerer retensjonstiden, som angir hvor lang tid et stoff bruker pa & bevege seg fra
injektor til det brennes 1 FID. Y-aksen i et kromatogram representerer det elektriske
signalet som registreres av flammeioniseringsdetektoren nar et stoff eluerer ut av kolonnen
og brennes i flammen. Dette elektriske signalet oppgis ofte i kromatogrammet som mV
(milliVolt). Heyden av en topp sier noe om mengden av analytt som eluerer fra kolonnen
et gitt tidspunkt, men det er arealet under en topp som forteller oss hvor stor mengde

analytt som finnes i proven.
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2.5. Validering av metoder

A validere en metode gar ut pa 4 underseke og fastlegge metodens parametre. Omfanget av
valideringen vil bestemmes av hva metoden skal brukes til. Det er nedvendig &
gjennomfore valideringsforsek hver gang en metode skal implementeres i et laboratorie.
Det gjores for & forsikre seg om at resultatene man oppnér gjennom analysen er presise,
palitelige og konsistente. Fordi forhold ved analyseapparat og annet materiell kan variere
mellom ulike laboratorier og instrumenter, ma alle metoder tilpasses disse forholdene.
Denne tilpasningen skjer gjennom validering. Valideringsforsek kan gi informasjon om
hvorvidt gasskromatografen trenger tilpasning av temperaturprogram, injeksjonsvolum,

trykk, kolonnevalg etc. for 4 kunne gi analyserbar informasjon om prevens innhold.

Etter ISO-standard for kjemiske analyselaboratorier (ISO 17025) anbefales det at man for
validering av metoder tilpasset eller utviklet ved laboratoriet, skal vurdere folgende
faktorer: deteksjons og kvantifiseringsgrense, selektivitet, linearitet, repeterbarhet og

reproduserbarhet.

ICH betegner deteksjonsgrense som den laveste mengden av en analytt som kan
detekteres, men ikke nedvendigvis eksakt kvantifiseres.

Kvantifiseringsgrense betegnes som den laveste mengden analytt som kan bestemmes
kvantitativt, med en tilstrekkelig presisjon og sikkerhet (35). Fremgangsmaten for &
bestemme denne grensen vil vere & gjennomfere en analysesyklus av en fettsyre av kjent
mengde og for hver analyse redusere mengden av fettsyren til den ikke lenger detekteres.
Hovedsakelig tid, men ogsa begrensninger i skonomiske midler, var arsak til at det ikke

ble fastsatt deteksjonsgrenser for hver fettsyre i den gasskromatografiske analysen.

Analytisk selektivitet sier noe om evnen analysemetoden har til 4 skille mellom stoffene i
proven. Hoy analytisk selektivitet vil ha liten interferens. Interferens er en systematisk
malefeil som skyldes at det kommer med en eller flere komponenter som analysen ikke har
til hensikt & male. I en gasskromatografisk analyse vil dette resultere i at det eluerer ut flere
komponenter pa samme tid, noe som innebarer at arealet under den kromatografiske

toppen blir feilaktig stort (36).
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Linearitet av kalibreringskurven forteller oss hvilken evne instrumentet har til & produsere
resultater som er direkte proposjonale med faktisk mengde av analytt i proven. Kalibrering

ble ikke utfort av oss i dette prosjektet og blir derfor ikke omtalt mer i oppgaven.

ICH (International Council for Harmonisation) definerer repeterbarhet som presisjonen
til metoden dersom alle opparbeidings- og analyseforhold er de samme og metoden utfores
1 lopet av et kort tidsintervall. presisjon er avhengig av tilfeldige feil i analysen, og

uttrykkes vanligvis som analyseresultatenes standardavvik (37).

Reproduserbarhet uttrykker i hvor stor grad forhold som f.eks. analyse utfort pa ulike
dager, utstyr, laboranter osv. har a si for resultatene. Man far pa denne méaten validert at
det i det samme laboratoriet vil bli gitt samme svar pd en prove opparbeidet med den
aktuelle metoden, til tross for variasjoner i slike forhold. Reproduserbarhet uttrykker

neyaktigheten pa proveresultater mellom ulike laboratorier (35).
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3. Material og metode

3.1. Preveinnsamling

Gjennom prosjektet ble det brukt blod fra to individer, A og B. A er en kvinne pa 33 4r, B
er en kvinne pa 25 ar. Ingen av blodprevene ble tatt fastende. Det ble i alle forsek benyttet
venest blod fra underarm, De fleste forsekene ble utfort pd ferske prover, noen ble utfort

pa lagret blod.

3.2. Preveopparbeiding

Etter blodprevetaking stod preven i 25 minutter i romtemperatur. Dette for & senke
temperatur i proven, og samtidig la preven fa tid til & koagulere for sentrifugering.

Blodpreven ble sentrifugerert (Jouran CR41) i 10 minutter ved 3000 rpm 1 gelglass.

I forkant av analysene ble ror med 0,25 mg internstandard (C23:0) ble tillaget ved & tilsette
i isooktan til forholdet 1mg/ml. 250 mikroliter av lesningen ble dampet inn med nitrogen.

Ror med IS ble lagret i fryser frem til analyse.
Som innledende forsek ble det forsekt ulike mengder plasma for & komme frem til den

mengden som ga kromatografiske signaler i onsket signalomrade. Vi startet med 0,25 gram

og kom etter hvert frem til at 0,5 gram var en passende mengde.
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3.3. Hovedmetodene benyttet i prosjektet

1 Sentrifugert blodprave
Syrekatalysert reaksjon, fettsyrer har blitt forestret til fettsyre metylestere.
Prove og isooktan, klargjort i vial

GC Analyse. Kromatogramtopp avlesning og profil sammenligning til database

wm Rk W

Identifikasjon av fettsyrer

Figur 3.3.1 Flytskjema for hovedmetodene.

Pé grunn av potensielle skadevirkninger av lasemidlene som benyttes, foregér all

opparbeiding i avtrekksskap. I prosjektet tok vi utgangspunkt i en artikkel av Marangoni

et.al. (38), hvor fettsyrer ble bestemt i plasma ved bruk av HCI som syrekatalysator.
Heksan ble byttet ut til isooktan.
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3.3.1. Metode 1) HCI/MeOH

Det ble veid inn 0,5 gram til reagensrer med 0,25 mg IS (T9900 SIGMA), tilsatt 1,5 ml 3N
HCI i Metanol (Supelco), vortexet og satt i 90°C varmebad i 1 time, og deretter avkjelt til
romtemperatur. 1 ml isooktan (Merck) ble tilsatt og lesningen vortexet i 30 sekunder. 4 ml
mettet KCI (Merck) ble tilsatt, losningen vortexet. Etter separasjon av lgsningen ble
supernatant overfort til nytt plastrer, tilsatt 1 ml isooktan og vortexet i 5 sek. Etter
separasjon ble supernatant pa nytt overfort til plastrer, og tilsatt natriumsulfat (Merck).

100 mikroliter preve ble overfort til GC vial (Thermo Fisher) og tilsatt 1,5 ml isooktan.

3.3.2. Metode 2) NaOH + BF;

Fettsyrer ble opparbeidet etter offisiell AOCS-metode Ce 1b-89 (2005). 0,5 gram plasma
prove ble veid inn til reagensrer med 0,25 mg IS, tilsatt 1,5 ml NaOH (Merck) vortexet i 5
sekunder. Reoret ble satt i 90°C varmebad i 5 minutter og avkjelt til romtemperatur.
Deretter ble 2 ml BF; (14% Sigma-Aldrich) tilsatt og lasningen vortexet i 5 sek for det ble
satt i 90°C varmebad i 30 min. Lesningen ble avkjelt til 30-40 °C, tilsatt 1 ml isooktan
(Merck) og vortexet i 30 sekunder. 4 ml mettet NaCl (Merck) ble tilsatt, vortexet i 15
sekunder. Etter separasjon av lgsningen ble supernatant overfort til nytt plastrer, tilsatt 1
ml isooktan og vortexet i 5 sek. Etter separasjon ble supernatant péd nytt overfort til
plastrer, og tilsatt natriumsulfat (Merck). 100 mikroliter preve ble overfort til GC vial
(Thermo Fisher) og tilsatt 1,5 ml isooktan.

Isooktan er et lasemiddel som benyttes til ekstraksjon av de metylerte fettsyrene i
losningen. De upolare fettsyremetylesterne vil trekkes over i det upolare organiske laget
(isooktanen). Mettet saltlesning brukes for & trekke vann fra det organiske laget. Slik sitter
vi igjen med provematerialet i en vannfri organisk fase. Natriumsulfat blir ogsa benyttet

for & fjerne eventuelle vannmolekyler som matte vere igjen i1 losningen.
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3.3.3. Variasjoner i metoden

I metode: Type og mengde av syrekatalysator, og temperatur/ tid i varmebad.

