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Sammendrag 

I denne masteroppgaven skulle det undersøkes om bioaktive komponenter fra butare (Alaria 

esculenta) har et potensiale som ingrediens i en alginatbasert coating for økt kvalitet i et 

filetprodukt av Atlantisk laks (Salmo salar L). Butaren skulle undersøkes for innhold av 

bioaktive komponenter herunder polyfenoler og fucoxanthin, samt antimikrobiell effekt mot 

10 utvalgte bakteriestammer. Butaren ble frysetørket før det ble laget ekstrakter med etanol 

og vann (10-50 % etanol). Disse ekstraktene ble undersøkt for innhold av polyfenoler og 

fucoxanthin for å finne hvilken etanolkonsentrasjon som ga best ekstraksjon av disse 

forbindelsene. Folin-Ciocalteu metoden ble brukt for å undersøke butareekstraktene for 

totalt innhold av polyfenoler, HPLC ble benyttet for deteksjon av fucoxanthin, DPPH assay 

ble utført for å finne ekstraktenes antioksidantkapasitet mens agar disc-diffusion metoden 

ble brukt for å undersøke butareekstraktenes antimikrobielle egenskaper. For å undersøke 

butareekstraktenes effekt i en alginatbasert coating på laks ble det utført et lagringsforsøk 

der biter (ca 10g) med lakseloins ble påført en coating laget med eller uten butareekstrakt. 

Som kontroll ble det benyttet naturell lakseloin. Alle prøvene ble pakket i modifisert 

atmosfære (CO2:N2, 60:40) og lagret på 4 °C i 19 dager. Under lagringsforsøket ble det 

analysert for vekst av bakterier på jernagar, melkesyrebakterier på MRS agar og Brochotrix 

thermosphacta på STAA agar. Nedbrytningsprodukter av ATP og muskelens innhold av laktat 

ble analysert på HPLC, samt peroksidtall ved ferrothiocyanat-metoden.  

Det ble funnet at butareekstraktene med 30 % etanol ga størst utbytte av polyfenoler, 

butareekstraktene med 50 % ga størst utbytte av fucoxanthin og lavest EC50-verdi (best 

antioksidantkapasitet) ved DPPH assay. Det ble også funnet at butareekstraktene hadde 

antimikrobiell effekt mot Listeria innocua, Shewanella putrefaciens, Aeromonas salmonicida 

og Staphylococcus aureus. I lagringsforsøket ble det videre funnet at coating med og uten 

butareekstrakt ga langsommere nedbrytning av ATP noe som resulterte i lavere innhold av 

hypoxanthin sammenlignet med kontrollgruppen. Det ble også observert lavere vekst av 

melkesyrebakterier i prøvene med coating enn for kontrollgruppen. Det ble ikke observert 

noen effekt av butareekstraktet på vekst av bakterier på jernagar.  



Basert på resultatene konkluderes det med at butareekstraktene både har antimikrobielle og 

antioksidative egenskaper samt at ekstraktet med 30 % etanol har høyest innhold av 

bioaktive komponenter (sett bort fra fucoxanthin). Ut i fra lagringsforsøket med lakseloins er 

det vanskelig å konkludere med at en coating med bioaktive komponenter fra butare gir 

forbedret kvalitet sammenlignet med en ren alginatbasert coating. Alginatbasert coating 

virker til å gi en positiv effekt på kvalitet i seg selv. Med bakgrunn i utfordringer knyttet til 

produksjon av coatingen og med tanke på funnene i de rene ekstraktene vil det likevel være 

hensiktsmessig å arbeide videre med problemstillingen.   

 



Abstract 

In this master thesis, it was be investigated whether bioactive components from winged kelp 

(Alaria esculenta) have a potential as an ingredient in an alginate-based coating to increase 

quality in a Atlantic salmon filet product (Salmo salar L). The winged kelp was examined for 

the contents of bioactive components including polyphenols and fucoxanthin, as well as 

antimicrobial effect against 10 selected bacterial strains. The kelp was freeze dried before 

extracts were made with ethanol and water (10-50% ethanol). These extracts were 

examined for the content of polyphenols and fucoxanthin to determine which ethanol 

concentration gave the best extraction of these compounds. The Folin-Ciocalteu method was 

used to investigate the kelp extracts for total polyphenols content. HPLC was used for 

detection of fucoxanthin, DPPH assay was performed to find the antioxidant capacity of the 

extracts while the agar disc diffusion method was used to investigate the antimicrobial 

properties of the kelp extracts. 

To investigate the effect of the kelp extracts in an alginate-based coating on salmon, a 

storage trial was performed in which pieces (about 10g) of salmon loin were applied with a 

coating made with or without kelp extract. As a control, natural salmon loin was used. All 

samples were packaged in modified atmosphere (CO2: N2, 60:40) and stored at 4 ° C for 19 

days. During the storage trial, it was analyzed for growth of bacteria on iron agar, lactic acid 

bacteria on MRS agar and Brochotrix thermosphacta on STAA agar. Decomposition products 

of ATP and muscle lactate content were analyzed by HPLC, as well as peroxide numbers by 

the ferrothiocyanate method. 

It was found that the 30% ethanol kelp extracts gave the highest yield of polyphenols, 50% 

kelp extracts gave the highest yield of fucoxanthin and lowest EC50 (best antioxidant 

capacity) by DPPH assay. It was also found that the kelp extracts have antimicrobial effect 

against Listeria innocua, Shewanella putrefaciens, Aeromonas salmonicida and 

Staphylococcus aureus. In the storage trial, it was further found that coating with and 

without the kelp extracts gave slower degradation of ATP resulting in lower levels of 

hypoxanthin compared to the control group. Also, lower growth of lactic acid bacteria was 

observed in the coatings than in the control group. No effect of the kelp extract was 

observed on growth of bacteria on iron agar. 



Based on the results, it can be concluded that the kelp extracts have both antimicrobial and 

antioxidant properties and that the 30% ethanol extract gave the highest content of 

bioactive components (aside from fucoxanthin). Based on the storage trial with salmon loin, 

it is difficult to conclude that a coating with bioactive components from winged kelp 

provides improved quality compared to a pure alginate-based coating. Alginate-based 

coating seems to give a positive effect on quality in itself. In view of the challenges 

associated with the production of the coating and given the findings in the pure extracts, it 

will still be appropriate to continue the trials. 
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1. Innledning 

For å øke inntak av sjømat er det behov for å utvikle attraktive, stabile og velsmakende 

produkter. Det vil si produkter som er enkle å tilberede, har god kvalitet og med tilstrekkelig 

holdbarhet. Det er en økende trend at forbrukere foretrekker produkter med naturlige 

indredienser uten kunstige tilsetninger. Fokuset på havet som matfat er i stadig vekst og 

med en stor forventet global befolkningsøkning i årene som kommer, samt problemer 

knyttet til klimaendringer, er en bærekraftig marin ressursutnyttelse viktig. For å på best 

mulig måte ta vare på ressursene fra havet, forskes det stadig på innovative og nye løsninger 

for å sikre gode og sunne produkter med god kvalitet og holdbarhet. 

Alger har en lang historie som kilde til mat eller som ingrediens til matproduksjon. Interessen 

for bruk av alger som kilde til bioaktive komponenter i næringsmiddelindustri og helsekost 

har en stadig økning (Dominguez, 2013). 

I denne masteroppgaven var målet å besvare noen forskningsspørsmål som er satt i 

samarbeid mellom student og veiledere. Følgende forskningsspørsmål ble stilt: 

 Hvilket mengdeforhold i ekstraksjonen med vann og etanol gir best utbytte av 

bioaktive polyfenoler og fucoxanthin i butare? 

 Har ekstrakt av butare antimikrobiell effekt? 

 Har ekstrakt av butare antioksidativ kapasitet? 

 Kan ekstrakt av butare redusere lipidoksidasjon i laks? 

 Kan en coating med ekstrakt av butare være effektiv til å øke kvalitet og i et 

filetprodukt av Atlantisk laks pakket i modifisert atmosfære? 

Begrepet kvalitet i denne sammenhengen vil si mikrobiologisk- og kjemisk kvaliet. Sensorisk 

kvalitet er ikke en del av denne oppgaven. 

Denne oppgaven vil ta for seg relevant teori knyttet til temaet i oppgaven, metoder som har 

blitt brukt for å løse forskningsspørsmålene, presentasjon av funn og resultater samt 

vurdering og konklusjon. Målgruppen for denne oppgaven er forskere, studenter og andre 

med interesse for temaet. Det påberegnes at leseren av denne oppgaven har gode 

forkunnskaper rundt tematikken, herunder kjemi, mikrobiologi og teknologi.  
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2. Teori 

2.1 Makroalger 

Alger er en heterogen gruppe av planter med en svært lang historie. Det er to 

hovedkategorier alger; makroalger og mikroalger. På grunn av lavt fettinnhold, høyt innhold 

av polysakkarider, høyt innhold av vitaminer og mineraler samt innholdet av ulike bioaktive 

komponenter er marine alger en god kilde til sunn mat (Gupta and Abu-Ghannam, 2011, 

Barba, 2017). Makroalger har også et potensiale som råstoff for ekstraksjon av polyfenoler, 

karotenoider, alginat m.m som kan benyttes som bioaktive ingredienser i prosessert mat 

(Roohinejad et al., 2017). 

I motsetning til landplanter har ikke makroalger røtter, blader eller vaskulære system, men 

tar opp næring ved hjelp av osmose. Makroalgene vokser både i  fjæra og på havbunnen i 

lavvannssonen. Makroalger er delt inn i tre subgrupper, grønnalger (Chlorophyta), rødalger 

(Rhodophyta) og brunalger (Phaeophya). Gruppene skilles på bakgrunn av makroalgenes 

kjemiske komposisjon (Gupta and Abu-Ghannam, 2011). Brunalger, slik som butare (Alaria 

esculenta) har høyere konsentrasjoner av polyfenoler enn rød- og grønnalger (Dominguez, 

2013).  

I 2010 ble det produsert og høstet ca. 18 millioner tonn makroalger til en verdi på snaut 6 

milliarder USD. Villhøstede makroalger sto for 4,5 %, mens resten kommer fra kommersielt 

dyrkede makroalger. Land i Sør- og Sør-Øst Asia dominerer produksjonen av makroalger. 

Kina sto alene for 58 % av produksjonen i 2010, mens andre store produsenter er Indonesia, 

Fillipinene, Japan og Sør-Korea. De mest dyrkede artene globalt er japantare (Laminaria 

japonica) og wakame (Undaria pinnatifada) (Nayar and Bott, 2014).   

2.1.1 Butare  

Butare er en marin brunalge med gul/brun farge. Butaren kan vokse seg opp til fire meter 

lang og 25 cm bred. Butaren vokser ofte på steinbunn i bølgeutsatte områder i lavvanssonen. 

Butare vokser i nordlige områder, og er en av brunalgene som vokser raskest. Dette gjør 

butaren svært godt egnet til dyrking og kultivering i Norge (Skjermo et al., 2014a). 

Sammen med wakame (Undaria pinnatifida) er butare den eneste brunalgen med en 

distinktiv stilk som går gjennom midten av veksten slik at den er lett gjenkjennelig (bilde 1) 
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(Seaweed, u.å). Butare er rapportert å ha høye verdier av polyfenoler. I et forsøk utført av 

Schiener et al. (2015) ble det funnet at butare høstet i mai hadde opp mot tre ganger så 

høye verdier av polyfenoler enn arter som fingertare (Laminara digitata), stortare (Laminara 

hyperborea) og sukkertare (Saccharina latissima). Butare har også et høyt proteininnhold 

med en gunstig aminosyresammensetning, noe som gjør den attraktiv til bruk i 

næringsmidler og fôr (Skjermo et al., 2014b). I Norge er potensialelet for dyrking av 

makroalger stort, men enn så lenge er det villhøstet tare som dominerer produksjonen i 

Norge. I 2015 ble det dyrket og omsatt 51 tonn makroalger hvorav 2 tonn butare , mens det i 

2014 ble høstet ca. 154 000 tonn viltvoksende makroalger (Stévant et al., 2017b).    

 

Bilde 1: Butare (Alaria esculenta)(Seaweed, u.å) 

2.2 Bioaktive komponenter i makroalger 

I sjøen hvor makroalger vokser er det ytre miljøet hardt. Algene er utsatt for sollys og  høy 

oksygenkonsentrasjon, noe som fører til dannelse av frie radikaler og andre oksiderende 

reaktanter. Likevel ser man sjelden skader på makroalger som følge av UV-stråling og 

reaksjoner fra frie radikaler. Dette indikerer at makroalgene har virkestoffer som beskytter 

mot disse ytre påkjenningene (Matsukawa et al., 1997, Steinhoff et al., 2012). Geografisk 

lokasjon, artstype og sesongvariasjoner påvirker mengden og produksjon av bioaktive 

komponenter som er tilgjengelig i algen (Dominguez, 2013, Schiener et al., 2015). Av de 

bioaktive komponentene i makroalger er phlorotanniner og karotenoider dominerende. I 

tillegg finnes det en rekke andre komponenter som bidrar til makroalgenes gode egenskaper 

(tabell 1).  
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Tabell 1: Oversikt over bioaktive komponenter som kan finnes i makroalger (Dominguez, 2013) 

STOFFKLASSE KOMPONENTER 

POLYSAKKARIDER Alginat, agar, carragenan 

LIPIDER Flerumettede fettsyrer 

AMINOSYRER Essensielle aminosyrer 

PHLOROTANNINER Antioksidativ- og antimikrobiell effekt 

PIGMENTER Klorofyll, karotenoider 

VITAMINER A, D, E, K, B1, B2, B12, C 

MINERALER Ca, Mg, Na, P, K, I, Zn, Fe 

 

 

2.2.1 Phlorotanniner 

Marine brunalger er rike på phlorotanniner. Phlorotanniner er en klasse 

polyfenolforbindelser som er sekundære metabolitter biosyntetisert via acetat-malonat 

veien (figur 1). Brunalgene kan inneholde opp mot 25 % phlorotanniner av biomassen i 

tørrvekt (Magnusson et al., 2017). Størrelse på phlorotanniner varier mye. Det er rapportert 

at phlorotanniner er funnet i størrelsesorden 126–650 kilo Dalton (kDa) (Pérez et al., 2016). 
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Figur 1: Oversikt over acetat-malonat metabolismeveien til venstre i figuren (Vickery, 1981) 

 

Phlorotanninene er til stede i celleveggene der de har som rolle å blant annet beskytte cellen 

mot kjemiske farer, beskyttelse mot oksidasjon som skyldes UV-stråling, forandringer i 

næringstilgang eller interaksjon med mikroorganismer. Phlorotanninene er stort sett bygd 

opp av phloroglucinol (1,3,5-trihydroksybenzen, figur 2) enheter med ulik grad av 

polymerisering samt en gruppe av hetrogene polymer forbindelser. På bakgrunn av 

bindingene er phlorotanninene gruppert i 4 ulike undergrupper. De 4 undergruppene er 

fuhaloler og phloretoler (eter bindinger), fucoler (fenyl bindinger), fucophloretoler (både 

eter- og fenyl bindinger) og eckoler (dibenzodioksin bindinger) (Li et al., 2017a, Montero et 

al., 2016, Magnusson et al., 2017). 