Annet: Lagringstid/lagringsmetode pd blod og lagringstid/lagringsmetode pa vialer,

Tabell 3.3.3.1 Oversikt over de ulike variasjonene av metode 1 i prosjektet.

Mengde HC1 Temperatur Tid i varmebad

Variasjon 1 1 ml 90°C 30 min
Variasjon 2 1 ml 90°C 1 time
Variasjon 3 1,5 ml 90°C 30 min
Variasjon 4 1,5 ml 90°C 1 time
Variasjon 5 1,5 ml 90°C 1,5 time
Variasjon 6 1,5 ml 90°C 2 timer
Variasjon 7 2 ml 90°C 1,5 time
Variasjon 8 2 ml 90°C 2 timer
Variasjon 9 1 ml 50°C 1,5 time
Variasjon 10 1,5 ml 50°C 1,5 time

Tabell 3.3.3.2. Oversikt over de ulike variasjonene av metode 2 i prosjektet.

Mengde BF; | Mengde NaOH | Temperatur Tid i varmebad
Variasjon 1 1 ml 1,5 ml 90°C 30 min
Variasjon 2 2 ml 1,5 ml 90°C 30 min
Variasjon 3 2 ml 1,5 ml 90°C 2 timer
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3.3.4. Andre metoder benyttet i prosjektet.

Ekstraksjon av lipid fra plasma.

Underveis i prosjektet ble det utfort ett forsek hvor lipid ble ekstrahert fra plasma for
opparbeiding til bestemmelse av fettsyrer. Hensikten med prosjektet har vert &
optimalisere en metode for direktemetylering av plasma, og ekstraksjon av lipid ble derfor

kun utfert en gang.

Ekstraksjon etter Bligh and dyer (39, 40).

4,4444 gram plasma prove ble veid inn i begerglass og tilsatt 15 ml kloroform/metanol
(forhold 1:2). Blandingen ble homogenisert i 2 min med ultraturax (IKA, 18 mm
munnstykke), tilsatt 5 ml kloroform og blandet 30 sek med ultraturax, tilsatt 5 ml vann og
blandet 30 sek med ultraturax. Videre ble proven filtrert under vakuum og overfort til
sentrifugerer. Filter (Aldrich) og kolbe ble dryppet med 5 ml kloroform (Merck), som
etterpd ble overfort til sentrifugereret med det ekstraherte prevematerialet. Etter oppnadd
faseskille ble kloroformlaget overfort til 3 nye reagensrer med 1 ml til hvert ror. Innholdet
i rerene dampes inn. Forholdet mellom vann, kloroform og metanol var 0,8:2:1. Plasma
provene har heyt vanninnhold, dette ble korrigert for under ekstraksjonen etter metoden av
Bligh and Dyer (39). Etter ekstraksjonen blir preven opparbeidet med samme

fremgangsmate som metode 1.

3.4. GC apparat og temperaturprogram benyttet/Instrument

I dette prosjektet ble det benyttet gasskromatograf Perkin Elmer GC Autosystem XL Gas
Chromatograph med kapilleerkolonnen CP-Wax 52 CB fra Agilent Technologies (25 meter
lengde, 0,25mm intern diameter og 0,2 pm filmtykkelse). Gasskromatografen var koblet til
FID-detektor (41).

GC-instrumentet er blitt brukt til & bestemme fettsyrer i oljer, og har et temperaturprogram
tilpasset dette. Da flere av de samme fettsyrene finnes i blod, ble det samme programmet
benyttet for denne analysen.

I dette prosjektet ble det ikke gjort tilpasninger av hverken kolonne, eller andre forhold.
Programmet hadde folgende innstillinger: analysetid: 23,50 min, injektor temperatur:

220 °C, detektor temperatur: 270 °C. Tabell 3.4. viser temperaturprogram.
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Tabell 3.4.1. Temperaturprogram

Progra | Ramp | Setpoi | Hold
m Rate nt time

(°C/min) | (°C) (min)

Initial 90 1,5
Steg 1 45 150 0
Steg 2 4,50 225 4

3.5. Kalkulasjoner og statistiske beregninger

I prosjektet ble det utarbeidet et regneark for beregning av mengde (mg/g) og prosent % av
de ulike fettsyrene i plasma, samt standardavvik og RSD. Flere fettsyrer kan enkelt legges
til ved behov.

Utregningene baserer seg pa responsfaktor og konversjonsfaktor.

Fcr Responsfaktor
Konsentrasjonen av hver enkelt fettsyre kan regnes ut ved & benytte seg av en
internstandard, som er en kjent konsentrasjon, og man kan regne ut de ukjente fettsyrene

pa bakgrunn av en responsfaktor.

Man kan bruke bade empiriske og teoretiske responsfaktorer. I var oppgave har vi valgt &
bruke teoretiske responsfaktorer. Den storste drsaken til dette er tiden det ville krevd & lage
et regneark basert pd empiriske data, ettersom det krever et mer avansert regneark.
Tallverdiene fra vart regneark ble sammenlignet med et regneark basert pad empiriske
faktorer - men dette inneholder ikke alle fettsyrene vi finner igjen i blod.

Sammenligningen viste samsvar mellom resultatene fra de to ulike regnearkene.
Fcea Konversjonsfaktor for FAME til fettsyre

Denne faktoren benyttes nair FAME skal regnes om til vekt av fettsyre. Den korrigerer for

vektforskjell mellom fettsyre og den korresponderende FAME. FAME veier mer pa grunn
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av den pésatte metylgruppen. Man kommer frem til Fcga ved & dele molekylmassen til
fettsyremetylesteren med molekylmassen til dens korresponderende fettsyre.

Fcea = MM av FAME / MM av korresponderende fettsyre

Responsfaktorer og korreksjonsfaktorer benyttet i prosjektet for er hentet fra Danish Food

Information (42).

Formelen for 4 regne ut vekt av den enkelte fettsyren i preven.

MX =MP XAXXFCT/AXXMAXFCEA

MX= massen av fettsyren angitt i mg fettsyre/g plasma.
MP=massen av internstandard i mg.
AX=fettsyremetylestens areal,

Fcr= teoretisk korreksjonstaktor,

AP= internstandardens areal.

MA-= vekt av prove i gram

Fcea= konversjonsfaktor for FAME til fettsyre (43).

T-test og variansanalyse (ANOVA) ble brukt for finne signifikante forskjeller i fettsyrer
mellom ulike opparbeidingsvariasjoner. Bonferroni ble brukt som post-hoc test for a hvilke
av gruppene som var signifikant ulike hverandre. Et signifikansniva pa 95% ble valgt i alle

de statistiske analysene.

Microsoft Excel (versjon 15.33) og stata 13 (statacorp) ble brukt i alle beregninger og

statistiske tester. Statistiske analyser er gjort i samarbeid med veileder.
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4. Resultater

4.1. Validering av instrument, repeterbarhet

Underveis i prosjektet ble det gjennomfort analyser hvor repeterbarheten til instrumentet
ble undersekt. En prove ble analysert 10 ganger etter hverandre pd GC. Begge
valideringsforsgk av metode 1 ble utfort pa prever behandlet med 1,5ml HCl i 1 time.
Validering utfort 28.februar, ga haye RSD pa fettsyrene C16:1, C20:5n3 og C22:5n3 som
det finnes sma mengder av i blodet. RSD var jevnt over hayere enn valideringsforseket
utfort 6.mars. Valideringsforseket utfort 6.mars ga i likhet med 28.februar heye RSD pa
C16:1 og C20:5n3. Valideringsforsgk av metode 2 (2ml BF3, 30 minutter) utfort den

27 februar ga haye RSD pé C20:5n3 og C24:1 og viste ingen tilstedeverelse av C24:0.
Ellers viste det lave RSD.

4.2. Variasjoner i metode 1, mengde katalysator og tid

Det ble gjennomfort forsek ved & variere mengde katalysator og tid. (1 ml i 30 min, 1,5 ml
130 min, 1 mli 1 time, 1,5 ml i 1 time) (se tabell nr. 4.2.1). De to variasjonene med 1 time
varmebad har jevnt over hogyeste verdier av de fire. Proven behandlet med 1,5ml og 1 time
varmebad ga det hoyeste gjennomsnittlig totale utbyttet (1,596 mg/g), og gjennomsnittlig
lavest RSD av alle tilnermingene. RSD pé preven behandlet med 1,5 ml i 30 min
varmebad er jevnt over hoyt, sd variasjonene innad i analysen er store. Den viser
signifikant lavere verdier (p<0.05) av fettsyrene C24:0 og C24:1, sammenlignet med
provene som har statt 1 time i varmebad (1 ml og 1,5 ml), og signifikant lavere verdier pd
C18:0 i forhold til praven behandlet med 1,5 ml i 1 time. Proven behandlet med kortest tid
i varmebad og minst syre (1 ml i 30 minutter) viste signifikante avvik (p<0,05) pa alle
fettsyrer sammenlignet med begge provene behandlet med 1,5 ml HCI (30 minutter og 1
time). Proven behandlet med 1 ml og 1 time varmebad hadde signifikant hgyere verdier av
C16:1, C20:5n3 og C24:0 sammenlignet med samme mengde syre, men 30 minutter
kortere varmebad. Det totale utbyttet av de ulike metodevariasjonen hadde ikke

signifikante avvik, bortsett praven behandlet med minst syre og kortest tid i varmebad

(1 ml i 30 min) som hadde signifikant lavere verdier sammenlignet med de 3 andre.
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C16:0
C16:1
C18:0
C18:1n9
C18:1n7
C18:2n6
C20:4n6
C20:5n3
C22:5n3
C24:0
C22:6n3
C24:1
SUM

Tabell 4.2.1
Variasjon i mengde katalysator (1 ml/1.5ml HCI) og tid i varmebad (30 min og 60 min).
Gjennomsnittlig mengde (mg/g), prosent (%) og RSD (%) er vist. (n=9)

08.mar Person B 08.mar Person B 08.mar Person B 08.mar Person B
[imIAC T90*c 30 min [SRIEEI c0*c 30 min [AmIACE Jo0*c  1time e e
gi.snmg/g gjsn% Rsd% gj.snmg/g gj.sn% Rsd % gj.snmg/g gj.sn% Rsd % gj.snmg/g  gji.sn%

0,289 25,443 9,879 0,418 24,645 13,575 0,351 24,76 7,581 0,431 24,144
0,011 0,948 9,227 0,014 0,85 14,377 0,012 0,868 5,659 0,014 0,799
0,134 12,008 9,841 0,215 12,867 13,399 0,17 12,152 10,394 0,225 12,767
0,172 15,496 9,497 0,254 15,299 14,027 0,207 14,875 8,235 0,255 14,617
0,021 1,845 9,917 0,031 1,847 13,739 0,025 1,78 7,625 0,031 1,764
0,221 20,029 10,249 0,312 18,977 13,135 0,259 18,889 6,151 0,315 18,171
0,09 8,338 10,356 0,131 8,147 12,944 0,108 8,052 6,16 0,133 7,819
0,018 1,692 10,776 0,025 1,552 13,564 0,021 1,577 4,951 0,025 1,482
0,012 1,121 11,273 0,018 1,117 13,802 0,015 1,094 11,332 0,018 1,061
0 0 0 0,009 0,61 60,272 0,002 0,098 282,843 0,022 1,34
0,058 5,366 10,656 0,084 5,154 12,838 0,07 5,162 6,269 0,084 4,919
0 0 0 0,019 1,239 6,356 0,014 1,032 17,743 0,034 2,042
1,032 92,806 1,54 92,788 1,259 90,767 1,596 91,316

Sammenligning av 1 ml mot 1,5 ml i analysene utfort den 16. mars, (Se tabell nr. 4.2.2.)
viser i likhet med analysen fra 8. mars at det totale utbyttet blir heyere ved 1,5 ml (1,200
mg/g) enn ved 1 ml (1,060 mg/g) nér begge stod 1 time i varmebad. Analysen av proven
som var behandlet med 1 ml HCI hadde store RSD pa fettsyrene C24:1 (88,8 RSD) og

C24:0 (173,2 rsd) pa grunn av en eller flere manglende verdier i en eller flere av

parallellene. Sett bort fra disse to hadde de andre fettsyrene jevnt over lavere RSD ved 1ml

kontra 1,5 ml. Fordi det kun ble analysert 3 paralleller og ikke 9 ble det ikke gjennomfort

statistiske beregninger.

Tabell nr. 4.2.2

(Fra 16.mars). Variasjon i katalysator (1 ml/1.5ml HCI). Lik tid i varmebad (60 min).
Gjennomsnittlig mengde (mg/g), prosent (%) og RSD (%) er vist. (n=3 for 1,5 ml HCI) (n=9
for 1 ml HCI).

16.mar Person B 16.mar Person B
90*C  1time [AmlHEl Jo0*C  1time
gj.snmg/g gjsn% Rsd% gj.snmg/g gj.sn% Rsd%
C16:0 0,367 23,33425 4,422 0,338 28,096 1,789
Cl6:1 0,011 0,798933 4,337 0,009 0,73 3,265
C18:0 0,149 12,77308 3,495 0,133 11,191 1,956
C18:1n9 0,164 14,15959 3,93 0,141 11,982 2,634
C18:1n7 0,02 1,709278 7,535 0,018 1,522 4,773
C18:2n6 0,267 17,21756 4,138 0,24 20,525 1,753
C20:4n6 0,088 7,418447 3,732 0,081 7,08 3,133
C20:5n3 0,025 1,391489 3,648 0,023 2,051 1,488
C22:5n3 0,016 1,021224 4,373 0,014 1,246 1,05
C24:0 0,014 1,142785 4,228 0,003 0,288 173,21
C22:6n3 0,052 4,650851 3,829 0,048 4,196 1,28
C24:1 0,022 2,412796 1,487 0,009 0,844 88,759
SUM 1,2 88,53283 1,06 89,879
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3,258
4,571
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Den 7.april ble det gjort forsek med 1,5 ml katalysator i 1,5 og 2 timer i tillegg til 2 ml
katalysator i 1,5 og 2 timer. Det laveste totale utbyttet av fettsyrer ble sett pa proven
behandlet med 1,5 ml HCl11 1,5 time (1,387 mg/g). De tre andre provene hadde noksa likt
totalt utbytte, og det hoyeste ble sett ved 2 ml HCI, 1,5 time (1,590 mg/g). Det var ogsé

proven med lavest relativt standardavvik (Se tabell nr. 4.2.3).

Tabell nr. 4.2.3
7.april - Variasjon i mengde katalysator (1,5 ml/2 ml HCI) og tid i varmebad (60 min og 90
min). Gjennomsnittlig mengde (mg/g), prosent (%) og RSD (%) er vist. (n=9)

07.apr Person B 07.apr Person B 07.apr Person B 07.apr Person B
90*C  1,5time [SRIEEIN co*c |2 timer BRIEEIN o0 c 1,5 time ERIEEIo0*c |2 timer
gi.snmg/g gjsn% Rsd% gj.snmg/g gj.sn% Rsd % gj.snmg/g gj.sn% Rsd % gi.snmg/g gjisn% Rsd%

C16:0 0,42 24,995 2,047 0,452 24,673 2,153 0,438 22,087 3,621 0,433 23,818 1,064
Cle6:1 0,011 0,656 7,104 0,014 0,737 4,491 0,021 1,032 7,552 0,012 0,672 10,957
C18:0 0,17 10,274 2,917 0,173 9,594 2,971 0,17 8,692 2,479 0,174 9,716 2,406
C18:1n9 0,186 11,302 2,324 0,213 11,856 3,693 0,261 13,434 5,611 0,196 11,01 5,283
c18:1n7 0,021 1,285 237 0,023 1,299 3,054 0,025 1,272 4,275 0,022 1,247 3,106
C18:2n6 0,301 18,417 1,791 0,338 18,996 2,171 0,382 19,817 4914 0,315 17,846 3,392
C20:4n6 0,124 7,738 2,247 0,132 7,602 1,682 0,127 6,742 2,973 0,126 7,321 0,779
C20:5n3 0,034 2,162 2,839 0,037 2,152 1,31 0,038 2,048 3,879 0,035 2,047 2,575
€22:5n3 0,013 0,778 6,372 0,012 0,653 37,592 0,012 0,649 1,813 0,013 0,739 1,39
C24:0 0,015 0,94 5,49 0,015 0,872 8,346 0,017 0,898 1,263 0,017 1,028 4,951
C22:6n3 0,062 3,876 2,658 0,066 3,778 2,082 0,062 3,243 1,941 0,065 3,744 0,505
C24:1 0,028 1,771 4,964 0,028 1,635 3,758 0,031 1,664 1,381 0,032 1,88 4,515
SUM 1,387 84,253 1,503 83,887 1,59 82,005 1,446 81,32
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4.3. Temperatur

Generelt gir metodene med 50°C varmebad langt lavere verdier pa alle fettsyrer enn
samme forhold ved 90°C (opp mot ¥5) (se tabell 4.2.4 og tabell 4.2.1). Det er store mangler
pa fettsyrene som det finnes sma mengder av i blodet (C22:5n3, C24:0 og C24:1 har kun 0
verdier). Det ble ved 50°C gjort forsek med 1 ml og 1,5 ml HCI. Vi kan ved
sammenligning av det totale fettsyreinnholdet i proven behandlet med 1 ml (0,351 mg/g)
og 1,5 ml (0,707 mg/g) se at den nesten dobles.