 

Figur 2: Den kjemiske strukturen til phloroglucinol (1,3,5-trihydroksybenzen) (Li et al., 2011) 

 



 

6 

 

Phlorotannin sammensetningen i alger er alltid av høy kompleksitet. (Montero et al., 2016) 

fant i et forsøk 53 ulike phlorotanniner tilhørende fuhaloler og phloretoler i japansk drivtang  

(Sargassum muticum) høstet i Norge. Selv om det er stor aksept for innholdet av 

phlorotanniner i brunalger er det relativt begrenset med karakterisering av disse komplekse 

polymere strukturene (Li et al., 2017a, Montero et al., 2016).  

Phlorotanninene har blitt funnet å ha gode egenskaper og er rapportert å ha blant annet 

antimikrobiell- og antioksidativ effekt (Gupta and Abu-Ghannam, 2011, Gupta et al., 2010, Li 

et al., 2017a, Rajauria et al., 2012, Mendis and Kim, 2011). Li et al. (2017b) har rapportert at 

polyfenoler og polysakkarider fra makroalgen Porphyra yezoensis økte holdbarheten i 

stillehavsreker med 3-4 dager på bakrunn av blant annet mikrobiell vekst, ATP-nedbrytning 

og sensorisk evaluering. De er også rapportert å ha gode humane helseeffekter som for 

eksempel antidiabetisk- og antiinflammatorisk effekt (Gupta and Abu-Ghannam, 2011, Li et 

al., 2017a).  

2.2.2 Fucoxanthin 

Brunalger slik som butare er rik på det marine xanthofyll karotenoidet fucoxanthin som har 

blitt rapportert å ha en rekke bioaktive egenskaper som for eksempel antioksidative-, 

antidiabetiske-, antikarsinogene- og antiinflammatoriske effekter (Peng et al., 2011, Zhang et 

al., 2015, Stévant et al., 2017a). 

Fucoxanthin (figur 3) har en unik molekylær struktur som inkluderer en allenisk binding i 

tillegg til et kromoforsystem bestående av 7 dobbeltbindinger. Fucoxanthin har tre 

hovedmetabolitter i fucoxanthinol, amarouciaxanthin A og halocynthiaxanthin (figur 3), hvor 

de to førstnevnte også inneholder en allenisk binding (Peng et al., 2011). Det er rapportert at 

fucoxanthin og fucoxanthinol har bedre antioksidativ effekt enn halocynthiaxanthin og det 

antas at det er den alleniske bindingen gir økt effekt (Sachindra et al., 2007). Det er også 

beskrevet at en fysikalsk mekanisme hvor overskuddsenergi fra singlett oksygen blir 

transportert til den lange- sentrale kjeden med konjugerte dobbeltbindinger i 

korotenoidemolekylet utgjør en viktig del av den totale antioksidative effekten (Miyashita et 

al., 2011).  

Strukturen og molekylenes optiske- (kirale) og stereo- (cis og trans) isomeri er derimot 

ustabil og utsatt for påvirkning fra høy temperatur, oksygen og sollys  (Peng et al., 2011). 



 

7 

 

 

Figur 3: Molekylær struktur hos fucoxanthin, fucoxanthinol, amarouciaxanthin A og halocynthiaxanthin (Peng et al., 2011) 

 

 

2.2.3 Antimikrobiell effekt  

Studier viser at polyfenoler fra makroalger har en antimikrobiell effekt. Eksakt mekanisme er 

ikke kjent, men den antimikrobielle effekten kan komme av at polyfenolene endrer 

cellepermeabiliteten, eller forstyrrer membranfunksjonen slik at makromolekyler fra 

innsiden av bakteriecellen lekker ut og forårsaker celledød (Bajpai et al., 2008, Nagayama et 

al., 2002). Flere studier har vist at ekstrakter fra makroalger har inhiberende effekt på flere 

bakterier inkludert patogene bakterier (tabell 2).  
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Tabell 2: Oversikt over noen makroalger og hvilke mikroorganismer de er rapportert å ha effekt mot 

Makroalge Mikroorganisme Referanse  

H. elongata Listeria monocytogenes, Salmonella 
abony, Pseudomonas aeruginosa, 

Enterococcus faecalis 

Gupta et al. (2010) 

G. longissima Vibrio salmonicida, Vibrio 

alginolyticus, Vibrio vulnificus, vibrio 
ordalii 

Cavallo et al. (2013) 

H. musciformis Escherishia coli, Klebsiella 
pneumoniae E. faecalis, 

Staphylococcus aureus 

Bouhlal et al. (2010) 

L. variegata Escherishia coli, Aeromonas 

hydrophila, Salmonaella 
typhimurium, Bacillus cereus, 
Micrococcus luteus 

Manilal et al. (2012) 

S. binderi, S. flavellum Bacillus subtilis Jaswir et al. (2014) 

 

2.2.4 Antioksidativ effekt  

Makroalgenes antioksidantkapasitet er relatert til den kjemiske oppbygningen av 

komponentene som finnes i taren. Det er likevel vanskelig å fastslå mekanismene som 

regulerer den eksakte antioksidantkapasiteten, da det er synergieffekter mellom flere 

komponenter som definerer den totale kapasiteten (Tierney et al., 2010). 

Oksidasjon er en av de viktigste årsakene til kjemisk nedbrytning, som gir harskhet og 

kjemisk fordervelse av mat og råvarer. Oksideringsprosessene kan også ødelegge 

næringsverdien, samt produktets farge, smak og tekstur, og dermed bidrar til redusert 

holdbarhet på produktet. Bruk av antioksidanter som tilsetningsstoffer er godt dokumentert, 

og gir en god effekt mot harskningsprosesser i matvarer (Antolovich et al., 2002). 

Dette gjelder spesielt for råvarer og produkter med en høy andel av umettete fettsyrer (som for 

eksempel fisk og sjømat). Antioksidantene fungerer ved at de inhiberer initiering- eller 

propageringsreaksjoner ved å inaktivere frie radikaler, slik at lipidoksideringen ikke initieres  

(Santoso et al., 2004).  

Komponenter med antioksidantkapasitet fra makroalger er polyfenoler, karotenoider, 

klorofyllkomponenter, fosfolipider, bromofenoler og polysakkarider. Det er fenolringene i 
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polyfenolkomponentene som fungerer som en elektronfanger og hemmer dannelse av frie 

radikaler (figur 4) (Bendary et al., 2013). Polyfenolene inhiberer hydroksylradikaler og 

peroksidradikaler. Den unike oppbygningen gjør at polyfenolene også kan fange metallioner. 

Metallioner kan fungere som pro-oksidanter og initiere harskningsreaksjone (Santoso et al., 2004, 

Blanc et al., 2011, De la Coba et al., 2009).  

 

Figur 4: Reaksjonsmekanisme for antioksidativ effekt hos polyfenolet catechol. Phloroglucinol som er et vanlig polyfenol i 

brunalger innholder tre hydroksylgrupper mot to hos catechol (figur 2)  (Bendary et al., 2013) 

 

  

2.3 Atlantisk laks 

Atlantisk laks (Salmo salar) finnes naturlig på både de østlige- og vestlige kystområdene i 

Nord-Atlanteren. Laksen kan leve både som anadrom og ikke-anadrom, det vil si at den kan 

leve i både ferskvann og saltvann eller utelukkende i ferskvann (Klemetsen et al., 2003).  

Atlantisk laks er i dag den viktigste oppdrettsarten i Norge der det i 2016 ble eksportert 1,24 

millioner tonn oppdrettslaks (SSB, 2017) fra Norge og ut i verden. Den Atlantiske laksen 

består av vann (60-65 %), protein (18-20 %), lipid (16-19 %) samt noe karbohydrat, vitaminer 

og mineraler (Shearer et al., 1994, Ytrestøyl et al., 2015). 
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2.4 Forringelse av fisk 

Forringelse av mat kan defineres som endringer som gjør produktet uegnet til humant 

konsum (Huis in't Veld, 1996). Forringelse av fisk skyldes for det meste av lipidoksidasjon, 

reaksjoner katalysert av fiskens egne enzymer og metabolsk aktivitet i mikroorganismer. 

Mikrobiell vekst i næringsmidler forringer den generelle kvaliteten til produktet og kan føre 

til dårlig- lukt og smak samt endringer i farge og tekstur (Corrales et al., 2014). 

Fisk er lett-bedervelig på grunn av et høyt innhold av lett-omsettelige næringsstoffer og av 

autolytiske enzymer, samt muskelens høye vannaktivitet og nøytrale pH. Sjømat er 

temperatur- og betingelses avhengig og forringelseshastigheten kan senkes ved lagring på 

lave temperaturer (på is), under modifisert atmosfære (MA), i vakuum eller ved en eller 

annen form for konservering (salting, røyking, varmebehandling m.fl.). Valg av lagrings- og 

prosesseringsbetingelser vil avgjøre om fisken i hovedsak vil bli forringet gjennom mikrobiell - 

eller biokjemisk nedbrytning, eller en kombinasjon av begge (Sivertsvik et al., 2002). 

Holdbarheten til kjølelagret laks pakket i MA er rapportert til å være mellom to og tre uker 

(figur 5) (Sivertsvik et al., 2003, Gram and Huss, 1996). 

Mikroorganismene befinner seg på fiskens overflate og i innvoller. Mengde mikroorganismer 

varierer mye og log CFU/g verdier mellom 2 – 9 er vanlig avhengig av hvor på fisken prøvene 

blir tatt (Sivertsvik et al., 2002). Fiskekjøttet er i utgangspunktet sterilt ved slaktetidspunktet, 

men blir raskt kontaminert fra skinn og innvoller under håndtering og prosessering  

(Sivertsvik et al., 2002).  
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Figur 5: En modell som viser hvordan totalkim, spesifikke forringelses bakterier og kjemiske forringelsesprodukter påvirker 
holdbarheten i islagret fisk (Gram and Huss, 1996) 

 

Forringelsesfloraen i fisk vil i de fleste tilfeller gjenspeile floraen i miljøet fisken lever i 

(Horsley, 1973). I kalde farvann er mikrofloraen dominert av psykrotrofe, aerobe og 

fakultativ anaerobe, Gram-negative stavbakterier, blant annet av Pseudomonas, Moraxella, 

Acinetobacter, Shewanella putrefaciens, Flavobacterium, Photobacterium og Aeromonas 

(Horsley, 1973). Variable mengder Gram-positive organismer som for eksempel Brochotrix 

thermosphacta, Lactobacillus, Micrococcus og Bacillus er også isolert fra sjømat (Gram and 

Huss, 1996, Sivertsvik et al., 2002). I laks dominerer ofte Pseudomonas slekten og S. 

putrefaciens. Disse mikroorganismene er ømfintelige for CO2, slik at ved pakking av laks i MA 

med høy CO2-konsentrasjon vil andre, CO2-tolerante mikroorganismer etter hvert dominere 

mikrofloraen. Eksempler på slike mikroorganismer er Lactobacillus spp., B. thermosphacta og 

P.phosphoreum. I de fleste tilfeller er det én bakterieart som er ansvarlig for det meste av 

den sensoriske forringelsen. I MA-pakket torsk og laks er det funnet at P. phosphoreum er 

dominerende og har størst påvirkning på fiskens forringelse (Sivertsvik et al., 2003, Emborg 

et al., 2002). Det opereres ofte med en grenseverdi av mengde mikroorganismer på log 6,0 

cfu/g for forbrukeraksept i fisk (Fernández et al., 2009), men andre faktorer som for 

eksempel lipidoksidasjon og nedbrytning av ATP spiller også en viktig rolle for bestemmelse 

av holdbarhet i fisk.  



 

12 

 

2.4.1 Lipidoksidasjon 

Lipidoksidasjon er et resultat av reaksjoner fra frie radikaler. Flerumettede fettsyrer som det 

er mye av i fisk er spesielt utsatt. Atlantisk laks og andre salmonide arter har et naturlig 

innhold av karotenoidet astaxanthin (AX) noe de får naturlig fra krepsdyr i kosten. Ved 

oppdrett av laks og ørret tilsettes AX i fôret slik at kjøttet får sin naturlige rødfarge. AX er et 

potent antioksidant og er en effektiv radikal «scavenger» i synergi med α-tocoferol (vitamin 

E) (Bell et al., 2000). En kombinasjon av muskelens innhold av AX og vitamin E (Scaife et al., 

2000, Bell et al., 2000), lagring på lave temperaturer og pakking uten oksygen (MAP eller 

vakuum) (Flick et al., 1992) bidrar til at lipidoksidasjonen i fersk laks sjeldent har signifikant 

betydning for produktets kvalitet og holdbarhet.  

2.4.2 Nedbrytning av adenosintrifosfat  

Etter død (post mortem) vil fisken gjennomgå en rekke biokjemiske- og fysiokjemiske 

endringer. For å kunne bevare fiskens ferskhet så lenge som mulig er det viktig å forstå disse 

endringene. Nedbrytning av adenosintrifosfat (ATP) er en autolytisk reaksjon og er den mest 

dominante i fiskemuskel. Nedbrytningen genererer en rekke nedbrytningsprodukter (figur 6) 

(Cheng et al., 2015).  

 

Figur 6: ATP og dens nedbrytningsprodukter. ATP brytes ned til adenosindifofat (ADP), ADP til adenosinmonofosfat (AMP), 
AMP til inosinmonofosfat (IMP), IMP til inosin (In) og In til hypoxanthin (Hx) og så videre til xanthin og urinsyre (Lawal and 

Adeloju, 2012) 
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Som et mål på ferskhet i fisk benyttes ofte K-verdi (Simpson et al., 2012), som er et mål på 

forholdet i mengden ATP, ADP, AMP, IMP med In og Hx (vedlegg 5). Desto høyere K-verdi jo 

mindre ferskt er produktet. Straks etter fiskens død vil det være en lav K-verdi, mens den vil 

øke eksponensielt utover lagringstiden (Simpson et al., 2012, Lawal and Adeloju, 2012). 

Konsentrasjonen av Hx kan også benyttes direkte som en indikasjon på forringelse (Simpson 

et al., 2012). Dannelse av Hx i fisk er trolig en av grunnene til usmak mot slutten av 

holdbarhetstiden. Hx kan dannes ved autolytiske prosesser, men også av 

forringelsesbakterier som Pseudomonas spp, S. putrefaciens og P. phosphoreum. 

Konsentrasjonen til Hx kan derfor bli brukt som en indikator på ferskhet alene og i tillegg til 

K-verdi (Hong et al., 2017). 

 

2.5 Prosessteknologi 

2.5.1 Modifisert atmosfære pakking  

Modifisert atmosfære pakking (MAP) er en pakketeknologi som er basert på å tilpasse 

atmosfæren rundt et produkt for å begrense vekst av forringelses- og patogene bakterier og 

på den måten øke produktets holdbarhet. Luften i pakningen blir fjernet og byttet ut med en 

kontrollert blanding av gasser som kan optimaliseres for det spesifikke produktet som skal 

pakkes. Pakningen får så et filmlokk som blir sveiset på ved hjelp av varme. Materialer som 

brukes til MA-pakking må ha gode barriereegenskaper mot oksygen og fukt (Fellows, 2009b). 

Gasser som brukes til MA-pakking er karbondioksid (CO2), oksygen (O2) og nitrogen (N2). 

Ved bruk av MAP forlenges holdbarheten betraktelig til en rekke næringsmidler. Selv om 

MAP er mer plasskrevende og har en høyere kostnad enn for eksempel vakuum-pakking vil 

man ha betydelig mindre svinn som følge av bedervelse (Macé et al., 2012). På grunn av sin 

bakteriostatiske effekt er CO2 den viktigste gassen i MAP. CO2 inhiberer mange 

forringelsesbakterier og inhiberingen øker med økt konsentrasjon av CO2. Da CO2 er løselig i 

vann og fett og løseligheten øker jo lavere temperatur, er effektiviteten av CO2 avhengig av 

lagringstemperatur (Abel et al., 2018). 

Effekten CO2 har på bakterievekst kommer av en kombinasjon av fire mekanismer. 1. Endring 

i cellemembranfunksjon som hindrer effektivt næringsopptak. 2. Direkte inhibering av 

enzymer eller bremsing av raten i enzymreaksjoner. 3. Penetrering av cellemembranen som 
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fører til intracellulære pH-endringer. 4. Endringer av egenskapene til cellens proteiner 

(Sivertsvik et al., 2002). 

Nitrogen er en inert gass og brukes som fyll-gass i MA-pakking på grunn av dets lave 

løselighet i vann og fett. O2 nivået i MAP er ofte så lavt som mulig for å inhibere aerobe 

patogene- og forringelsesbakterier og for å forhindre oksidativ harskning. Derimot blir O2 

brukt i noen produkter, som for eksempel i rødt kjøtt og tunfisk. Dette for å opprettholde 

den røde fargen i kjøttet da oksygen hindrer dannelsen av metmyoglobin. O2 i MA-pakket 

fisk vil også forhindre reduksjon av TMAO til TMA (Sivertsvik et al., 2002). 

Til MA-pakking av laks benyttes ofte en gassammensetning på 60 % CO2 og 40 % N2. Denne 

sammensetningen er vist å gi optimal effekt for bedre holdbarhet, ofte i kombinasjon med 

andre teknologier som for eksempel superkjøling (Hansen et al., 2009, Fernández et al., 

2010). 

2.5.2 Frysetørking 

Tørking av mat har tradisjonelt vært og er fortsatt en metode for å redusere vannaktiviteten 

i et produkt for å øke holdbarheten. Ved tradisjonell tørking må det tilføres varme, noe som 

kan endre de sensoriske egenskapene og næringsverdien i produktet. Med frysetørking 

brukes vakuum og svært lave temperaturer (Fellows, 2009a). Enkelt forklart er frysetørking 

en tørkemetode hvor vann går fra is til damp uten å være innom væskefasen. Dette kalles  for 

sublimasjon. For at en sublimasjon skal kunne oppstå må forholdene ligge til rette for det. 

Partialtrykket i vannet må senkes under trippelpunket (ca. 800 mBar ved 0 °C) (Adams, 

2007). Frysetørking er i forhold til andre tørkemetoder rapportert å gi et bedre utbytte av 

næringsstoffer i makroalger (Chan et al., 1997). Polyfenolforbindelser og karotenoider er 

ømfintlige mot høy temperatur og ettersom tradisjonelle tørkemetoder ofte benytter varme 

er frysetørking en god metode for tørking av makroalger (Li et al., 2017a).  

2.6 Coating  

En ideel spiselig coating er et tynt lag som dekker overflaten til det det aktuelle 

næringsmiddelet. Coatingen kan ha ulike formål, blant annet å være en barriere mot fukt, 

drypptap og temperatur (Tavassoli-Kafrani et al., 2016). Den kan også være en effektiv 

barriere mot oksygen som kan forhindre oksidasjon. Spiselig coating kan også brukes som 

behandling av innhøstet frukt som tomat, fersken, moreller m.m for å bremse 
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modningsprosessen og dermed øke holdbarheten (Tavassoli-Kafrani et al., 2016). Ved å 

inkludere bioaktive komponenter fra for eksempel makroalger eller andre naturlige kilder til 

coatingen vil man kunne få andre egenskaper i tillegg, slik som antimikrobiell- og en økt 

antioksidativ kapasitet (Campos et al., 2011, Blanco-Pascual et al., 2014). En spiselig coating 

kan produseres av flere ulike ingredienser, blant annet av polysakkarider som alginat, 

agarose og karragenan eller proteiner som gelatin, kollagen og planteprotein (Gennadios et 

al., 1997).   

Flere studier har vist at en spiselig coating av alginat har gitt god effekt ved å forlenge 

holdbarheten til blant annet fisk (Song et al., 2011) og kjøtt (Chidanandaiah et al., 2009) 

Bioaktive ingredienser kan være for eksempel polyfenolforbindelser, karotenoider, 

flavanoider m.m. (Corrales et al., 2014, Lee, 2014).  

 

2.6.1 Alginat 

Alginat er et lineært, anionisk polysakkarid som isoleres fra brunalger, ofte fra fingertare 

(Laminara diditata) og grisetang (Ascophyllum nodosum). Alginatet befinner seg i 

celleveggen i form av natrium-, kalsium- og magnesium salter av alginsyre. Alginat består av 

monomere enheter av 1,4 bundet α-d-mannuronat og β-l-guluronat (Blanco-Pascual et al., 

2014). 

Alginatets polymere kjede er satt sammen av tre forskjellige blokker; M, G og MG (figur 7) i 

ulik mengde og distribusjon i kjeden. M-blokken består utelukkende av d-mannuronsyre, G-

blokken utelukkende av l-guluronsyre, mens MG-blokken består av begge. Høyt innhold av 

G-blokken gir best gel styrke (Tavassoli-Kafrani et al., 2016).   

 

Figur 7: Oppbygningen av G-blokk, M-blokk og GM-blokk i alginat (Daemi and Barikani, 2012) 
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Alginat er svært funksjonelt og innehar egenskaper som er godt dokumentert. Alginat kan 

blant annet brukes som fortykkningsmiddel, stabilisator, filmdanner, geldanner og 

emulgator. Alginat er en attraktiv ingrediens til spiselig coating på grunn av sine egenskaper. 

Alginat er ikke-toksisk, lett nedbrytbart, har god biokompatibilitet og er en forholdsvis 

rimelig råvare (Tavassoli-Kafrani et al., 2016). Alginat er også rapportert å ha antimikrobiell 

effekt (Holdt and Kraan, 2011). 

 

 

2.7 Metodisk teori 

Dette kapittelet skal gi en enkel teoretisk oversikt over fem metoder som er benyttet i 

oppgaven. Totalt polyfenolinnhold (Folin-Ciocalteu metoden), antioksidativ kapasitet (DPPH 

assay), antimikrobiell effekt (agar disc-diffusion metoden), peroksidtall 

(ferrothiocyanatmetoden) og generelt om HPLC som er blitt brukt til å analysere innhold av 

fucoxanthin, laktat og ATP-nedbrytningsprodukter. 

2.7.1 Folin-Ciocalteau metoden 

Folin-Ciocalteau metoden er en metode for å måle totalt polyfenolinnhold i en prøve. 

Metoden er basert på reaksjonen mellom fenoliske komponenter med en fargereagens. Det 

skjer en overføring av elektroner fra fenoler i et alkalisk medium som utvikler blå 

fosfomolybden/fosfowolfram syre kompleks (Huang et al., 2005). Folin-Ciocalteau metoden 

er enkel, rask og reproduserbar og metoden er derfor utstrakt brukt til dette formålet (Prior 

et al., 2005) 

2.7.2 DPPH assay 

DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) er et stabilt organisk nitrogenradikal og som kan brukes 

til å måle et antioksidants kapasitet. DPPH assay er en metode som baserer seg på et 

antioksidants evne til å redusere dette radikalet. Det er foreslått at det skjer en hurtig 

elektron overføringsprosess fra fenoksidanioner til DPPH (Prior et al., 2005). DPPH har en 

dyp fiolett farge som reduseres ved reaksjon med antioksidative komponenter. En reduksjon 

av farge kan måles spektofotometrisk (Huang et al., 2005).  
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2.7.3 Peroksidtall 

En metode for å bestemme lipidoksidasjon i næringsmidler er peroksidtall ved 

ferrothiocyanat metoden. Metoden er basert på oksidasjon av jern(II) (Fe2+) til jern(III) (Fe3+) 

av peroksider tilstede i prøven. Jern(III) danner et rødt fargekompleks med thiocyanat og  

blir bestemt kolorimetrisk (Lips et al., 1943).  

2.7.4 HPLC 

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) eller høyytelsesvæskekromatografi er en 

fysisk metode for separasjon hvor komponentene som skal separeres distribueres mellom to 

faser. Den ene fasen, stasjonærfasen, er polar og består ofte av silica (3-10 µm). Den andre 

fasen, mobilfasen, er upolar. Mobilfasen vil variere etter hva det skal analyseres for 

(Gunstone, 2009). Enkelt forklart består et HPLC-instrument av seks komponenter: reservoar 

for mobilfase, pumpe, injektor, kolonne, detektor og skriverintegrator (Greibrokk, 1987). 

2.7.5 Agar disc-diffusion metoden 

Denne metoden går ut på at agarplater blir inokulert med et standardisert inokulum av en 

bestemt bakterie-, sopp- eller muggart. Filterpapir-lapper blir påført et testsubstrat som skal 

testes for antimikrobiell effekt og plassert på den inokulerte agarplaten. Eventuelle 

antimikrobielle stoffer diffunderer inn i agaren og inhiberer germinering og vekst av 

mikroorganismen. Diameteren av vekstfrie soner (hemmingssoner) rundt filterlappene blir 

normalt målt for kvantifisering av effekt (Balouiri et al., 2016).    
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3. Material og metoder 

3.1 Råstoff 
Til analysene som er beskrevet i dette kapittelet er det benyttet frossen butare (Alaria 

esculenta) fra Seaweed Energy Solutions AS på Frøya. Taren var dyrket på rep i åpent vann 

og høstet 24.05.2017. Butaren ble oppbevart i fryser på -80 °C frem til bruk.  

3.2 Tillaging av algeekstrakt 

For å utføre analyser på totalt polyfenol innhold, antioksidativ kapasitet (DPPH assay), 

antimikrobiell effekt og innhold av fucoxanthin ble det laget ekstrakter av butare. Butaren 

ble frysetørket (Freezone 12, LabConco) i 72 timer før den ble pulverisert med mekanisk 

morter og pistill (Retsch, RM 200). Den pulveriserte butaren ble oppbevart i tett beholder på 

-80 °C frem til bruk.  

Det ble benyttet to ulike metoder for tillaging av butareekstraktene. Homogenisator (Ultra 

turrax T25 basic, IKA-Werke) og risting (Minilys, Bertin Technologies). Det ble laget 3 

paraleller av alle prøver. 

3.2.1 Ultra turrax 

Ca. 1 g frysetørket butare ble veid opp og overført til sentrifugerør av plast. 9,0 ml 

løsemiddel (etanol(EtOH):vann, 10:90, 20:80, 30:70, 40:60 og 50:50) Ethanol absolute, VWR 

chemicals, cas: 67-17-5) ble tilsatt før prøvene ble homogenisert med Ultra turrax (13000 

rpm) i 20 sukunder. Prøvene ble deretter plassert i et ultralydbad (Branson 5800) i 60 

minutter ved 25 °C og maksimum styrke. Prøvene ble så sentrifugert (Kubota 1700, 12000 

rpm, 4  ̊C) i 15 minutter. Væskefasen ble deretter tatt ut og filtrert gjennom sprøytefilter 

(Sterile syringe filter, 0,2 µm cellulose acetate membrane, VWR Chemicals) og overført til 

kimaxrør. De ferdige ekstraktene ble fryst ned og oppbevart på -80 °C for videre bruk. 

3.2.2 Minilys 

Ca. 0,5 g frysetørket butare ble oppveid og overført til prøverør med 10 kuler (Precellys 24, 

2,8 mm zirconium oxide beads). 4,5 ml løsemiddel (EtOH:vann, 10:90, 20:80, 30:70, 40:60 og 

50:50) ble tilsatt før prøvene ble ristet med Minilys i 30 sekunder på medium hastighet. 

Fremgangsmåten var ellers lik som for prøvene som ble homogenisert med Ultra turrax.  
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3.3 Antioksidativ kapasitet 

Ekstrakter av butare som tidligere beskrevet  ble analysert for antioksidativ kapasitet ved å 

benytte DPPH assay som beskrevet av HiST (2016). Ekstraktene ble fortynnet til endelige 

konsentrasjoner mellom 0.25 og 10,0 g AH/g DPPH. Det ble laget 3 paraleller av alle prøver.  

Det ble overført 200 µl fortynnet butreekstrakt, 800 µl Tris-HCl buffer (100 mM, pH 7,4) og 

1,0 ml DPPH-løsning (0,2 mg/ml (2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl, Sigma Aldrich CAS: 1896-66-

4)) til kimaxrør. Prøvene ble satt mørkt i 60 minutter i romtemperatur før absorbansen ble 

målt spektrofotometrisk ved 520 nm (Shimadzu UV-1800). Det ble laget 3 blankprøver 

bestående av 800 µl tris-HCl buffer og 1,0 ml DPPH-løsning. Spektrofotometeret ble nullstilt 

med tris-HCl buffer.  

Det ble også laget en standardkurve. En fortynningsserie av trolox-løsning (97 %, 6-hydroxy-

2,5,7,8-tetramethyl-chromane-2-carboxylic acid, Sigma Aldrich, cas: 53188-07-1 løst i 99 % 

etanol) med seks fortynninger i konsentrasjoner fra 0,0625 til 2,0 mM ble laget. Videre ble 

samme fremgangsmåte som for selve prøvene benyttet. Resultatene av trolox standardkurve 

ble ikke benyttet videre. Resultatene av DPPH assay ble uttrykt som EC50, som er den 

konsentrasjonen av antioksidantløsningen som skal til for å redusere 50 % av DPPH 

radikalene. EC50 ble beregnet ut av den lineære trendlinjen fra radical scavenging % i Excel 

(se vedlegg 5). 