Tabell nr. 4.2.4
Begge prover stiatt 90 min varmebad ved 50 °C. Variasjon i mengde katalysator (1 ml/1,5 ml

HCI). Gjennomsnittlig mengde (mg/g), prosent (%) og RSD (%) er vist. (n=9)

08.mar Person B 08.mar Person B
AmiHC S0 1,5time JISRIBEITTN sovc 1,5 time
gisnmg/g  gisn¥%  Std.avmgRsd % gj.sn mg/gj.sn % Std.av Rsd %
C16:0 0,102 24,716 0005 46 0,211 26,94 0,01 6,088
Cl6:1 0,008 1,831 0001 75 0,01 131 0 6,231
C18:0 0,04 9,788 0,002 4,7 0,06 12,41 0,01 6,346
C18:1n9 0,089 22,151 0003 39 0,148 15,44 0,01 4,378
C18:1n7 0,008 1,926 0 54 0,015 1,956 0 5,497
C18:2n6 0,066 16,457 0,017 25 0,136 1754 0,01 6,189
C20:4n6 0,023 5,811 0001 37 0,047 6,353 0 6,585
C20:5n3 0,001 0,189 0,002 300 0,009 1,277 0 7,76
C22:5n3 0 0 0 0 0 0 0 0
C24:0 0 0 0 0 0 0 0 0
C22:6n3 0,015 3,692 0001 37 0,03 4,031 0 7,282
C24:1 0 0 0 0 0 0 0 0
SUM 0,351 86,724 0,707 91,9
4.4. Lagring av blod

Flere forhold vil pavirke provens sammensetning. Derfor ble blod/serum lagret, enten i

romtemperatur, kjoleskap eller i fryser.

Frysing og tining

Preven er opparbeidet med 1,5 ml HCI og 1 time varmebad.

Ved sammenligning av fersk prove med preve som er fryst ett degn og tint, og prove som

er fryst 2 degn og tint to ganger (tabell nr. 4.4.1) kommer det frem at totalt fettsyreinnhold
gar ned (dag 1: 1,025 mg/g, dag 3: 0,734 mg/g) og standardavvik eker jevnt over. Spesielt
hoyt standardavvik kan sees pa C24:0, C22:5n3, 20:5n3 og C16:1, som alle er fettsyrer

som er tilstede i blodet i sm& mengder. Praven som er fryst i to degn har signifikant lavere
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verdier pa alle fettsyrer med unntak av C16:1, C18:3n3, C24:0, som alle hadde forholdsvis

like verdier etter to degns frysing og to opptininger som fersk prove.

Tabell 4.4.1
Fersk, fryst- og tint preve, 1- og 2 degn. Prove opparbeidet med 1.5 ml HCI 60 min
varmebad. Gjennomsnittlig mengde (mg/g), prosent (%) og RSD (%) er vist. (n=9)

FERSK BLODPR@VE BLOD FRYST 1 D@GN, TINT 1 GANG BLOD FRYST 2 D@GN, TINT 2 GANGER
06.mar Person B 07.mar Person B 08.mar Person B
90*C 1time [SMIEG c0*c  1time [SMIEGl o0*c  1time
gj.snmg/g  gji.sn% Rsd % gj.sn mg/egj.sn% Rsd % gj.sn mg/egj.sn% Rsd %
C16:0 0,316 26,017 4,198 0,305 27,544 3,915 0,228 27,346 16,363
Cle6:1 0,006 0,468 9,964 0,005 0,464 57,73 0,004 0,498 40,239
C18:0 0,126 10,485 7,214 0,122 11,169 4,36 0,098 11,892 14,831
C18:1n9 0,12 10,035 7,141 0,119 10,929 3,52 0,092 11,27 14,516
C18:1n7 0,018 1,497 4,254 0,017 1,602 3,105 0,013 1,62 14,871
C18:2n6 0,213 18,011 4,871 0,211 19,633 3,654 0,151 18,605 15,457
C20:4n6 0,106 9,222 3,378 0,106 10,055 4,196 0,074 9,286 16,724
C20:5n3 0,014 1,218 23,082 0,013 1,188 35,497 0,01 1,227 13,262
C22:5n3 0,012 1,016 4,624 0,009 0,845 58,357 0,006 0,647 76,651
C24:0 0,012 1,003 45,234 0,008 0,765 75,732 0,006 0,74 97,036
C22:6n3 0,057 4,895 3,474 0,056 5,238 6,461 0,038 4,689 18,799
C24:1 0,024 2,134 17,928 0,022 2,112 3,789 0,016 2,063 15,331
SUM 1,025 86,026 0,994 91,544 0,734 89,883

4.5. Lagring av vialer/ferdig opparbeidet prove

For & undersgke om opparbeidete prover kan lagres over tid, ble det gjennomfort forsek pa

lagrede vialer.

I GC maskin (ca. 30°C) over 4 dager

Totalt fettsyreinnhold har blitt redusert pa alle dagene sammenlignet med dag 1, men i
sveert liten grad (0,074 mg pa det meste, 0,021mg pa det minste). Ogsa i dette
lagringsforseket ser vi at RSD gker. Resultatene fra 11.april (tabell 4.5.) viser at prevene
som hadde statt i 4 dager, har samme tendens til avvik mellom metodene som den 7.april
(tabell 4.2.3.) bortsett fra C24:1 som ikke lenger viser signifikante avvik mellom noen av
metodevariasjonene. Av de fire variasjonene har kun preven opparbeidet med minst syre
og kortest tid i varmebad (1,5 ml i 1,5 time) en signifikant reduksjon i det totale utbyttet

sammenlignet med 7.april.

Side 37



C16:0
Cl6:1
C18:0
C18:1n9
C18:1n7
C18:2n6
C20:4n6
C20:5n3
C22:5n3
C24:0
C22:6n3
C24:1
SUM

Metode 1 (HCI)

Resultater fra 7.april i tabell 4.2.3 sammenlignes med resultater fra 11.april i tabell 4.5.1.
Prove opparbeidet med 1,5ml HCl og i 1,5 time i varmebad hadde signifikant nedgang i
folgende fettsyrer, C18:2n6, C20:4n6, C20:5n3, og C22:6n3. Preven opparbeidet med 1,5
ml HCl i1 2 timer varmebad hadde nedgang i C16:0, C16:1, C18:1n7, C18:2n6, C20:4n6,
C20:5n3, og C22:6n3. Proven opparbeidet med 2ml HCI 1,5 time varmebad hadde kun
nedgang i C22:6n3. Preven opparbeidet med 2ml og 2 timer varmebad hadde signifikant
nedgang i C18:1n7. Preven opparbeidet med 1,5 ml og 2 timer i varmebad var den eneste

metoden som hadde en signifikant nedgang i totalt utbytte.

Tabell nr. 4.5.1

11.april — Resultat av prover lagret i 4 dager. Opparbeidet med variasjon i mengde
katalysator (1,5 ml/2ml HCI) og tid i varmebad (90 min og 120 min).
Gjennomsnittlig mengde (mg/g), prosent (%) og RSD (%) er vist. (n=9)

Prgve statti gc fra 7.apr Prgve statt i gc fra 7.apr Prgve statti gc fra 7.apr Prgve statti gc fra 7.apr
11.apr Person B 11.apr Person B 11.apr Person B 11.apr Person B
90*C  [1,5 time EERIEEI N oo+ 2 timer BRIEEIN 0 c 1,5 time ZRIECINN o0+ c
gj.snmg/g gjsn% Rsd% gj.snmg/g gj.sn% Rsd% gj.snmg/g gj.sn% Rsd % gj.snmg/g  gj.sn%
0,41 23,647 3,24 0,432 23,006 2,37 0,43 21,603 3,109 0,426 23,575
0,01 0,612 6,432 0,013 0,686 3,624 0,02 1,005 7,159 0,012 0,662
0,167 9,751 4,294 0,166 8,949 2,432 0,166 8,482 2,118 0,171 9,064
0,185 10,893 2,136 0,209 11,378 2,803 0,256 13,139 5,47 0,194 10,934
0,021 1,216 2,965 0,022 1,198 2,211 0,024 1,226 3,54 0,021 1,208
0,292 17,346 2,444 0,322 17,685 1,836 0,373 19,271 4,679 0,309 17,582
0,12 7,267 2,987 0,126 7,05 4,642 0,124 6,586 3,064 0,125 7,299
0,033 2,019 4,262 0,036 2,017 2,406 0,037 1,976 3,96 0,034 1,996
0,012 0,737 8,688 0,012 0,683 4,555 0,012 0,627 5,314 0,013 0,713
0,015 0,907 2,93 0,014 0,827 5,616 0,017 0,897 1,285 0,018 1,056
0,06 3,612 2,615 0,064 3,534 2,345 0,06 3,136 2,247 0,064 3,684
0,028 1,707 4,799 0,028 1,581 3,757 0,031 1,657 1,948 0,032 1,906
1,357 79,933 1,449 78,774 1,557 80,027 1,425 80,556
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2 timer
Rsd %
2,493
11,66
0,747
5,988
3,07
4,471
2,805
3,638
4,206
2,976
3,051
2,452