 

3.4 Totalt polyfenolinnhold 

For å måle totalt polyfenolinnhold i butareekstraktene ble det benyttet Folin-Ciocalteu 

metoden som beskrevet av Prior et al. (2005) med noen endringer. I forbindelse med 

analysen skulle det lages en standardkurve (se vedlegg 2). En serie på 6 merkede målekolber 

(100 ml) ble tilsatt 5,0 ml ionebyttet vann og deretter ble følgende mengde og konsentrasjon 

av gallussyre tilsatt som vist i tabell 3 (Gallic acid monohydrate, Sigma Aldrich CAS: 5995-86-

8)  
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Tabell 3: Mengde gallussyre i hvert rør ved tillaging av standardkurve til TPC analysen 

KOLBE NR KONSENTRASJON 
GALLUSSYRE MG/L 

VOLUM STAMLØSNING  

1 0 0 
2 0,5 0,5 
3 1,0 1,0 
4 1,5 1,5 
5 3,0 3,0 
6 5,0 5,0 

 

Det ble så tilsatt 1,0 ml Folin-Ciocalteu reagens (VWR Chemicals, cas: UN3264) til hver av 

kolbene. Innholdet ble blandet forsiktig sammen og latt stå i ro i 5 minutter. Det ble deretter 

tilsatt 10,0 ml, 7 % natriumkarbonat (Sodium carbonate anhydrous, VWR Chemicals CAS: 

497-19-8) og fortynnet med ionebyttet vann til 100 ml merket. Prøvene sto så i ro i 2 timer 

før absorbansen ble målt spektrofotometrisk ved 750 nm (Shimadzu UV-1800). 

For betemmelse av total polyfenol ble samme fremgangsmåte som for standardkurven 

brukt, men hvor gallussyren ble erstattet med 100 µl butarekstrakt. Det ble laget 3 paraleller 

av alle prøver. Resultatene ble uttrykt som g GAE (Gallic Acid Equivalents)/100 g tørrvekt og 

ble beregnet i Excel. 

 

3.5 Deteksjon av fucoxanthin  

For deteksjon av fucoxanthin ble det benyttet HPLC. Butareekstrakter ble tatt ut av fryser (-

80  ̊C) og 1,0 ml ble overført til hvert sitt HPLC-glass. HPLC systemet som ble brukt var en 

Agilent 1290 koblet til en infinity Diode Array Detektor (Agilent Technologies) med en YMC 

C-30 karoteniode kolonne (100 x 2,1 mm I.D, s-3 µm). Mobilfasen bestod av metanol 

(MeOH):aceton (A(60:40)) og aceton:vann (B(60:40)) med gradient på 100 % A og 0 % B til 0 

% A og 100 % B i løpet av 10 minutter. Mobilfasen hadde en flow på 0,5 ml/min. Kolonnen 

hadde en temperatur på 35  ̊C. Fucoxanthin ble detektert på 450 nm. kommersiell standard 

(fucoxanthine all-trans analytical standard, Sigma-Aldrich, cas: 3351-86-8) ble benyttet til å 

finne retensjons tid og for kvantifisering (se vedlegg 1). Resultatene ble uttrykt som mg/g 

tørrvekt og ble beregnet i Excel. 
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3.6 Antimikrobiell effekt 

For å teste algeekstraktene for antimikrobiell effekt ble det utført Agar disc-diffusion på 10 

utvalgte bakteriestammer (tabell 4). Metoden er hentet fra Balouiri et al. (2016), med noen 

endringer. Valg av bakteriestammer ble tatt på bakgrunn av vanlig forringelsesflora i sjømat, 

vanlige kontaminanter i foredlingsindustri og hva som var tilgjengelig ved instituttet.   

Tabell 4: Oversikt over hvilke bakteriestammer, gramfarging, ID, inkubasjonstemparutur, inkubasjonstid og OD som ble 

benyttet ved undersøkelse av antimikrobiell effekt av butareekstrakt 

Bakterie Gram 
+/- 

ID ink.temp ink. Tid OD660 

Shewanella putrefaciens - CCUG 
13452 

25  ̊C 48 t 0.231 

Pseudomonas fluorescens - CCUG 369 25  ̊C 48 t 0.198 

Brochotrix thermosphacta + CCUG 
35132 

20  ̊C 24 t 0.188 

Photobacterium 
phosphoreum 

- CCUG 
16288 

20  ̊C 48 t 0.170 

Aeromonas hydrophila  - CCUG 
14551 

37  ̊C 24 t 0.180 

Staphylococcus aureus + CCUG 
51870 

37  ̊C 24 t 0.181 

Escherichia coli - CCUG 
49263 

37  ̊C 24 t 0.185 

Listeria innocua + CCUG 
15531 

37  ̊C 24 t 0.182 

Pseudomonas spp. - Miljø (sei) 25  ̊C 48 t 0.237 

Aeromonas salmonicida SU2 - Miljø (sei) 37  ̊C 24 t 0.161 

 

Bakteriene som ble benyttet var oppbevart i fryser (-80  ̊C) og ble dyrket opp i flytende 

generelt medium (Tryptone soya broth, Oxoid, CMO129) ved inkubasjonstemperatur som 

vist i tabell 4. Det ble sjekket celletetthet ved OD660 etter 24, 48 og 72 timer. Det var 

ønskelig med en OD på ca. 0.150 til 0.250. Dette gir i de fleste tilfeller en celletetthet på ca.  

log 8-9 cfu/g (Balouiri et al., 2016). Bakteriene som ble inkubert ved 37  ̊C samt Brochotrix 

thermosphacta (20  ̊C) trengte 24 timer på å komme opp i rett OD, mens resten trengte 48 

timer.  
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Butareekstrakt med 10, 30 og 50 % EtOH ble tilført filterlapper (Whatman grade AA, 6mm 

discs, GE) i mengde 25 µl, 50 µl, 75 µl og 100 µl. 25 µl ekstrakt ble tilsatt av gangen, før nye 

25 µl ble tilsatt etter 45 minutter. Etter at de siste 25 µl var tilsatt lå filterlappene til 

avdamping i sterilbenk i 2 timer før bruk for å dampe av etanol fra løsemiddelet. Filterlapper 

med kun løsemiddel (10 %, 30 % og 50 % EtOH) ble benyttet for kontrollprøver. 

0,1 ml inokulum ble tilført agarplater med 4,0 mm tykkelse (Müller Hinton agar, Sigma 

Aldrich, 70191) med platespredningsmetoden som beskrevet i NMKL (2007). Müller Hinton 

agaren ble laget etter anvisning fra produsent. Filterlappene ble lagt på agarplatene, hvor 

hver mengde tilsatt ekstrakt hadde hver sin ¼ del av agarplaten. Agarplatene ble inkubert i 

henhold til tabell 4. For å bestemme antimikrobiell effekt ble en eventuell inhiberingssone 

rundt filterlappene observert. Agarplatene ble fotografert med videometer (Videometer Lab 

2).  

 

3.7 Lagringsforsøk 

Til lagringsforsøket skulle mikrobiologi, pH, peroksiddannelse, laktatdannelse og 

nedbrytningsprodukter av ATP analyseres over en periode på 19 dager. Det ble benyttet 

frøyas sashimi grade lakseloin fra SalMar ASA med slaktedato 4 dager før 

prøveopparbeidelse til prøvene uten coating og med coating uten ekstrakt, mens det til 

prøvene med coating med ekstrakt ble benyttet hel laks fra SalMar ASA hvor backloinen ble 

tatt ut. Slaktedato var også her 4 dager før prøveopparbeidelse. Grunnen til forskjellen i 

prøvemeterialet var av prøvene med coating med ekstrakt måtte gjøres på nytt senere i 

prosjektperioden på grunn av problemer med muggvekst i prøvene.  

3.7.1 Prøveopparbeidelse  

Til coating uten algeekstrakt ble det tilsatt 4,0 g alginat (Alginic acid sodium salt, high 

viscosity, Alfa Aesar cas: 9005-38-3) per 1000 ml vann:EtOH (80:20). Alginatet ble tilsatt 

under omrøring med magnetrører til fullstendig oppløst i romtemperatur. Til coatingen med 

algeekstrakt ble 4,0 g alginat tilsatt til 450 ml vann:EtOH (80:20) under omrøring til 

fullstendig oppløst. Det var nå en tykk gel. 150 ml algeekstrakt med 20 % EtOH ble satt under 

omrøring og det ble tilsatt små mengder alginatgel om gangen til all gel var tilsatt. 

Blandingen sto under omrøring i 2 timer til oppløst. Alt utstyr som ble brukt til tillaging av 
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coating var sterilisert med autoklav (Tomy SX-300E, High-Pressure Steam Sterilizer) 121  ̊C i 

15 minutter. 

Til prøvene ble lakseloin skjært i skiver à 10,0 ± 1,0 g. Lakseskivene ble dyppet i 

alginatløsningen med og uten algeekstrakt i ca. 15 sekunder før de ble dyppet i 

kalsiumkloridløsning (Calcium chloride dihydrate, VWR Chemicals, 30 % vandig løsning) i 15 

sekunder. Lakseskivene ble så lagt i plastskåler (Faerch HICPET, 230 ml) med en absorbent i 

bunnen (60 x 80 mm) og pakket i modifisert atmosfære (Webomatic Singlechamber 

Supermax-c) med 60 % CO2 og 40 % N2 (PBI Dansensor MAPmix 9000). Det ble også pakket 

lakseskiver uten coating som referanse. Prøvene ble oppbevart i kjølerom på 4  ̊C til 

uttaksdager etter 0, 4, 7, 10, 13, 16 og 19 dager. 

3.7.2 Mikrobiologi 

For å undersøke vekst av bakterier i prøvene ble det gjort mikrobiologiske undersøkelser ved 

alle uttaksdager i lagringsforsøket. De mikrobiologiske undersøkelsene ble gjort med tre 

ulike medier. STAA (STAA agar base, Oxoid, CMO0881 + STAA selective supplement, Oxoid, 

SR0162E) for deteksjon av Brochotrix thermosphacta, MRS (MRS agar (de man, Rogose, 

Sharpe), Oxoid, CMO361) for deteksjon av melkesyrebakterier og jernagar (iron agar 

(Lyngby) without L-cystein, Oxoid, CMO964) for deteksjon av totalt aerobt, mesofilt kimtall. 

Mediene ble tillaget etter anvisning fra produsent. Prøvene på 10,0 ± 1,0 g ble veid og tilsatt 

sterilt peptonvann (Neutralised bacteriological peptone, Oxoid, LP0034) i en stomacherpose. 

Prøvene ble så homogenisert med en stomacher (Masticator, IUL Instruments). Det ble så 

laget en fortynningsserie med fortynninger fra 1,0 x 10-1 til 1,0 x 10-5. Det ble benyttet 

platespredning (MRS og STAA) i henhold til NMKL (2007) og innstøpning (jernagar) i henhold 

til (NMKL, 2006). Jernagaren ble tilsatt 3,2 ml L-cystein til 400 ml ferdig jernagar før bruk 

(Sigma-Aldrich cas: 52-90-4). Det ble benyttet sterilteknikker under de mikrobiologiske 

undersøkelsene. Prøvene ble så inkubert i inkubatorskap (Friocell, MMM Group). Jernagar og 

STAA agar ble inkubert aerobt og MRS agar ble inkubert anaerobt i et anaerobt system (EZ 

anaerobe system, BD GasPak) med O2 absorbent (EZ anaerobe container system with 

indicator, BD GasPak) på 25  ̊C. Kolonitall ble avlest etter 2 døgn (STAA agar), 3 døgn 

(jernagar) og 5 døgn (MRS agar). Kimtall ble uttrykt som log cfu/g prøve og ble beregnet i 

Excel. 
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3.7.3 Peroksider 

For å måle innhold av peroksider i MAP-pakket laks over tid ble ferrothiocyanatmetoden 

som beskrevet av Lips et al. (1943) med noen endringer benyttet. For å ekstrahere ut 

lipidene i prøvene ble det benyttet Bligh and Dyer metoden (Bligh and Dyer, 1959). Laks fra 

hver uttaksdag som har blitt lagret på - 80  ̊C ble tatt ut og revet med en kjøkkenrasp. 2-3 g 

prøve ble veid opp og overført til sentrifugerør av plast. Det ble deretter tilsatt 3,0 ml 

ionebyttet vann, 10,0 ml MeOH (VWR Chemicals, 20864.320) og 5,0 ml kloroform (VWR 

Chemicals, 22711.324). Prøvene ble så homogenisert med ultra turrax (T25 basic, IKA-Werke 

13000 rpm) i 1 minutt før det ble tilsatt ytterligere 5,0 ml kloroform. Prøvene ble igjen 

homogenisert, denne gang i 20 sekunder. Det ble nå tilsatt 5,0 ml ionebyttet vann og 

homogenisert igjen i 20 sekunder.  

Prøvene ble deretter sentrifugert (Kubota 1700, 12000 rpm, 3  ̊C) i 10 minutter. 

Kloroformfasen (bunnfasen) ble pipettert ut med en pasteurpipette over i kimaxrør. Prøvene 

ble satt til avdamping med nitrogenflush (Reacti-Therm heating module, Pierce) til all 

kloroform var avdampet. Det var nå kun olje igjen i rørene. Det ble deretter tatt ut ca. 45 mg 

olje og fortynnet i 2,0 ml isooktan (2,2,4 trimetylpentan, Lab-scan analytical science, cas: 

540-84-7). Prøvene ble oppbevart mørkt og på is til videre bruk.  

I mellomtiden ble det satt opp en standardkurve med 5 prøvepunkt. I hvert rør ble det tilsatt 

10,0 ml EtOH, 200 µl isooktan samt Fe(III)klorid hexahydrat (i 3,7 % HCl, 0,1 mg Fe(III)/ml, 

Merck) ) og HCl (3,7 %, hydrochloric acid fuming, 37 %, Merck) i mengder angitt i tabell 5.  

Tabell 5: Tilsetning av Fe(III) løsning og 3,7 % HCl til standardkurve ved peroksidtall 

Rør nr. Volum Fe(III)-løsning 
[µl] 

Volum 3,7 % HCl 
[µl] 

Mengde Fe(III) [µg] 

1 0 200 0 
2 50 150 5 

3 100 100 10 
4 150 50 15 

5 200 0 20 
 

Det ble så tilsatt 200 µl ammoniumthiocyanat (30 % vandig løsning, Honeywell) i ett og ett 

rør. Hvert rør ble ristet i 15 sekunder med vortex mixer. Rørene sto i ro i 2 minutter og 45 

sekunder før de ble målt spektrofotometrisk ved 500 nm (Shimadzu UV-1800). Tiden var 

viktig, slik at det ble brukt stoppeklokker.  
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Til selve prøvene ble det til hvert sitt kimax rør tilsatt 10,0 ml EtOH, 200 µl oljeprøve løst i 

isooktan og 200 µl Fe(II)klorid tetrahydrat (i 3,7 % HCl, 20 mM, Merck). Deretter ble det 

tilsatt 200 µl ammoniumthiocyanat i ett og ett rør. Samme tidsintervall og fremgangsmåte 

ble brukt som for standardkurven. Det ble tillaget tre blindprøver hvor det ble tilsatt 

isooktan uten oljeprøve. Det ble laget tre paraleller av alle prøver.  

 

3.7.4 ATP-nedbrytningsprodukter 

For hver uttaksdag ble det analysert for nedbrytningsprodukter fra ATP og innhold av laktat. 

Prøveopparbeidelsen ble utført samtidig og på samme måte for begge analysene. 

Fryst prøvemateriale (- 80  ̊C) ble raspet opp på en kjøkkenrasp. Ca. 0,6 g ble overført til 

sentrifugerør av plast. Det ble så tilsatt 5,0 ml perklorsyre (HClO4, 0,42 M, VWR Chemicals, 

UN1873) før prøven ble homogenisert med Ultra turrax (T25 basic, IKA-Werke, 13000 rpm) i 

2 minutter. Deretter ble det tilsatt 1,0 ml kaliumhydroksid (KOH, 1,0 M, Merck, cas: 1310-58-

3) før prøvene ble sentrifugert (Kubota 1700, 12000 rpm ,4  ̊C) i 10 minutter. Supernatanten 

ble tatt ut og filtrert gjennom sprøytefilter (Chromacol 30 mm, nylon, 0,45 µm). Den filtrerte 

supernatanten ble fryst inn på - 80   ̊C til videre bruk. 

Til HPLC analyse av ATP-nedbrytningsprodukter ble det overført 1,0 ml av supernatanten til 

HPLC rør. HPLC systemet som ble benyttet var en Agilent 1290 koblet til en infinity Diode 

Array Detektor (Agilent Technologies) med en Poroshell 120 kolonne (EC-C18 3,0 x 100 mm, 

porestørrelse 2,7 µm pluss Poroshell 120, 3,0 x 5 mm forkolonne, Agilent Technologies). 

Dikaliumfosfat (K2HPO4, 0,215 M) og tetrabutylamoniumhydrogensulfatbuffer(C2H3N, 0,0023 

M i 3,5 % vandig Acetonitrill, pH justert til 6,25 med 1,0 M KOH) ble benyttet som mobilfase. 

En flow på 0,2 ml/min fra 0-2 minutter, 0,8 ml/min fra 2-9 minutter og tilbake til 0,2 ml/min 

fra 9-10 min ble benyttet. Kolonnen holdt en temperatur på 20  ̊C. Nedbrytningsproduktene 

ble detektert ved 210 nm (ATP og ADP) og 260 nm (AMP, IMP, In og Hx). 

For å finne nedbrytningsproduktenes retensjonstid og til kvantifisering ble det benyttet 

kommersielle standarder (se vedlegg 3). ATP (adenosine-5’-triphosphate disodium salt 

trihydrate, Roche diagnostics, cas: 51963-61-2), ADP (adenosine-5’-diphosphate sodium salt, 

Sigma-Aldrich, cas: 20398-34-9), AMP (adenosine-5’-monophosphate sodium salt, Sigma-

Aldrich, cas: 149022-20-8), kreatin (creatine anhydrous, Fluka Biochemica, ec.no: 2003066), 
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kreatinin (creatinine standard solution 0,03 mg/ml, Sigma-Aldrich, C3488), IMP (inosine-5’-

monophosphate disodium salt hydrate, Sigma-Aldrich, cas: 352195-40-5), In (inosine, Sigma-

Aldrich cas: 58-63-9), Hx (hypoxathin, Sigma-Aldrich, cas: 68-94-0). Resultatene ble uttrykt 

som µmol/g prøve og ble beregnet i Excel.  

3.7.5 Laktat 

Til HPLC analyse av laktatinnhold i prøvene ble det benyttet samme supernatant som for 

analysen for ATP-metabolitter. HPLC systemet som ble brukt var en Agilant 1260 koblet til en  

Infinity Diode Array Detektor (Agilent Technologies) med en Hi-Plex It kolonne ( 300 x 7,7 

mm pluss Hi-Plex guard cartidges 5 x 3 mm forkolonne, Agilent Technologies). Svovelsyre 

(H2SO4, 0,05 M) ble benyttet som mobilfase med en flow på 0,4 ml/min. Kolonnen holdt en 

temperatur på 45  ̊C. Laktat ble detektert på 210 nm. Kommersiell standard (L-(+)-Lactic acid, 

analytical standard, Sigma-Aldrich, cas: 79-33-4) ble brukt til å finne retensjonstid og til 

kvantifisering (se vedlegg 4). Resultatene ble uttrykt som mg/100 g og ble bergnet direkte i 

HPLC programvaren.  

3.7.6 pH 

Ved hver uttaksdag ble pH i prøven målt ved hjelp av en muskelelektrode (Testo 206, pH-

meter). Det utført 3 målinger på ulike punkt for alle prøver.   

3.7.7 Gassammensetning i headspace 

Ved hver uttaksdag ble gassammensetningen (%) i headspace målt (PBI Dansensor, 

Checkmate 9900). Det ble målt gass i 3 prøver for hvert uttak. Det ble benyttet et 

gummiseptum (Nordic supply) for å forhindre luft fra omgivelsene å komme inn i prøven ved 

måletidspunktet. 

3.8 Statistiske analyser 

Til statistiske analyser av resultatene ble det benyttet SPSS (IBM SPSS Statistics). Resultatene 

ble analysert med univariat ANOVA, generell lineær modell (GLM), og med post hoc analysen 

duncan. For korrelasjonsanalyser ble det benyttet bivariat, Pearson, two-tailed correlation 

der en korrelasjon på ˂ ± 0,4 regnes som en liten korrelasjon, ± 0,4-0,7 regnes som middels 

sterk korrelasjon og ˃ ± 0,7 regnes som en sterk korrelasjon. Alle resultater er uttrykt som et 

gjennomsnitt av tre paraleller (4 paraller for mikrobiologi) ± standardavvik.  
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4. Resultater 
4.1 Antioksidativ kapasitet 

For å bestemme antioksidativ kapasitet ble det benyttet DPPH assay. Det ble gjort DPPH 

assay på butareekstraktene med 10, 20, 30, 40 og 50 % EtOH. Det ble observert signifikante 

forskjeller i EC50-verdien mellom de ulike konsentrasjonene av EtOH i løsemiddlet (P ˂ 

0,001). Figur 8 viser at butareekstraktene med 10 % EtOH hadde EC50 ved 5,36 ± 0,09 g AH/g 

DPPH. Ekstraktet med 10 % EtOH har signifikant høyere EC50-verdi enn alle andre 

konsentrasjoner av EtOH (P ˂ 0,05) (a). Signifikante forskjeller mellom de ulike EtOH 

konsentrasjonene er markert med bokstavene a-b i enden av hvert avsnitt i dette kapittelet. 

 

 

Figur 8: EC50 i butareekstraktene ved bruk av 10 % EtOH i løsemiddelet 

 

 

Figur 9 viser at butareekstraktene med 20 % EtOH hadde en EC50 på 4,84 ± 0,09 g AH/g 

DPPH. Ekstraktet med 20 % EtOH har signifikant høyere EC50-verdi enn ekstraktene med 50 

% EtOH (P ˂ 0,05) og signifikant lavere EC50 enn i ekstraktet med 10 % EtOH (P ˂ 0,05) (b). 
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Figur 9: EC50 i butareekstraktene ved bruk av 20 % EtOH i løsemiddelet 

 

Som vist i figur 10 var det i butareekstraktene med 30 % EtOH en EC50 på 4,87 ± 0,07 g AH/g 

DPPH. Ekstraktet med 30 % EtOH har signifikant høyere EC50-verdi enn i ekstraktene med 50 

% EtOH (P ˂ 0,05) og signifikant lavere EC50 enn i ekstraktene med 10 % EtOH (P ˂ 0,05) (b). 

 

Figur 10: EC50 i butareekstraktene ved bruk av 30 % EtOH i løsemiddelet 

 

 

Figur 11 viser at i butareekstraktene med 40 % EtOH var det en EC50 på 4,97 ± 0,10 g AH/g 

DPPH. Ekstraktene med 40 % EtOH har signifikant høyere EC50-verdi enn i ekstraktene med 

50 % EtOH (P ˂ 0,05) og signifikant lavere EC50 enn i ekstraktene med 10 % EtOH (P ˂ 0,05) 

(b). 
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Figur 11:  EC50 i butareekstraktene ved bruk av 40 % EtOH i løsemiddelet. 

 

 

Som vist i figur 12 var det i butareekstraktene med 50 % EtOH en EC50 på 4,67 ± 0,06 g AH/g 

DPPH. Ekstraktene med 50 % EtOH har signifikant lavere EC50-verdi enn alle andre 

konsentrasjoner av EtOH (P ˂ 0,05) (c). 

 

Figur 12: EC50 i butareekstraktene ved bruk av 50 % EtOH i løsemiddelet 

  

 

Det ble også gjort en DPPH assay på coatingen som ble brukt til lagringsforsøket. Figur 13 

viser at coatingen hadde en EC50 på 31,23 ± 1,50 g AH/g DPPH. EC50 verdien til coatingen er 

teoretisk beregnet ut i fra den lineære trendlinjen da konsentrasjonene som ble valgt ikke 

var tilstrekkelig til å nå en radical scevenging % på over 50 %.  
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Figur 13: Teoretisk beregnet EC50 i coatingen som ble brukt til lagringsforsøket 

 

 

4.2 Totalt polyfenolinnhold 

For å bestemme totalt polyfenolinnhold i butareekstraktene med 10, 20, 30, 40 og 50 % 

EtOH og med homogenisering (Ultra turrax) og risting (Minilys) som forskjellige grupper ble 

det benyttet Folin-Ciocalteau metoden. Det ble observert signifikante forskjeller i innholdet 

av polyfenoliske komponenter (P ˂ 0,001). De signifikante forskjellene er knyttet til både 

ekstraksjonsmetode (P ˂ 0,001) og EtOH konsentrasjon i løsemiddelet (P ˂ 0,001).            

Figur 14 viser at butareekstraktene med 30 % EtOH ga størst utbytte av polyfenoler med 

1,57 ± 0,03 g GAE/100 g tørrvekt og 1,40 ±  g GAE/100 g tørrvekt ekstrahert med henholdsvis 

Ultra turrax og Minilys. Butareekstraktet med 10 % EtOH ga lavest utbytte av polyfenoler 

med 1,01 ± 0,03 g GAE/100 g tørrvekt og 0,77 ± 0,09 g GAE/100 g tørrvekt ekstrahert med 

henholdsvis Ultra turrax og Minilys. Ekstraksjon med Ultra turrax ga noe bedre utbytte av 

polyfenoler enn ekstraksjon med Minilys ved alle konsentrasjoner av EtOH (P ˂ 0,001). 

Coatingen som ble brukt til lagringsforsøket hadde et totalt polyfenolinnhold på 0,40 ± 0,05 

g GAE/100 g tørrvekt.  
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Figur 14: Resultater fra analyser på totalt polyfenolinnhold i ekstrakter av butare. Signifikante forskjeller (p ˂  0,05)  mellom 
EtOH konsentrasjoner er vist med bokstavene a-d. Feilfelt markerer standardavvik 

 

 

4.1 Fucoxanthin 

Det ble analysert for innhold av karotenoidet fucoxanthin i butareekstraktene med 10, 20, 

30, 40 og 50 % EtOH i løsemiddelet og med homogenisering (Ultra turrax) og risting (Minilys) 

som to ulike metoder for ekstraksjon. Det ble observert signifikante forskjeller i innholdet av 

fucoxanthin (P ˂ 0,001). De signifikante forskjellene er knyttet til både ekstraksjonsmetode 

(P ˂ 0,001) og EtOH konsentrasjon i løsemiddelet (P ˂ 0,001). Figur 15 viser at 

butareekstraktene med 50 % EtOH ga størst utbytte av fucoxanthin med 22,97 ± 0,35 mg/g 

og 28,41 ± 1,91 mg/g for henholdsvis Ultra turrax og Minilys. Lavest utbytte av fucoxanthin 

ga butareekstraktene med 30 % EtOH med 0,32 ± 0,10 mg/g og 0,33 ± 0,01 mg/g for 

henholdsvis Ultra turrax og Minilys. Resultatene viser av butareekstraktene ekstrahert med 

Minilys har noe høyere utbytte av fucoxanthin enn butareekstraktene ekstrahert med Ultra 

turrax (P ˂ 0,001).  
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Figur 15: Målt mengde av fucoxanthin i butareekstrakt med 10-50 % EtOH i løsemiddelet. Signifikante forskjeller (p ˂  0,05)  

mellom EtOH konsentrasjoner er vist med bokstavene a-c. Feilfelt markerer standardavvik 

 

 

4.4 Antimikrobiell effekt 

For å undersøke butareekstraktene for antimikrobiell effekt ble det benyttet agar disc-

diffusion metoden. Av 10 bakteriestammer var det antydning til antimikrobiell effekt på 4 av 

dem. Effekten virker å øke med økt mengde tilsatt butareekstrakt.  

Bilde 2 viser at det tyder på at butareekstraktene hadde antimikrobiell virkning mot 

Aeromonas salmonicida med økning i effekt med økt mengde ekstrakt tilsatt (25-100 µl). Det 

virker også til å være en forskjell i effekt av butareekstraktene med 10 % EtOH og 50 % EtOH. 
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Bilde 2: Antimikrobiell effekt av butareekstrakt med 10 % EtOH (til venstre) og 50 % EtOH (til høyre) på Aeromonas 
salmonicida 

 

Som bilde 3 viser tyder det på at butareekstraktene hadde antimikrobiologisk effekt mot 

Listeria innocua, men dog noe mindre effekt enn mot A. salmonicida (bilde 2). 

Hemmingssonene vokser med økt mengde tilsatt ekstrakt. Det virker også til å være en 

forskjell i effekt av butareekstraktene med 10 % EtOH og 50 % EtOH. 

 

 

Bilde 3: Antimikrobiell effekt av butareekstrakt med 10 % EtOH (til venstre) og 50 % EtOH (til høyre) på Listeria innocua 
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Det var også antydning til antimikrobiell effekt mot Staphylococcus aureus. Bilde 4 viser 

hemmingssoner rundt filterlappene med økning i effekt med økt mengde ekstrakt tilsatt. Det 

virker også til å være en forskjell av effekt av butareekstraktene med 10 % EtOH og 50 % 

EtOH. 

 

 

Bilde 4: Antimikrobiell effekt av butareekstrakt på 10 % EtOH (til venstre) og 50 % EtOH (til høyre) på Staphylococcus aureus 

 

Bilde 5 viser antimikrobiell effekt av butareekstraktene på Shewanella putrefaciens. 

Hemmingssonene er vanskelig å se på bildet, men de øker i takt med økt tilsatt mengde 

butareekstrakt. Det virker også til å være en forskjell av effekt av butareekstraktene med 10 

% EtOH og 50 % EtOH. 
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Bilde 5: Antimikrobiell effekt av butareekstrakt med 10 % EtOH (til venstre) og 50 % EtOH (til høyre)  på Shewanella 
putrefaciens 

Resultatene fra den antimikrobielle testen viste ingen tegn til effekt av butareekstraktene på 

Pseudomonas fluorescens, Brochotrix thermosphacta, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas 

spp., Photobacterium phosphoreum og Escherichia coli. 