Metode 2 (BF3)

Prove opparbeidet med 2 ml BF; og 2 timer varmebad hadde signifikant nedgang i
folgende fettsyrer, C16:0, C18:0, C18:1n9, C20:4n6, C20:5n3, og C22:5n3 (tabell 4.5.2)

Tabell nr. 4.5.2
Resultat av prever lagret i 4 dager. Prover opparbeidet med 2ml BF; og 180 min varmebad

Gjennomsnittlig mengde (mg/g), prosent (%) og RSD (%) er vist. (n=9)

07 2pr Person B 11 apr Person B

2ml BF3 ND*C 2timer 2mi BF3 a0 C 2 timer

gsnmggjsn®% Sdavmglg Rsd % gisnmg/g gsn% Stdavmg/g Rsd %
€160 0345 2213 0,017 3,168 (160 03503 1893 0,023 4,475
Ci6:1 0,036 1447 0,001 4146 (181 0033 241 0,002 5178
ci30 0,208 8583 0,002 0908 (180 0192 7306 0,006 3,218
Ci3:1m 048 13,93 0,024 4913 Ci8i1m@ 044 17027 0,024 5,426
Ci8:1n7 0,037 1532 0,002 4323 (Ci8:1n7 0032 1322 0,002 4,692
Ci8:2n6 0,548 2911 0035 6301 (Ci3:2n6 0506 19618 0,035 6,915
€20:4n6 0,156 6,681 0,006 4085 (20406 0147 5813 0,005 339
C2035m3 0,043 2,112 0,001 1809 C2035m3 00435 1806 0,001 2,191
€2:5m 0,015 0619 0 1825 C235n3 0014 0537 0 2,397
2490 0 0 0 0 €0 0 0 0 0
€22:6n3 0,072 303 0,001 1,739 C22#6n3 0,068 2659 0,001 1436
241 0,048 1934 0013 29681 (241 0,044 1794 0,042 93678
SUM 2204 391572 SUM 2042 78538

Stabilitet

Stabilitet av opparbeidet prove lagret i kjoleskap ble testet over 4 dager. (Se tabell 4.5.2 fra
den 18-22.april.) Det gjennomsnittlige totale utbyttet reduseres noe fra dag 0

(1,917 mg/g) til dag 3 (1,699 mg/g). Ingen nedgang fra dag 3 til dag 4 (1,715 mg/g).

C24:1 har den sterste reduksjonen pa nesten 50% (fra 0,060 dag 0 til 0,032 dag 4).

Alle fettsyrene har sma reduksjoner, med unntak av C16:1, C22:5n3 og C24:0 som holder
seg stabile. I motsetning til de andre lagringsforsekene er det ingen nedgang i RSD,
snarere tvert imot - dag 1 har det hayeste relative standardavviket. Det er naturlig & tro at
dette kan skyldes tilfeldige feil ved analysen, ettersom det ikke virker naturlig at preven
skal bli mer stabil jo lenger den star. Dag 2 derimot har jevnt over lavest RSD, med unntak
fra pd C24:1 (17.726%). Ved lagring over 4 dager var det ingen signifikant nedgang for
C24:0. Fettsyrene C16:0, C20:4n6, C22:5n3, og C24:1 hadde signifikant lavere verdier pa

dag 3, sammenlignet med dag 0. Det ble observert nedgang i alle andre fettsyrer fra og
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C16:0
Cl6:1
C18:0
C18:1n9
C18:1n7
C18:2n6
C20:4n6
C20:5n3
C22:5n3
C24:0
C22:6n3
C24:1
SuMm

med dag 2. Forskjell i total mengde fettsyrer var signifikant mellom dag 1 og alle andre

dager. Verdiene pa dag 2 var ogsé signifikant heyere, enn dag 3 og 4.

Tabell nr. 4.5.3

18-22.april — Prove ble opparbeidet med 1.5ml HCI og 90 min varmebad og lagret 4 dager i

kjoleskap. Gjennomsnittlig mengde (mg/g), prosent (%) og RSD (%) er vist. (n=9)

18.apr PersonB DAG 1

90*C
gj.snmg/g  gj.sn%

0,531 22,488
0,015 0,622
0,219 9,379
0,279 12,066
0,028 1,195
0,471 20,504
0,157 6,986
0,039 1,737
0,017 0,769
0,014 0,649
0,079 3,474

0,06 2,739
1,917 82,973

1,5 time
Rsd %

3,357
14,584
2,983
2,657
3,923
2,615
3,379
4,066
3,933
5,933
2,138
8,728

90*C

0,51 22,346
0,015 0,636
0,209 9,282
0,266 11,877
0,026 1,155

0,45 20,309
0,151 6,975
0,037 1,723
0,017 0,778
0,014 0,677
0,076 3,468
0,056 2,653
1,836 82,249

PersonB DAG 2
1,5 time
gi.snmg/g gjsn% Rsd%

1,502
3,483
1,231
1,197
1,827
1,232
1,655
1,255
2,329
3,575
1,295
17,726

20.apr PersonB DAG 3

gj-sn mg/g
0,487
0,014
0,201
0,255
0,025
0,433
0,146
0,036
0,016
0,014
0,074
0,037
1,746

90*C

gj.sn %
21,47
0,607
8,983
11,475
1,111
19,666
6,758
1,674
0,75
0,678
2,285
1,1777
78,68

1,5 time
Rsd %
3,413
2,665
2,835
2,333
3,3
2,979
2,884
1,93
2,688
4,322
1,825
42,491

21.apr PersonB DAG 4

gi.sn mg/g

0,472
0,013
0,195

0,25
0,025
0,418

0,14
0,034
0,016
0,015
0,071
0,042
1,699

4.6. Sammenligning av HCI metode og BF; metode

90*C
gj.sn %
21,101
0,596
8,843
11,408
1,119
19,219
6,606
1,633
0,738
0,697
3,325
2,031
77,66

1,5 time
Rsd %
3,439
5,835
2,737
2,534
2,888
3,023
2,89
2,982
2,75
5,034
2,319
43,1

22.apr PersonB DAG 5

90*C
gj.snmg/g gjsn%

0,483 21,307
0,014 0,614
0,198 8,875
0,255 11,462
0,025 1,12
0,425 19,275
0,141 6,536
0,034 1,594
0,016 0,732
0,015 0,697

0,07 3,234
0,032 1,506
1,715 77,297

Resultatene pa totalt fettsyreinnhold viste at metode 2 ga omlag 0,5mg/g mer enn metode

1. Metoden resulterte i storre utbytte av alle fettsyrer med unntak av C24:0,

Forholdsvis likt pa 22:6n3 og 22:5n3. Metode 2 resulterer i spesielt hoye verdier for de

enumettede fettsyrene C16:1 og 18:1n9 i forhold til metode 1.
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1,5 time

Rsd %
1,881
1,513
1,495
1,465
1,844
1,584
2,187
1,779
3,147
3,788
2,053
2,174



5. Diskusjon

Valideringsforsegk, reproduserbarhet

Ved start av prosjektet ble det gjennomfort et forsek for & underseke repeterbarheten til

instrumentet ved 4 analysere en prove ti ganger. Arsaken til at RSD i metode 1, variasjon 4

(1,5 ml og 1 time varmebad) jevnt over var hayere for de fleste fettsyrer den 28.februar
sammenlignet med 6.mars, kan ha sammenheng med at blodet som ble benyttet denne
dagen hadde statt i kjoleskap 1 nesten ett dogn og at den etter blodprevetaking og
sentrifugering hadde blitt stdende i romtemperatur rundt 3 timer. Dette kan medfere
degradering av preovekomponenter og et lavere nivéer av de ulike fettsyrene kan gjore at
deteksjonen ikke blir like ngyaktig. Grunnen til stort RSD pa C16:1, C20:5n3 og C22:5n3
skyldes nok at de i flere av analysene havner under deteksjonsgrense, mens de i noen

analyser detekteres.

Repeterbarhetsforsgkene av bade metode 1 og metode 2 ga utover dette lave

standardavvik, noe som tyder pd at instrumentets analyser er presise.