 

 

4.5 Lagringsførsøk 

4.5.1 Gassammensetning i headspace  

Under lagrinsforsøket over 19 dager skulle det ved hver uttaksdag måles gassammensetning 

i headspace. Det ble observert signifikante forskjeller i CO2- og O2 konsentrasjonene (P ˂ 

0,001). De signifikante forskjellene var knyttet til både de ulike uttaksdagene (P ˂ 0,001) og 

de ulike gruppene (P ˂ 0,001). Figur 16 viser at naturell (N) prøvene hadde en CO2-

konsentrasjon som gikk fra 60,53 ± 0,55 % på uttaksdag 0 til 56,53 ± 0,12 % på uttaksdag 19. 

O2-konsentrasjonen i N-prøvene varierte fra 0,07 ± 0,04 % på uttaksdag 0,  0,03 ± 0,004 %  

på uttaksdag 7 til 0,08 ± 0,01 % på uttaksdag 19. Prøvene med coating uten butareekstrakt 

(CU) hadde gjennom lagringsforløpet en CO2-konsentrasjon på 60,1 ± 1,07 % på uttaksdag 0 

og 56,2 ± 0,20 % på uttaksdag 19. CU-prøvene hadde en O2-konsentrasjon på 0,08 ± 0,02 %. 

Konsentrajonen av O2 var på 0 % resten av lagringsforløpet. For prøvene med coating med 

butareekstrakt (CM) var CO2-konsensentrasjonen på 58,5 ± 0,3 % ved uttaksdag 0 og 55,5 % 
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± 0,20 ved uttaksdag 19. CM-prøvene hadde en O2-konsentrasjon på 0,06 ± 0,02 % og 0 % 

ved resten av lagringsforløpet.  

 

Figur 16: Oversikt over gassammensetningen i «head space» i O2 og CO2 under lagrinsperioden. Feilfelt markerer 
standardavvik 

 

4.5.2 pH utvikling 

Under lagringsperioden skulle pH måles i prøvene ved hver uttaksdag. Det ble observert 

signifikante forskjeller i pH uviklingen (P ˂ 0,001). De signifikante forskjellene var knyttet til 

både de ulike uttaksdagene (P ˂  0,001) og de ulike gruppene (P ˂ 0,001). Figur 17 viser at 

pH’en i CU- og CM-prøvene hadde lavere utgangs-pH enn N-prøvene. pH ved uttaksdag 0 i 

CM-prøvene var på 6,26 ± 0,05, mens den var på 5,91 ± 0,02 og 5,89 ± 0,04 i henholdsvis N- 

og CU-prøvene. Etter 10 dager var pH’en jevnere og var på 6,08 ± 0,01, 6,05 ± 0,02 og 6.15 ± 

0,03 i henholdsvis N-, CU- og CM-prøvene. Etter 19 dager var pH’en på 6,22 ± 0,03, 6,20 ± 

0,05 og 6,11 ± 0,02 i henholdsvis N-, CU- og CM-prøvene.  
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Figur 17: pH utvikling i prøvene under lagringsforsøket. Signifikante forskjeller (p ˂  0,05)  mellom uttaksdager er vist med 
bokstavene a-e. Signifikante forskjeller (P ˂  0,05)  mellom grupper er vist med bokstavene a-c til høyre i figuren. Feilfelt 
markerer standardavvik 

 

 

4.5.3 Mikrobiologi 

Under lagringsforsøket skulle det analyseres for bakterievekst. Jernagar (aerobt, mesofilt 

kimtall), MRS agar (LAB) og STAA agar (Brochotrix thermosphacta) ble benyttet som medier.  

Det ble funnet signifikante forskjeller i vekst på jernagar (P ˂ 0,001). De observerte 

forskjellene er knyttet til faktoren uttaksdag der det er en signifikant økning i vekst fra dag 0 

til dag 19 (P ˂ 0,001). Det ble derimot ikke funnet signifikant forskjell mellom de ulike 

gruppene (P ˃ 0,743). 

Figur 18 viser at N-prøvene hadde en vekst på log 1,88 ± 0,41 cfu/g på dag 0 og log 5,57 ± 

0,09 cfu/g på dag 19. CU-prøvene hadde en vekst på log 0,85 ± 1,04 cfu/g på dag 0 og log 
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4,93 ± 0,10 cfu/g på dag 19. CM-prøvene viste en vekst på log 2,07 ± 0,21 cfu/g på dag 0 og 

log 4,96  

 

Figur 18: Utvikling av kolonitall på jernagar under lagringsperioden. Signifikante forskjeller (P ˂ 0,05) mellom du ulike 
uttaksdagene er vist med bokstavene a-d. Feilfelt markerer standardavvik 

 

På MRS agar ble det observert signifikante forskjeller (P ˂  0,001). Forskjellene er knyttet til 

de ulike uttaksdagene (P ˂  0,001) og mellom de ulike gruppene (P ˂ 0,001).  

Figur 19 viser at N-prøvene ikke hadde vekst på dag 0 og 4. Resultatene viste en vekst på log 

1,79 ± 1,23 cfu/g på dag 7 og log 5,57 ± 0,13 cfu/g på dag 19. CU-prøvene hadde ingen vekst 

på dag 0, 4, 7 og 10. Resultatene viser en vekst på log 2,94 ± 0,39 cfu/g på dag 13 og log 4,89 
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± 0,16 cfu/g på dag 19. CM-prøvene hadde ingen vekst på dag 0 og 4. Resultatene viser en 

vekst på log 2,31 ± 0,23 cfu/g på dag 7 og log 4,89 ± 0,13 cfu/g på dag 19. 

 

 

Figur 19: Utvikling av kolonitall på MRS agar under lagringsperioden. Signifikante forskjeller (p ˂  0,05)  mellom uttaksdager 
er vist med bokstavene a-f. Signifikante forskjeller (P ˂  0,05)  mellom grupper er vist med bokstavene a-c øverst i figuren. 
Feilfelt markerer standardavvik 

 

Resultatene fra kolonitellingen på STAA agar i figur 20 viser at det kun var vekst på N-

prøvene ved uttaksdag 13. Antallet var log 3,0 ± 0,28 cfu/g. Det ble ikke påvist vekst av B. 

thermosphacta i CU- og CM-prøvene. 

 

Figur 20: Utvikling av kolonitall på STAA agar under lagringsperioden. Feilfelt markerer standardavvik 
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4.5.4 ATP-nedbrytningsprodukter 

Som en indikator på kvalitet og holdbarhet under lagringsforsøket ble prøvene analysert for 

innhold av ATP-nedbrytningsprodukter. Konsentrasjonen av hypoxathin (Hx) og inosin (In) 

samt K-verdi blir her brukt som resultat. 

Det ble funnet signifikante forskjeller i konsentrasjonen av Hx. Forskjellene er knyttet til 

både uttaksdag (P ˂ 0,001) og mellom de ulike gruppene (P ˂ 0,001) 

Figur 21 viser at N-prøvene hadde en Hx-konsentrasjon på 32,6 ± 1,58 µmol/g på dag 0 og 

117,26 ± 0,91 µmol/g på dag 19. CU-prøvene hadde en Hx-konsentrasjon på 29,62 ± 0,46 

µmol/g på dag 0 og 78,24 ± 0,79 µmol/g på dag 19. CM-prøvene hadde en Hx-konsentrasjon 

på 32,64 ± 1,05 µmol/g på dag 0 og 94,26 ± 2,97 µmol/g på dag 19. 

 

Figur 21: Målt mengde hypoxanthin i prøvene under lagringsforsøket. Signifikante forskjeller (p ˂  0,05)  mellom uttaksdager 
er vist med bokstavene a-f. Signifikante forskjeller (P ˂  0,05)  mellom grupper er vist med bokstavene a-b til høyre i figuren. 
Feilfelt markerer standardavvik 

 

Det ble funnet signifikante forskjeller i konsentrasjonen av In (P ˂ 0,001). Forskjellene er 

knyttet til både uttaksdag (P ˂ 0,001) og mellom de ulike gruppene (P ˂ 0,001).   

Figur 22 viser konsentrasjonen av inosin (In) i løpet av lagringsforsøket. N-prøvene hadde en 

In-konsentrasjon på 121,12 ± 4,42 µmol/g på dag 0 og 215,52 ± 4,05 på dag 19. CU-prøvene 

hadde en konsentrasjon av In på 104,30 ± 3,08 µmol/g på dag 0 og 150,37 ± 2,36 på dag 19. 



 

41 

 

CM-prøvene hadde en konsentrasjon av In på 97,27 ± 1,07 µmol/g på dag 0 og 188,32 ± 5,10 

på dag 19.  

 

Figur 22: Målt mengde inosin i prøvene under lagringsforsøket. Signifikante forskjeller (p ˂  0,05)  mellom uttaksdager er vist 
med bokstavene a-c. Signifikante forskjeller (P ˂  0,05)  mellom grupper er vist med bokstavene a-c til høyre i figuren. Feilfelt 
markerer standardavvik 

 

 

Det ble funnet signifikante forskjeller i K-verdien (P ˂ 0,001). Forskjellene ble funnet både 

mellom de ulike uttaksdagene (P ˂ 0,001) og mellom de ulike gruppene (P ˂ 0,001). Figur 23 

viser utviklingen av K-verdien i løpet av lagringsforsøket. N-prøvene hadde en K-verdi på 

51,58 ± 0,10 på dag 0 og 92,95 ± 0,87 på dag 19. CU-prøvene hadde en K-verdi på 49,51 ± 

1,93 på dag 0 og 92,52 ± 0,26 på dag 19. CM-prøvene hadde en K-verdi på 53,41 ± 1,14 på 

dag 0 og 92.57 ± 1,53 på dag 19. 
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Figur 23: Målt K-verdi i prøvene under lagringsforsøket. Signifikante forskjeller (p ˂  0,05)  mellom uttaksdager er vist med 

bokstavene a-e. Signifikante forskjeller (P ˂  0,05)  mellom grupper er vist med bokstavene a-c til høyre i figuren. Feilfelt 
markerer standardavvik 

 

4.5.5 Laktat 

Laktatinnholdet ble analysert i prøvene fra alle uttaksdager i lagringsforsøket. Det ble funnet 

signifikante forskjeller i laktatnivå (P ˂ 0,001). Forskjellene er knyttet til både uttaksdag (P ˂ 

0,01) og mellom de ulike gruppene (P ˂ 0,01). Figur 24 viser at N-prøvene hadde et 

laktatinnhold på 5.13 ± 1,28 mg/100 g på dag 0, 8,40 ± 2,03 mg/100 g på dag 4 og 6,61 ± 0,92 

mg/100 g på dag 19. CU-prøvene hadde en laktatverdi på 6,15 ± 1,75 mg/100 g på dag 0, 

8,41 ± 0,39 mg/100 g på dag 4 og 4,39 ± 0,13 mg/100 g på dag 19. CM-prøvene hadde en 

laktatverdi på 5,76 ± 1,74 mg/100 g på dag 0, 4,98 ± 0,55 mg/100 g på dag 4 og 5,50 ± 0,79 

mg/100 g på dag 19. 
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Figur 24: Målt mengde laktat i prøvene under lagringsforsøket. Signifikante forskjeller (p ˂  0,05)  mellom uttaksdager er vist 
med bokstavene a-b. Signifikante forskjeller (P ˂ 0,05)  mellom grupper er vist med bokstavene a-b øverst i figuren. Feilfelt 

markerer standardavvik 

 

4.5.6 Peroksidverdi 

Det ble ikke detektert peroksider i noen av prøvene. Det er derfor ingen resultater å 

rapportere. 
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5. Vurdering  

5.1 Antioksidativ kapasitet  

Resultatene fra antioksidativ kapasitet (DPPH assay) viste at det var signifikant lavere EC50 i 

butareekstraktene med 50 % EtOH enn for resten av ekstraktene (P ˂ 0,05) og signifikant 

høyere EC50 i butareekstraktene med 10 % EtOH enn for alle andre konsentrasjoner av EtOH 

(P ˂ 0,05) (jo lavere EC50 jo bedre antioksidativ kapasitet). Selv om det er signifikante 

forskjeller i antioksidantkapasitet mellom ekstraktene er EC50 verdiene forholdsvis jevne 

(5,36 ± 0,09 g AH/g DPPH i 10 % EtOH til 4,67 ± 0,06 g AH/g DPPH i 50 % EtOH (figur 8-12)). 

Resultatene kan trolig ses i sammenheng med totalt innhold av polyfenoler og innhold av 

fucoxanthin, der ekstraktene med 10 % EtOH i løsemiddlet ga lavest utbytte av polyfenoler 

og lavt utbytte av fucoxanthin. Ekstraktene med 50 % ga høyest utbytte av fucoxanthin og 

blant de bedre i utbytte av polyfenoler. Pearson korrelasjon viste at det var signifikant 

korrelasjon mellom EtOH konsentrasjonene og målt antioksidantkapasitet (r = -0,735, P ˂ 

0,01). Det ble på grunn av tidspress kun analysert for antioksidativ kapasitet i ekstraktene 

ekstrahert med Ultra turrax.  

Zhang et al. (2006) fant i sin artikkel ingen antioksidantkapiset i  metanoliske ekstrakter av 

butare. Butaren som ble brukt i forsøket ble høstet i Canada, men det blir ikke nevnt i 

artikkelen når butaren er høstet. Som tidligere nevnt har lokasjon og høstingstidpunkt 

betydning for innhold av bioaktive komponenter og følgelig også for antioksidativ kapasitet 

(Shiener et al., 2015). Forskjellen i egne funn og funnene til Zhang et al. (2006) kan komme 

av at butaren er høstet ved ulike lokasjoner og muligens  til forskjellig tidspunkt. DPPH assay 

er samtidig mye diskutert på grunn av metodens usikkerhet. Huang et al. (2005) skriver at 

utilsiktede syrer eller baser som er tilstede i prøven kan påvirke ioniseringen av polyfenoler 

drastisk, og forårsake en reduksjon eller forbedring i resultatene. Forfatteren mener dette 

gjør DPPH assay til en minde egnet metode for måling av antioksidantkapasitet. 

Metoden som ble brukt var hentet fra HiST (2016), der konsentrasjonen av DPPH løsningen 

ble oppgitt til å skulle være 500 µM (0,2 mg/ml). Denne konsentrasjonen av DPPH ga 

absorbansverdier på ca. 1,0-3,0 i prøvene og 2,5-3,0 i blankprøvene, noe som kan være en 

feilkilde da så høye absorbansverdier medfører stor måleusikkerhet (Molyneux, 2004). 

Artikler av blant annet Molyneux (2004) og Kedare and Singh (2011) anbefaler at 
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absorbansen bør ligge mellom 0,1 og 1,0. For å få absorbanser innen dette spekteret bør 

DPPH løsningen ha en konsentrasjon på mellom 50- og 100 µM (Molyneux, 2004, Kedare and 

Singh, 2011). Resultatene fra antioksidativ kapasitet ved DPPH assay som er utført i denne 

oppgaven er derfor usikre. Det antas allikevel at forholdet mellom de ulike prøvene er riktig.  

 

5.1.1 Totalt polyfenolinnhold  

Det ble funnet signifikante forskjeller (P < 0,001) i innhold av polyfenoliske forbindelser der 

ekstraktene med 30 og 40 % EtOH hadde et høyere innhold av polyfenoler sammenlignet 

med ekstraktene med 10, 20 og 50 % EtOH (Figur 14). Dette samsvarer med funnene til Li et 

al. (2017a) som fant at 30 % EtOH i ekstraktet ga størst utbytte av polyfenoler i brunalgen S. 

fusiforme. Sammenhengen mellom utbytte av polyfenoliske komponenter og 

konsentrasjonen av EtOH kommer av polariteten til phlorotanninene som er tilstede i algen 

(Li et al., 2017a). Det at utbyttet av polyfenoler var størst ved 30 % EtOH kan tyde på at 

phlorotanninene i butare stort sett er polare. Det ble funnet signifikant korrelasjon mellom 

totalt polyfenolinnhold og EtOH konsentrasjonene (r = 0,666, P ˂ 0,001) og med ekstraktenes 

antioksidantkapasistet (r = -0,782, P ˂ 0,01).  

Det er vanskelig å sammenligne mengden polyfenoler i prøvene med annen forskning da 

mangfoldet av ekstraksjonsmetoder og valg av løsemiddel er store. Det er i tillegg gjort få 

undersøkelser på kjemisk sammensetning i butare. Stévant et al. (2017a) rapporterte om et 

totalt polyfenolinnhold på 3,43 g/100 g tørrvekt i butare med bruk av aceton:vann (80:20) 

som løsemiddel. Schiener et al. (2015) fant et polyfenolinnhold i butare på 1,49 % av tørrvekt 

med bruk av acetonitril:vann:maursyre (50:49,8:0,2) som løsemiddel. Resultatene fra 

Schiener et al. (2015) samsvarer godt med egne resultater hvis man ser bort i fra forskjellen i 

løsemiddel. 

Til å lage standardkurven ble det brukt gallussyre. Det som går igjen i andre 

forskningsartikler er at det som regel brukes phloroglucinol som standard i stedet for 

gallussyre når man analyserer for totalt polyfenolinnhold i brunalger (Stévant et al., 2017a, 

Tierney et al., 2013, Montero et al., 2016, Magnusson et al., 2017). Dette kommer trolig av 

at polyfenolene i brunalger stort sett består av phloroglucinol og egner seg derfor bedre til å 
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kvantifisere polyfenoler i brunalger. Selv om det ble brukt gallussyre som standard i denne 

oppgaven vil en likevel anta at forholdet mellom ekstraktene er sammenlignbare. 

 

5.1.2 Fucoxantininnhold 

Det ble funnet at butareekstraktene med 50 % EtOH hadde signifikant høyere innhold av 

fucoxanthin enn de øvrige konsentrajonene av EtOH (P ˂ 0,001). Med et innhold av 

fucoxanthin på 22,97 ± 0,35 og 28,41 ± 1,91 mg/g tørrvekt ekstrahert med henholdsvis Ultra 

turrax og Minilys hadde ekstraktene med 50 % EtOH omtrent 80 ganger så høyt innhold av 

fucoxanthin som hva ekstraktene med 30 % EtOH hadde (figur 15). Ekstraktene som var 

ekstrahert med bruk av Minilys hadde signifikant høyere innhold av fucoxanthin enn hva 

ekstraktene ekstrahert med Ultra turrax hadde (P ˂ 0,001). En mulig grunn til forskjellen kan 

være at fucoxanthin er ustabilt (Peng et al., 2011) og noe av fucoxanthinet kan ha blitt 

denaturert av den tøffe behandlingen cellene får av Ultra turrax. 

Det at utbytte av fucoxanthin øker drastisk med høyere EtOH konsentrasjon kan forklares 

med polariteten til fucoxanthin, som er et upolart karotenoid. Shang et al. (2011) 

rapporterte om økt utbytte ved bruk av 99 % EtOH enn for lavere EtOH konsentrasjoner. Det 

ble funnet en signifikant korrelasjon mellom EtOH konsentrasjonen og innhold av 

fucoxanthin i prøvene (r = 0,687, P ˂ 0,001). 

Stévant et al. (2017a) rapporterte om et fucoxanthininnhold på 871 mg/kg tørrvekt i butare 

med EtOH:vann (60:40) som løsemiddel. Denne mengden er mye lavere enn egne funn. Det 

er derimot store forskjeller i ekstraksjonsmetodene, da Stévant et al. (2017a) kun inkuberte 

frysetørket butare med løsemiddelet i 2 timer på is, før de dekanterte løsningen. I denne 

oppgaven er det brukt mekaniske hjelpemidler som Ultra turrax, Minilys og ultralyd for 

ekstraksjon. Dette kan være grunnen til den store forskjellen i utbytte av fucoxanthin. Bruk 

av Minilys ga som nevnt større utbytte av fucoxanthin, men lavere utbytte av polyfenoler. Til 

lagringsforsøket ble ekstrakter ekstrahert med Ultra turrax benyttet, da polyfenolene ses på 

som viktigere i denne sammenheng.  

Hvis man ser på sammenhengen mellom antioksidantkapasitet, totalt polyfenolinnhold og 

fucoxanthininnhold i butareekstraktene er det lite som tilsier at den store forskjellen i 

fucoxanthininnholdet i ekstraktene med 50 % EtOH i forhold til resten av konsentrasjonene 
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har hatt veldig stor innvirkning på resultatet av antioksidantkapasitet, da forskjellene i 

antioksidantkapasiteten er forholdsvis små. Det er allikevel antydning til en liten påvirkning 

da ekstraktet med 50 % EtOH har lavest EC50 verdi, mens det er ekstraktet med 30 % som 

har høyest innhold av polyfenoler. Det ble funnet en korrelas jon mellom resultatene fra 

antioksidantkapasitet og innhold av fucoxanthin (r = -0,562, P ˂ 0,05).  

 

5.2 Antimikrobiell effekt av butareekstrakter 

Resultatene fra den antimikrobielle testen ved agar disc-diffusion metoden tyder på at 

butareekstraktene hadde en antimikrobiell effekt mot fire bakterier; Shewanella 

putrefaciens, Staphylococcus aureus, Aeromonas salmonicida og Listeria innocua. Effekten 

skulle i utgangspunktet ha vært tallfestet ved å måle diameteren til hemmingssonene og 

trukket fra diameteren til filterlappene. Sonene skulle måles i et dataprogram (Videometer 

Lab 2), men ble ikke gjort på grunn av dataproblemer. Som resultatene i kap. 4.4 viser var 

hemmingssonene små, så å måle sonene manuelt ville gitt store måleusikkerheter. 

Ved å ha hatt høyere konsentrasjon av butareekstraktene, er det nærliggende å tro at 

hemmingssonene hadde blitt større og tydeligere. Det virker også tydelig at 

hemmingssonene er større ved bruk av butareekstrakter med 50 % EtOH enn med 10 % 

EtOH. Dette samsvarer bra med resultatene fra totalt polyfenolinnhold, der ekstraktene med 

50 % EtOH har et høyere polyfenolinnhold. Polyfenoler kan som tidligere nevnt ha 

antimikrobielle egenskaper (Gupta et al., 2010, Rajauria et al., 2012). 

Det er gjort lite arbeid på antimikrobiell effekt av butare fra før av. Det er mange 

forskningsartikler om antimikrobiell effekt av forskjellige brunalger, men butare er sjelden 

med i disse. Flere artikler viser at selv om brunalgeartene kan være forholdsvis lik i kjemisk 

komposisjon har de ulik antimikrobiell effekt mot ulike mikroorganismer (Cavallo et al., 

2013, Bouhlal et al., 2010, Pérez et al., 2016). Dette støtter opp under påstanden om at den 

antimikrobielle effekten i brunalger er en synergieffekt og er kompleks. 

En artikkel av Hornsey and Hide (1974) fant de at butare hadde antimikrobiell effekt mot 

S.aureus, men ingen antimikrobiell effekt mot E.coli. Resultatene fra Hornsey and Hide 

(1974) samsvarer med egne resultater. 
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5.3 Lagringsforsøk 
 

5.3.1 Råstoff 

Til lagringsforsøket ble det som nevnt i kapittel 3.7 benyttet to ulike råstoff. Årsaken var at 

det ble oppdaget muggvekst i CM-prøvene  fra 1. forsøk, der det ble benyttet samme råstoff 

til alle prøvene. Det ble deretter forsøkt å benytte det samme råstoffet, som nå hadde vært 

fryst i 2 uker til å gjøre et gjenforsøk. Gjenforsøket ble mislykket på grunn av store forskjeller 

i bakterievekst fra dag 0. Det ble derfor besluttet å gjøre et nytt førsøk med hel, fersk laks 

som hadde kommet inn til prosesslaboratoriet. Laksen hadde samme antall dager fra 

slaktedato som lakseloinen som ble benyttet i 1. forsøk slik at det ble besluttet å gjøre 

forsøket en siste gang, men på grunn av lite tid, kun på CM-prøvene. N- og CU-prøvene var 

da allerede ferdig. 

Forskjellen i råstoff kan ha hatt betydning for resultatene, selv om kolonitallet fra 0-prøvene 

er tilnærmet lik for alle tre gruppene. Det var forholdsvis stor forskjell i pH ved dag 0 mellom 

de ulike prøvene (figur 17). Det var ikke veldig stor forskjell i laktatnivået eller i vekst av 

melkesyrebakterier i de ulike prøvene på dag 0, slik at det er nærliggende å tro at det er feil i 

pH målingene til N- og CU-prøvene. En annen grunn til pH-forskjellen kan være at det er 

brukt en CO2 emitter i emballasjen til frøyas loin som ble brukt til N- og CU-prøvene. Det har 

ikke lyktes i å få et svar fra SalMar ASA om det er blitt brukt CO2 emitter. 

5.3.2 Coating 

Coatingen som ble brukt til lagringsforsøket ble undersøkt for totalt polyfenolinnhold og for 

antioksidativ kapasitet (DPPH assay). Resultatene viste et totalt polyfenolinnhold på 0,40 ± 

0,05 mg GAE/ml og en teoretisk EC50 på 31,23 ± 1,50 g AH/g DPPH. Coatingen ble på grunn 

av vanskeligheter med løselighet fortynnet til 1:3 (ekstrakt:vann/EtOH/alginat) slik at totalt 

innhold av polyfenoler og antioksidantkapasiteten gikk ned i forhold til ekstraktene i seg 

selv. Problemet med løselighet kan komme av ulike faktorer, men en mulig forklaring kan 

være polyvalens i butareekstraktene. Tavassoli-Kafrani et al. (2016) beskriver at en direkte 

tilsetning av alginat til løsninger med polyvalente metallioner ikke former en homogen gel. 
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Dette skjer på grunn av hurtige og irreversible kollisjoner mellom de to komponentene som 

fører til harde- uløselige klumper eller såkalte «fish eyes» (Tavassoli-Kafrani et al., 2016). 

Problemet ble delvis løst ved at alginatet ble først løst i etanol:vann (20:80) før små mengder 

ble tilsatt butareekstraktet av gangen. Resultatet ble en noe kornete coating med lav 

konsentrasjon av butareekstrakt.  

Den delen av oppgaven som gikk ut på å utvikle selve coatingen burde trolig fått mer 

oppmerksomhet tidligere i prosjektperioden. Det ble valgt å benytte butareekstrakt med 20 

% EtOH til tillagingen av coatingen. Dette ble gjort på bakgrunn av at det var ønskelig å ha så 

liten konsentrasjon av EtOH i coatingen som mulig uten at det skulle gå for mye utover 

innholdet av bioaktive komponenter. Polyfenoler ble sett på som viktigere enn fucoxanthin i 

denne sammenhengen. Geldannelsen til alginat påvirkes også av EtOH konsentrasjonen til 

løsningen det skal løses i. Hermansson et al. (2016) beskrev i sin artikkel at en EtOH 

konsentrasjon på 10-15 % styrker geldannelsen, mens en EtOH konsentrasjon på 25 % og 

over svekker geldannelsen i høy grad. 

5.3.3 Mikrobiologi 

Under lagringsforsøket ble det undersøkt for bakterievekst i prøvene på jernagar, 

melkesyrebakterier (LAB) på MRS agar og Brochotrix thermosphacta STAA agar. Det ble 

funnet signifikante forskjeller i vekst av bakterier på jernagar mellom de ulike uttaksdagene 

(P ˂ 0,001), mens det ikke ble funnet signifikante forskjeller mellom de ulike gruppene (N, CU 

og CM). Det ble funnet signifikante forskjeller i vekst av LAB på MRS agar både mellom de 

ulike uttaksdagene (P ˂  0,001) og mellom gruppene (P ˂  0,001). Vekst av B. thermosphacta 

på STAA agar ble kun observert på én uttaksdag og kun hos den kontrollgruppen (N, log 3,0 ± 

0,28 cfu/g). Kimtallet på dag 19 i jernagar var mellom log 4,93 og 5,5 cfu/g i de forskjellige 

gruppene. Disse tallene samsvarer med Fernández et al. (2009) som fant et totalt aerobt, 

mesofilt kimtall på ca. log 6,0 i laks pakket i MA med CO2:N2 (60:40) etter 20 dager. Det 

opereres ofte med en grenseverdi på log 6,0 cfu/g for forbrukeraksept i fisk (Fernández et 

al., 2009).   

Det er flere faktorer som kan ha hatt en påvirkning på de mikrobiologiske resultatene i 

denne oppgaven. Det at det ble benyttet to ulike råstoff til prøven kan ha hatt en påvirkning 

selv om det ikke ble observert store forskjeller i kimtall på dag 0. Det ble derimot observert 
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forskjeller i pH på dag 0, selv om det er mistanke om at pH-målingene på dag 0 er feil. Det 

ble funnet signifikant korrelasjon mellom pH’en og vekst på jernagar (r = 0,422, P ˂ 0,01) og 

MRS agar (r = 0,447, P ˂ 0,01), men det betyr ikke nødvingigvis at pH har hatt en betydning 

for veksten. 

Gassammensetningen i «headspace» var signifikant forskjellig i de ulike gruppene gjennom 

lagringsforsøket (P ˂ 0,001), hvor CM-prøvene hadde signifikant lavere konsentrasjon av CO2 

enn N- og CU-prøvene. Hvor stor betydning forskjellen i CO2 konsentrasjonen hadde for 

resultatene er uvisst. Abel et al. (2018) skriver at inhiberingseffekten av CO2 er proporsjonal 

med konsentrasjonen av oppløst CO2 i produktet, så det kan ikke utelukkes at forskjellen i 

CO2 konsentrasjonen hadde betydning for resultatet. Det ble funnet en signifikant 

korrelasjon mellom CO2-konsentrasjon og vekst på jernagar (r = -0,482, P ˂ 0,001) og MRS 

agar (r = -0,555, P ˂ 0,001).  