En sammenligning av ulike analyselaboratorier gjennomfoert av NIST i 2013 (44) gikk ut
pa & la uavhengige laboratorier analysere fettsyreinnholdet i samme plasmaprover. Alle
laboratoriene benyttet ulike metoder i1 analysene og hadde ulike forhold ved den
gasskromatografiske analysen (som detektor og kolonnetype/lengde). Ved & se pa RSD i
NIST-studien og sammenligne med RSD-verdiene registrert i dette prosjektet, ser vi at de
jevnt over er like og 1 enkelte tilfeller hoyere i NIST-studien. At analysene vére resulterer i
lave RSD tyder pé at instrumentets presisjon er god. Nar man ser pd hvor stor variasjon det
er mellom resultatene til de ulike laboratoriene i undersgkelsen, fremgar det hvor mye
opparbeidingsmetode og laboratorietekniske forhold kan virke inn pé sluttresultatet og
hvorfor det blir svaert vanskelig & sammenligne resultatene fra dette prosjektet opp mot
andre forskningsresultater som ikke bare er utfert med varierende metoder, men i tillegg

ogsa pa andre individers blod.
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5.1. Metodeoptimalisering

Variasjoner 1 metode 1 (HCI som syrekatalysator)

Ut fra resultatene av analysen gjort den 8.mars, ser man at det ikke overraskende ble
dannet minst mengde fettsyremetylestere ved bruk av metoden som hadde /avest mengde
katalysator og kortest tid i varmebad, sterst dannelse sees ved metoden med mest
katalysator og lengst tid 1 varmebad. Variasjon 3 (1,5 ml i 30 minutter) ga et langt hoyere
gjennomsnittlig totalt utbytte enn variasjon 1 (1 ml i 30 minutter). Pa grunnlag av disse
resultatene ser det ut til at mengde katalysator er en mer kritisk faktor enn tid. Dette
bekreftes ved & sammenligne variasjon 2 med 4 (1,5 ml i 1 time) som har lik tid 1
varmebad men er behandlet med ulik mengde HCI. Resultatene for variasjon 2

(1 mli1 time) sammenlignet med variasjon 3, viser at de hayeste verdiene kommer fra
proven opparbeidet med 0,5 ml mer katalysator men som har stétt 30 minutter kortere i

varmebad.

Av resultatene fra 16.mars kan det ogsé se ut til at mengde syre spiller en svert viktig rolle
da det kan sees store forskjeller i mengde av flere fettsyrer mellom variasjon 2 og 4,

spesielt C24:0 og C24:1.

Den 7.april observeres det i variasjon 7 (2 ml i 1,5 time) og variasjon 8 (2 ml i 2 timer)
signifikant heyere verdier pa alle fettsyrer med unntak av C18:2n6 og C22:5n3, som ikke
hadde signifikante forskjeller mellom de fire metodene. Dette bekrefter observasjonene fra
bade 8. og 16.mars om at mengde syre spiller en mer sentral rolle enn tiden i varmebad.
Signifikant lavest verdier ser man pa variasjon 5 (1,5 ml i 1,5 time), som har betydelig

mindre totalt utbytte sammenlignet med variasjon 7.

Det som ikke var forventet den 7.april var at av de to prevene som begge hadde statt to
timer i varmebad, var det hoyeste totale utbyttet fra proven behandlet med 1,5 ml HCI og
ikke den behandlet med 2 ml. Preven behandlet med 2 ml ga likevel storre utbytte pa de to
fettsyrene c24:1 og c24:0.

Temperatur
Forsek ved 50°C utfares ofte med lengre tid i varmebad enn det som ble gjort i dette

forseket (24), s& de lave/manglende resultatene var ikke overraskende. Dette ble ikke gjort

fordi vi 1 prosjektet har hatt fokus pa & optimalisere en metode som kan benyttes av
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studenter og lerere ved NTNU Alesund. Det har derfor veert gnskelig 4 komme frem til

mindre tidkrevende metoder.

Sammenligning av metodene

BF; metoden ga manglende utbytte pa to fettsyrer, noe ikke HCl metoden gjorde, samtidig
som verdiene utover dette var forholdsvis like. Pa bakgrunn av dette kan det se ut som HCl
metoden som er benyttet egner seg bedre enn BF3; metoden til analyse av fettsyrer i

blodplasma.

Variasjoner i metode 2

16.mars ble det analysert prove opparbeidet med variasjon 1 (1 ml BF3 1 30 min) og
variasjon 2 (2ml BF3 i 30 min). Variasjonene ga svert like resultater uten noen apenbar
forskjell mellom mengde av de ulike fettsyrene og tilnaermet likt totalt utbytte. Disse
likhetene kan tyde pa at 1 ml BF; er tilstrekkelig for & metylere fettsyrene i ca. 0,5 gram
plasma, og at en sterre mengde katalysator utover dette ikke vil ha noen nevneverdig
effekt. Det krever flere forsek for & fa bekreftet denne antagelsen, men dersom det
stemmer, vil det pa bakgrunn av de helse- og miljemessige ulempene forbundet med BF;

tilrddes 4 kun benytte 1 ml til et prevevolum av denne storrelsen.

Fettsyrer som det finnes lite av i blod, f.eks. C16:1, C20:5n og C22:5 n3, ser vi at ikke
alltid blir detektert. I teorien skal alle vialer tillaget fra samme prove inneholde like
mengder av de ulike fettsyrene, men dette er ikke alltid resultatet som kommer frem av den
kromatografiske analysen. En fettsyre som i en prove detekteres i forste GC analyse,
detekteres kanskje ikke i neste. Dette har sannsynligvis sammenheng med at mengden
havner under mengden som instrumentet er i stand til 4 male. Det kan ogsé skyldes
forhold ved vialen som ble benyttet, eller tilfeldige feil ved apparatet under analysen, for
eksempel ved injeksjon. En slik variasjon vil naturligvis ha en stor innvirkning pé
standardavviket. Ved & ta bort 0-verdier i utregning kan man likevel fa sammenlignbare
resultater, men da er spersmalet hvorvidt disse er palitelige ettersom de nevnte fettsyrene
fortsatt kan veere under verdi som instrument er i stand til 8 méle. Vi har i dette forsoket
valgt & ikke ta bort 0-verdier, og man kan av resultatene se innvirkningen de har pé
standardavvik og RSD. Men for C18:3n3 skjedde dette sa ofte at den ble ekskludert fra de
endelige resultattabellene fordi verdiene ikke utgjorde et pélitelig

sammenligningsgrunnlag.
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Nurses’ Health Study er en organisasjon som studerer risikofaktorer for kronisk sykdom
hos kvinner. I 1990 ble det utfort en omfattende studie som undersegkte hvordan
fettsammensetningen i kosthold pavirker sammensetning i plasma og rede blodlegemer.
Forseket er gjort pa prover fra 306 kvinner i alderen 30-55 &r. Proveopparbeidingen er
gjort med svovelsyre i metanol som metyleringsmetode. Ved & sammenligne resultatene
fra vart forsek opp mot denne undersgkelsen, finner vi at den prosentvise fordelingen av de
ulike fettsyrene er svert lik, til tross for at den amerikanske studien er gjort med en annen
opparbeidingsmetode, pa provedeltakere av en annen geografisk tilherighet og utfert for
27 ar siden. Sammenlignet med hovedmetodene benyttet i vart prosjekt viser det seg at det
storste samsvaret er med metode 2. Den store forskjellen er at omega-3 nivaene er over
dobbelt sd haye 1 blodet brukt i vart forsek. Forklaringen kan til dels ligge i at
forsekspersonen blodet tilherer inntar fisk jevnlig, samtidig som vedkommende tar omega-
3 tilskudd. Prevene i dette prosjektet er ikke tatt fastende, og vi antar at dette ogsa kan ha
bidratt til avvik. Resultatsammenligningen mé sees i sammenheng med alle de avvikende
faktorene nevnt tidligere og derfor kun brukes som en mulig pekepinn pé at metodene i

vart prosjekt har resultert i gjennomsnittlige verdier av de ulike fettsyrene (45).

I de tilfeller hvor sjiktdannelse uteblir etter tilsetting av isooktan (figur 5.1. - C), kan man
benytte sentrifuge for a skille komponenter. 5 minutter ved 3000 rpm var i dette tilfellet

tilstrekkelig for & oppna et tydelig lagskille (figur 5.1.1 A-D).

Fig. A Fig B Fig. Fig. D

Figur 5.1.1 A-D, er i fra ordincer HCI metode:

Figur A — viser prove for tilsetting av isooktan
Figur B — viser prove, etter tilsetting av isooktan (enskelig sjiktdannelse)
Figur C - Viser prove og isooktan uten tydelig sjikt

Figur D — viser prove og isooktan etter sentrifugering
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Instrumentvalideringen ble gjort ved analyse av USP-fame miksen som inneholder alle
fettsyrene det ble sett etter i blodplasma. USP-fame ble analysert i forkant av hver
analyserunde og viste tilstedevarelse av alle fettsyrene, samt god separasjon mellom deres
kromatografiske topper. Dette validerte at instrumentet fungerte slik det skulle, for videre

validering av metode.

5.2. Metode Instrument

Alle analyser kan vaere pavirket av tilfeldige og systematiske feil. De systematiske feilene
kan reduseres ved a forbedre metoden. De tilfeldige feilene kan reduseres ved & ha mange
paralleller. En rekke forhold ved gasskromatografen kan pavirke det kromatografiske
resultatet (29). Dette kan gjenkjennes ved forandringer i symmetri, form, heyde av toppene
og stoy 1 kromatogrammet. Fukt, oksygen og urenheter vil fore til stay og derfor pavirke
instrumentets deteksjonsgrense. Det er derfor viktig at urenheter reduseres til et minimum.
Nedsatt renhet pa baeregass, forurensing eller skade pa stasjoner fase eller injektor er alle
forhold som kan bidra til feilaktige resultater. Flere vanlige problemer ved
gasskromatografen og/eller proven kan komme til uttrykk gjennom kromatogrammet.
Forheyet bunnlinje, overdrevet brede topper, topper med hale og stey er eksempler pa
dette. Gasskromatografen som er benyttet i dette forseket har tidligere vert brukt i en
annen bedrift og kolonnen er ikke blitt byttet siden instrumentet ble flyttet til NTNU. Det

er derfor usikkert hvor gammel kolonnen er og hvordan den har vert behandlet.

Reduksjon i sterrelse av enkelttopper kan skyldes kolonne og/eller liner-aktivitet eller
kontaminering. Det kan ogsé skyldes feil i den enkelte prove, lekkasje i injektor som forer
til tap av flyktige komponenter eller for hoy starttemperatur i kolonneovn. Man kan
forseke & lose problemet ved 4 rengjore apparatets komponenter og/eller endre
programinnstillingene. Dersom disse tiltakene ikke har noen effekt vil utskifting av en eller

flere apparatdeler vaere nodvendig.

For og etter hver proveserie ble det analysert en blankpreve (isooktan). Ved & studere
kromatogrammene fra isooktan legger vi merke til to ting. Det forste er at analysen av
isooktan som gjeres etter proveanalysene viser tilstedevarelse av smé mengder organisk

materiale, noe som kan tyde pa at det ligger igjen rester av preve i kolonnen. Dette kan vi
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se allerede fra de tidligste analysene. En for liten mengde isooktan til vask kan vaere en
grunn til dette. En mulig drsak kunne vert forurensing av injektor/injektornal, men det kan
ikke forklare den andre observasjonen, nemlig at signalene fra komponentene i isooktanen
jevnt over blir sterkere jo lenger ut i prosjektet analysen er gjennomfert. Dette kan tolkes

som et tegn pa en reduksjon i kolonnens kvalitet.

USP FAME ble som nevnt analysert etter isooktan i forkant av hver analysesekvens. USP
FAME brukes som referanse for 4 bestemme hvilke fettsyrer de ulike signaltoppene i
kromatogrammet kommer fra. Mot slutten av prosjektet kunne man se en tendens til at
enkelte fettsyrer i USP standarden ikke lenger er like smale, og at arealet endres. Dette kan

skyldes flere forhold, og vi tolker dette som at gasskromatografen trenger vedlikehold.

Fra og med 18.april ble det observert at den aller forste analysen som gjeres pa hver dato
(det vil si analyse nr.1 i parallell nr.1) har et betydelig avvik fra de andre resultatene.
Denne gjennomgéende tendensen kan sees fra resultater tilbake til 7.april, men ble mer
tydelig med tiden. Dette har bidratt til ekning i1 standardavvik fra denne datoen og frem til
den 18.april og gjeor at RSD blir en mer usikker sammenligningsfaktor. Fordi dette skjer
ved hver GC analyse gjort pa ulike datoer og med ulike prover, anser vi ikke selve proven
eller tilfeldige feil ved maskinen a vere arsaken. Mest sannsynlig skyldes det feil ved
injektornal eller kolonne. Sett i sammenheng med observasjonene gjort av USP-FAME
ved hver kjering i prosjektet og observasjonen av at isooktanen viser tilstedeverelse av
komponenter etter hver analyse, i storre grad enn den gjor for analyse, gjor at mistanken

rettes mot mulige skader pa kolonne.

Hver prove som opparbeides vil ikke nedvendigvis fa eksakt samme behandling. For
eksempel kan en preve blitt vortexet noen sekunder lenger enn den andre eller fatt noen
draper mindre HCI. Ved ekstraksjon av isooktanlaget kan det ha blitt med spor av den
underliggende fasen. Menneskelige feil under opparbeiding av preve, for eksempel
forveksling av reagensglass, feilmerking, utseling av prove eller feil tilsatt mengde av en
reaktant kan forekomme. Gode rutiner reduserer faren for at dette inntreffer, men man kan
ikke vaere sikker pa at det aldri vil foreckomme menneskelige feil. Internstandard vil
korrigere for eventuell utseling av prove ettersom mengde av fettsyre beregnes ut fra
forholdet mellom den og internstandard. Dette forholdet vil vere likt selv ved tap av

prove.

Side 46



Kjemikalier:

Kjemikalier er en viktig feilkilde. Dersom de er for gamle, forurensede eller oppbevart

uforsiktig vil det pavirke kvaliteten og medfere en risiko i forhold til feilaktige

analysesvar. I dette prosjektet har vi benyttet kjemikalier fra skolens kjemikalielager.

Vi kan ikke med sikkerhet si at flaskene vi har benyttet ikke har blitt kontaminerte i vér

prosjektperiode. Isooktan blir benyttet bade til ekstraksjon av metylerte fettsyrer og for &

fortynne proven for analyse i GC. Den benyttes ogsa til & rense kolonnen for og etter

analyse. Det er derfor nedvendig at isooktanen ikke er for gammel eller forurenset, da

dette vil pavirke proveresultatet. Figur 5.2.1 og 5.2.2. viser eksempel pa en utgétt og en ny

1sooktan.

Result File : C:\TC DATA\Bachelor Blod\Resultat\HCI 28 februar\hcl 28 februar001.rst
Sequence File : C\TC DATA\Bachelor Blod\Sekvens\HCI 28 februar.seq

b=3

R ¢ of{m oVnls ¢
TLlllTllllTllll

Time jmn)

Figur nr. 5.2.1 Forurenset isooktan med en rekke kromatografiske topper

Result File : C:\TC DATA\Bachelor Blod\Resultat\HCI 28 februar\hcl 28 februar014 rst
Sequence File : C:\TC DATA\Bachelor Blod\Sekvens\HCI 28 februar.seq

1s ¢

R e s{m oVn

L b b

“ [ 3 - 2 24

Troe jre)

Fettsyresammensetning
No peaks available to report

Figur nr.5.2.2 Ren isooktan uten noen kromatografiske topper
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Ekstraksjon

I vart forsek fikk vi ved ekstraksjon av lipider i forkant av metylering et langt hoyere
prosentvis utbytte av fettsyrene C16:1, C18:1n9, C18:2n6, C20:5n3, C22:5n3 og C24:1,
og lavere utbytte av C16:0, C18:0, C20:4n6, C24:0, C22:6n3. sammenlignet med direkte
metylering uten ekstraksjon i forkant. I studier som ser pad sammensetning av fettsyrer i
plasma har man ofte benyttet direktemetylering da metoden er ansett & fungere like godt,
og i noen tilfeller bedre enn konvensjonelle metoder med ekstraksjonstrinn i forkant av
metylering (46, 47). Det er kun blitt utfert en ekstraksjon, og det vil vaere nedvendig a
gjennomfore flere ekstraksjoner om vi skal kunne bestemme om denne forskjellen skyldes

ekstraksjonen eller om den er tilfeldig.

Stabilitet av blodplasma

Den signifikante nedgangen i preven som har vart dobbeltfryst tilsier at praven holder seg
stabil ved ett dogns frysing og en opptining, men at den ikke ser ut til & tale 2x frysing og
tining. Dette til tross for at det ansees trygt med 3 tine/fryse sykluser uten fare for

degradering av prevens metabolske komponenter.

Stabilitet av opparbeidet preve ved lagring i romptemperatur

Prever opparbeidet med ulike variasjoner av metode 1

Ut fra resultatene for provene som hadde sttt 4 dager i GC-maskin, ser man at provene
opparbeidet med variasjon 2 ml HCI kun hadde signifikant nedgang i en fettsyre. (C22:6n3
1 variasjon preven opparbeidet med 1,5 time i varmebad og C18:1n7 i preven opparbeidet
med 2 timer i varmebad). Pragvene som var behandlet med like lang tid i vamrbad, men
med lavere mengde syrekatalysator (1,5 ml), hadde betydelig nedgang i flere fettsyrer. Det
ser med andre ord ut til at en sterre mengde HCI gir en mer stabil prove under lagring.

Flere forsgk kreves for & bekrefte dette.
Preve opparbeidet med ulike variasjoner av metode 2
Fordi det kun er sett pa endringen av innholdet i en vial kan man ikke si med sikkerhet om

den store graden av nedgang i enkelte fettsyrer skyldes metoden eller om det er tilfeldig.

Stabilitet av opparbeidet preve ved lagring i kjeleskap.

Ved lagring 1 kjeleskap over 4 dager kan man se at en betydelig nedgang i mengde
fettsyrer skjer mellom dag 2 og 3, hvorpd verdiene holder seg stabile fra dag 3 - 5.
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Hvorvidt de hadde fortsatt & holde seg stabile er ikke mulig & si uten et lengre
lagringsforsek, men det er grunn til & tro at det ville forekommet en viss grad av
oksidasjon ettersom septum er stukket gjennom flere ganger. En mulig forklaring kan vere
at noe isooktan har dampet av og resultert i en mer konsentrert prove, slik at resultatet

tyder pa jevne verdier selv om det faktiske innholdet er redusert.

5.2 Utfordringer i prosjektet.

En stor utfordring i dette prosjektet er det faktum at blodets sammensetning stadig endres
som folge av naturlige variasjoner som hormonell aktivitet, naeringsinntak, fysisk og
mentalt stress med mer. Dette gjor at resultatene fra en dag til den neste ikke med sikkerhet
kan sammenlignes opp mot hverandre. Det ble pa grunn av manglende skonomisk
handlingsrom ikke sendt prover til analyselaboratorier slik at resultatene fra eksterne
analyser kunne sammenlignes med egne. Sa langt vi kjenner til finnes det heller ikke
referansemateriale for fettsyrer i plasma. Vi kan derfor ikke med sikkerhet si om vére
resultater stemmer med faktisk fettsyreinnhold. Dette er ogsa drsaken til at det er benyttet
to hovedmetoder slik at disse kan sammenlignes og vi med storre sikkerhet kan anta at
resultatene er i samsvar med virkelige verdier. En annen utfordring er at man trenger &
tappe forholdsvis store mengder blod for & fa nok plasma til & kunne gjennomfore et hoyt

antall parallelle analyser.
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6. Konklusjon

Malet i dette prosjektet var & optimalisere en metode for & kunne bestemme fettsyrer i blod ved
hjelp av gasskromatografi, noe som har blitt gjort ut fra de forutsetningene vi hadde og rammene
som var satt rundt oppgaven. Den optimale metodevariasjonen av de som er testet ut i prosjektet,
viser seg & vere metylering med 2 ml HCl og 1,5 time varmebad. Resultatene ga jevne verdier og
lave RSD i begge hovedmetodene som ble benyttet. Det er viktig for oss a presisere at det vil vere
vanskelig & konkludere tidlig i en metodeutviklingsprosess, og at dersom konklusjoner blir trukket
pa manglende eller sviktende grunnlag vil dette resultere i en feilaktig/lite optimal metode. Med
ytterligere tid og ressurser til rddighet ville vi fortsatt arbeidet med optimalisering av metode. Vi
kan videre ut fra resultatene konkludere med at mengde katalysator er en viktigere faktor enn tiden

i varmebad nér det kommer til mengde metylerte fettsyrer.

7. Videre arbeid

Som videre metodeutviklingsarbeid ville det veert interessant & utfore forsek pa 50°C der proven
kunne stétt til metylering f.eks. over natten, og sammenligne resultatene med de vi har fatt
gjennom forsgkene med 90°C. Ellers vil det veere hensiktsmessig & i storre grad teste ut blodlagring

i romtemperatur, kjeleskap og fryser.

Etter etablering av metoden kan den videre benyttes til & undersogke totale fettsyrenivéer i
blodplasma. For eksempel se pa graden av forskjeller i fettsyrenivier mellom kjonn, ulike
aldersgrupper, grupper med ulik livsstil og/eller sykdommer. Eller utfore forsek pd personer som

har fulgt spesifikke dietter/oppstart med tilskudd/vektoppgang/vektnedgang.
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9. Vedlegg

9.1. Regneark med radata

Vedlagt som Excel fil.

9.2 Blankt regneark for radata

Vedlagt som Excel fil.

9.3 Oversikt over forsgk

Vedleggstabell 9.3.1
Oversikt over forsek. Om ikke annet er presisert under lagring, er metoden utfert med ferskt

blod.
Dato Metode Variasjon Lagring I
resultattabell
21.februar | Utpreving metode 1
Utpreving metode 2 NEI
22 .februar | Utpreving metode 1
Utpreving metode 2 NEI
27 februar | Metode 1, validering Variasjon 4 Statt 2 degn i kjeleskap JA
for GC analyse
Metode 2, validering Variasjon 2
6.mars Metode 1, validering Variasjon 4 JA
Metode 1 Variasjon 4
7.mars Metode 1 Variasjon 4 Blod fra 6.mars frystiett | JA
degn, tint en gang
8.mars Metode 1 Variasjon 4 Blod fra 6.mars frystito | JA
dogn, tint to ganger
Metode 1 Variasjon 1, 2,
3,4,9,10
16.mars Metode 1 Variasjon 2, 4 JA
Metode 2 Variasjon 1,2
7.april Metode 1 Variasjon 5, 6, JA
7,8
Metode 2
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Variasjon 3

11.april Vialer lagret i GC maskin | JA
fra 7. april analysert pa
nytt

18.april Metode 1 Variasjon 5 Lagring av vial, dag 0 JA

19.april Lagring av vial, dag 1 JA
20.april Lagring av vial, dag 2 JA
21.april Lagring av vial dag 3 JA
22.april Lagring av vial dag 4 JA
24 april Test ekstraksjon NEI
25.april Metode 1 med ekstraksjon Variasjon 5 JA
etter Bligh and Dyer i
forkant
Metode 1 Variasjon 5
9.4 Datablader
Isooktan
R-setninger
R11 Brannfarlig
R38 Irriterer huden
R50/53 Meget giftig for vannlevende organismer (kan forarsaker uonskede
langtidsvirkninger i vannmiljeet)
R65 Farlig (kan forérsake lungeskade ved svelging)
R67 Damp kan fordrsake desighet og svimmelhet

S-setninger
S9

S16

S29

S33

S60

Sé61

S62

HCI (Saltsyre)

R-setninger
R34
R37

S-setninger

Oppbevares pa et godt ventilert sted

Holdes vekk fra antennelseskilder - reyking forbudt

Ma ikke temmes i kloakkavlep

Ta forholdsregler mot statisk elektrisitet

Dette kjemikaliet og dets emballasje skal behandles som farlig avfall
Unnga utslipp til miljoet

Ved svelging ma ikke brekning fremkalles, kontakt lege omgéende og vis
etiketten

Etsende.
Irriterer luftveiene



S26

S45

MeOH (Metanol)

R-setninger
R11
R23/24/25
R39/23/24/25

S-setninger
S7

Fér man stoffet i synene; skyll straks grundig med store mengder vann og
kontakt lege

Ved uhell eller illebefinnende er omgéende legebehandling nedvendig; vis
etiketten om mulig

Meget brannfarlig
Giftig ved inndnding, hudkontakt og svelging
Giftig, fare for helseskade ved innadnding, hudkontakt og svelging

Emballasje skal holdes tett/lukket

S16 Holdes vekk fra antennelseskilder - royking forbudt

S36/37 Bruk egnet verneutstyr og bekledning

S45 Ved uhell eller illebefinnende er omgaende legebehandling nedvendig, vis
etiketten om mulig

KCI (Kaliumklorid)

R-setninger
R-22
S-setninger

Farlig ved svelgning
Ikke oppgitt

BF, (Boron trifluoride)

R-setninger
R26
R35
R14

S-setninger

Meget giftig ved inndnding
Sterkt etsende
Reagerer voldsomt med vann

Ikke oppgitt

NaOH (Natriumhydroksid)

R-setninger
R-35

S-setninger
S-26

Sterkt etsende.

Fér man stoffet i synene; skyll straks grundig med store mengder vann og
kontakt lege.

S-37/39 Bruk egnede vernehansker og vernebriller/ansiktsskjerm.

S-45 Ved uhell eller illebefinnende er omgaende legebehandling nedvendig;
vis etiketten om mulig.

Kloroform (CHCls)

R-setninger
R-22

R-38

R40
R-48/20/22

S-setninger
S-2
S36/37

Farlig ved svelging.

Irriterer huden.

Mulig fare for kreft

Farlig: alvorlig helsefare ved lengre tids pdvirkning ved inndnding og svelging.

Oppbevares utilgjengelig for barn.
Bruk egnede verneklaer og vernehansker.
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