Coatingen hadde en initiell EtOH konsentrasjon på 20 %. Det ble ikke utført måling på EtOH 

konsentrasjonen før påføring av coatingen til prøvene. Generelt er bakterier lite tolerant for 

høye konsentrasjoner av EtOH. Ingram (1986) skriver i sin artikkel at E. coli typisk blir 

inhibert av en EtOH konsentrasjon på ca. 5 % w/v, mens noen melkesyrebakterier som for 

eksempel Lactobacillus homohiochii kan vokse med opp til 16 % w/v EtOH (Liu and Qureshi, 

2009). Tykkelsen av coatingen kan anslås til å være ≤ 1 mm og med en lakseprøve på ca. 10 g 

vil ikke den totale EtOH konsentrasjonen i prøven være stor. For å få et svar på om eller hvor 

stor påvirkning EtOH konsentrasjonen i CU- og CM-prøvene var, må det gjøres et nytt forsøk 

der EtOH i coatingen blir fjernet før bruk. 

Ved måling av gassammensetning i «headspace» ble det obervert at den lille initielle 

konsentrasjonen av O2 i prøvene forsvant etter dag 4 i CU- og CM-prøvene, men ikke i N-

prøvene (figur 16), det ble ikke observert noen signifikant korrelasjon mellom O2-

konsentrasjonen og vekst på jernagar (r = -0,093, P ≥ 0,502) og MRS agar (r = -0,111, P ≥ 

0,424). Det at O2 forsvinner fra CU- og CM-prøvene kan komme av at coatingen favoriserer 

O2-forbrukende mikroorganismer, men at den initielle konsentrasjonen av O2 var for liten til 

at det ga utslag på veksten på jernagar og MRS agar. 

Ofte består forringelsesfloraen i laks av blant annet B. thermosphacta og P. phophoreum, og 

P.phophoreum er funnet å være spesielt dominerende mot slutten av holdbarhetstiden 
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(Emborg et al., 2002, Sivertsvik et al., 2003). Det ble ikke funnet noen antimikrobiell effekt av 

butareekstrakt mot disse to bakteriene (kap. 4.4). På STAA agar som selekterer for B. 

thermosphacta er det ikke observert vekst annet enn på dag 13 for N-prøvene (figur 20). 

Ettersom det er rapportert at B. thermosphacta vanligvis er en del av forringelsesfloraen er 

det et ovveraskende resultat med tanke på at den antimikrobielle testen ikke ga effekt mot 

B. thermosphacta. Hva som kan være årsaken til fraværet av B. thermosphacta er uvisst.  

Selv om det på MRS agar, som selekterer for LAB, ble observert signifikante forskjeller (P ˂ 

0,001) er det ikke stor forskjell i kimtall på dag 19. Den største forskjellen ligger i vekstkurven 

i løpet av hele lagringsperioden (figur 19). Det var planlagt at Carnobacterium 

maltaromaticum som er en LAB skulle inkluderes i de antimikrobielle testene, men på grunn 

av tekniske problemer ble ikke dette gjort. Carnobacterium arter er ofte å finne i mage/tarm 

i laks (Ringø et al., 2000). Det er gjort lite forskning på hvordan polyfenoler fra makroalger 

påvirker LAB. Tabasco et al. (2011) fant at polyfenoler fra druestein hadde inhiberende 

effekt på noen arter LAB som for eksempel Streptococcus thermophilus og Lactobacillus 

fermentum.  

Det er også muligheter for at alginatet i coatingen kan ha hatt en påvirkning på resultatene, 

da alginat/alginsyre er rapportert å ha antimikrobiell effekt i seg selv (Holdt and Kraan, 

2011). Det er mulig at forskjellene man ser i vekst på MRS agar kommer av coatingen i seg 

selv og ikke nødvendigvis av butareekstraktet.  

Med alle ovennevnte faktorer som kan ha spilt en rolle for resultatene er det vanskelig å 

konkludere om coating tilsatt butareekstrakt har hatt en positiv effekt mot bakterievekst i 

prøvene eller ikke. For å kunne lettere se en eventuell effekt av butareekstraktene mot 

mikrobiell vekst bør det antakelig være høyere konsentrasjon av ekstraktene i coatingen, 

samt at forskjeller i råstoff og lagringsbetingelser må elimineres.  
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5.3.4 ATP-nedbrytningsprodukter 

HPLC-analysen av ATP-nedbrytningsprodukter viste at det var signifikant forskjell i 

konsentrasjonen av In og Hx samt K-verdi mellom de ulike gruppene (P ˂ 0,001). Forskjellen i 

K-verdi ser ut til å være liten mot slutten av lagringstiden, men noe mer markant på dag 7 og 

10, der CM-prøvene har lavere K-verdi enn N- og CU-prøvene (figur 23).  

Forskjellen i In-konsentrasjonen er mer markant enn for K-verdi i de forskjellige gruppene. 

Forskjellen kan vanskelig forklares med forskjellig råstoff, da CU-prøvene har lavere In-

konsentrasjon enn N-prøvene gjennom hele lagringsperioden (figur 22). CM-prøvene har 

lavere In-konsentrasjon enn både N- og CU-prøvene i hele lagringsperioden med unntak av 

på dag 19, da CM-prøvene har høyere In-konsentrasjon enn CU-prøvene. Forskjellen i Hx-

konsentrasjon mellom de forskjellige gruppene kan på samme måte som In ikke forklares 

med forskjellig råstoff. Forskjellen i Hx-konsentrasjonen forløper seg på samme måte som 

for In-konsentrasjonen, der CU-prøvene har lavere Hx-konsentrasjon enn N-prøven gjennom 

hele lagringsforløpet (figur 21). CM-prøvene har lavere Hx-konsentrasjon enn både N- og CU-

prøvene ved alle uttaksdager med unntak av på dag 19, da har CM-prøvene høyere Hx-

konsentrasjon enn CU-prøvene. Det ble funnet signifikant korrelasjon mellom CO2-

konsentrajon i «headspace» og In (r = -0,370, P ˂ 0,001) Hx (r = -0,475, P ˂ 0,001) og K-verdi 

(r = -0,580, P ˂ 0,001). 

Hx kan dannes både ved autolytiske prosesser og av bakteriell aktivitet fra typiske 

forringelsesbakterier som P. phosphoreum og S. putrefaciens (Hong et al., 2017). Det kan 

tyde på at coatingen både med- og uten butareekstrakt har hatt en positiv effekt på 

dannelsen av Hx i lakseprøvene. Hva som har ført til den positive effekten er derimot 

usikkert, da det kan være én eller flere faktorer som har påvirket. Ettersom det er signifikant 

forskjell i dannelsen av Hx i CU- og CM-prøvene kan det være at butareekstraktet eller 

coatingen i seg selv som har gitt en positiv effekt. 

K-verdiene, In- og Hx-konsentrasjonene er høyere enn hva som var forventet. Med en K-

verdi på mellom 80 og 90 etter dag 7 (+ 4 dager fra slaktedato til uttaksdag 0) ville i teorien 

laksen vært uspiselig (Fernández et al., 2009, Souza et al., 2010). En K-verdi på 40 er ofte 

brukt som grense på forbrukeraksept i fiskefilet, men denne grensen er ikke lik for alle 

fiskeslag og vil kunne variere en god del (Souza et al., 2010). Fernández et al. (2009) 
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rapporterte om en K-verdi på ca. 30 etter 10 dager i laks pakket med 60 % CO2 og lagret på 

0  ̊C, mens Souza et al. (2010) rapporterte om en K-verdi på ca. 40 etter ni dager i laks pakket 

i plast og lagret på 0  ̊C. 

Det kan ikke utelukkes at K-verdiene, In- og Hx-konsentrasjonene er kunstig høye på grunn 

feil i utregninger eller feil i konsentrasjonsberegningene til de ulike standardene. Det 

mistenkes at verdiene er en 10’er potens feil. Tillagingen av standardene ble utført av en 

fersk ingeniør. Forholdet mellom de ulike gruppene antas allikevel å være riktig. Når de store 

forsjellene i In-, Hx- og K-verdi i forhold til annen forskning ble oppdaget var det ikke tid til å 

gjøre et gjenforsøk.  

5.3.5 Laktatinnhold 

HPLC analysene av laktatinnhold viste at CM-prøvene hadde signifikant (P ˂ 0,001) lavere 

laktatinnhold enn hva N- og CU-prøvene hadde (figur 24). Det er forholdsvis store 

standardavvik i resultatene. Laktatinnholdet på dag 0 sier noe om ulikheter i de to ulike 

råstoffene som ble benyttet til lagringsforsøket. Det er noe forskjell i laktatinnholdet på dag 

0, men på grunn av store standardavvik er det vanskelig å konkludere med hvor store 

forskjeller det egentlig er. På dag 4 ser man klarere forskjell, hvor CM-prøvene er lavere i 

laktatinnhold enn N- og CU-prøvene. CM-prøvene holder seg lavest i laktatinnhold ut 

lagringstiden, med unntak av på dag 19, da er det et høyere laktatinnhold i CM-prøvene enn 

for CU-prøvene. Laktat produseres også av LAB, noe som gjør sammenhengen mellom 

laktatinnhold og vekst av LAB på MRS agar mot slutten av lagringstiden interessant. 

Korrelasjonen mellom laktat og MRS agar er derimot ikke signifikant (r = -0,255, P ≥ 0,056). 

Forskjellen i laktat kan derfor komme av ulike råstoff da det ikke er signifikant forskjell i 

laktatinnholdet mellom N- og CU-prøvene (P ≥ 0,769).   

Det ble ikke funnet peroksider i prøvene. Det tyder på at prøvene har hatt gode 

lagringsbetingelser med MAP og temperatur i forhold til lipidoksidasjon. Det er tidligere 

nevnt at lipidoksidasjon i laks sjelden er et problem og er sjelden en medvirkende faktor for 

holdbarhet i MA-pakket laks (Flick et al., 1992, Scaife et al., 2000). 

I denne masteroppgaven har det vært mye laboratoriearbeid, mye å sette seg inn i og mye 

nytt å lære. Den viktigste lærdommen er kanskje at det går sjelden slik man ønsker og at ting 
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tar tid. Muligens skulle det ha vært fokusert på færre parametere, slik at det hadde vært 

bedre tid til gjenforsøk der det har vært behov.   

 

5.4 Videre arbeid 

Bruk av makroalger som bioaktiv ingrediens i sjømatindustrien har et potensiale, men for å 

kunne bruke det i kommersiell skala kreves det mye forskning og innovasjon for å finne gode 

løsninger. Skal det brukes coating for eksponere produktet for de bioaktive komponentene 

er det flere problemer som må løses. Det kan ikke brukes helseskadelige løsemidler til 

ekstraksjon eller som ingrediens i coatingen, da den må være spiselig. Løseligheten av alginat 

i algeekstraktet må også undersøkes nøye. En oppkonsentrering av algeekstraktet bør 

vurderes for å øke effekten av ekstraktet, men med et høyt vanninnhold i ekstraktet må det 

finnes gode og kostnadseffektive metoder for å fjerne vann. Ettersom varme kan ødelegge 

effekten av de bioaktive komponentene kan man ikke bruke varmebaserte tørkemetoder. 

Det kunne vært interessant å utføre forsøk med coating på andre fete fiskeslag som makrell 

og sild. Disse fiskeslagene er svært utsatt for lipidoksidasjon på grunn av sitt høye innhold av 

flerumettede fettsyrer samt fravær av antioksidanter som for eksempel astaxathin som laks 

er rik på. Trolig ville man lettere sett om de bioaktive komponentene påvirker lipidoksidasjon 

ved å benytte disse fiskeslagene.  

Det vil være nyttig å gjøre sensoriske analyser for å undersøke om eller hvordan de 

sensoriske egenskapene i laks vil endre seg ved bruk av coating. 
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6. Konklusjon 

Basert på resultatene konkuderes det med at butareekstraktene både har antimikrobielle og 

antioksidative egenskaper. Ekstraktet med 30 % EtOH ga størst utbytte av polyfenoler, mens 

ekstraktet med 50 % EtOH ga størst utbytte av fucoxanthin samt lavest EC50-verdi (best 

antioksidativ kapasitet). Ekstrakter av butare viste antimikrobiell effekt mot Listeria innocua, 

Aeromonas salmonicida, Shewanella putrefaciens og Staphylococcus aureus.  

Ut i fra lagringsforsøket er det vanskelig å konkludere med at en coating med bioaktive 

komponenter fra butare gir forbedret kvalitet sammenlignet med en ren alginatbasert 

coating. Alginatbasert coating virker å gi en positiv effekt på kvalitet i seg selv, med lavere 

verdier av hypoxanthin og inosin, samt lavere vekst av melkesyrebakterier. Det var ingen 

dannelse av peroksider i prøvene, slik at det ikke kan konkluderes med om 

butareekstraktene reduserer lipidoksidasjon i laks eller ikke.  

Med bakgrunn i utfordringer knyttet til produksjon av coatingen og med tanke på funnene i 

de rene ekstraktene vil det likevel være hensiktsmessig å arbeide videre med 

problemstillingen. 
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Vedlegg 1: Fucoxanthin standard og beregning av RF-

verdi 
 

Tabell V1.1: Beregning av RF-verdi fra fucoxanthin standard 

Sample  Amax A320 A584 A C' C RF 

1 0.582 0.000 0.000 0.582 0.701 701.205 0.69 

2 0.579 0.000 0.000 0.579 0.698 697.590 0.69 

3 0.579 0.000 0.000 0.579 0.698 697.590 0.69 

Parallell (1) (2) (3) (4) (5) Average  

AallE= 482.815 482.625 481.219   482.219667  
A9Z= 0 0 0   0  

A13Z= 0 0 0     0  
 

         

        

        
 

 

 

Figur V1.1: Kromatogram fra fucoxanthin standard. RT= 5,015 min 
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Vedlegg 2: Standardkurve gallussyre - totalt 

polyfenolinnhold 
 

 

Figur V2.1: Standardkurve for kvantifisering av totalt polyfenolinnhold 

 

 

Figur V2.2: Beregninger av totalt polyfenolinnhold
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Vedlegg 3 ATP-nedbrytningsprodukter, retensjonstid og 

standardurver 
  

Tabell V3.1: Oversikt over ATP-metabolitt standardenes retensjonstid, deteksjonsgrense, y = ax-b og R2 

Standard Retensjonstid 
(min) 

Deteksjon 
(nm) 

y = ax-b R2 

Kreatin 2,2  210 y = 20,437x-20,449 1,0000 

Kreatinin 2,4 210 y = 4,3631x-14,771 0,9923 

ATP 7,5 210 y = 3,9673x-4,872  1,0000 

ADP 5,6 210 y = 7,6485x-27,783 0,9979 

AMP 4,4 260 y = 5,152x-46,658 0,9999 

IMP 3,2 260 y = 4,1511x-28,678 1,0000 

In 3,5 260 y = 4,379x-53,92 0,9994 

Hx 2,8 260 y = 5,1865x-110,22 0,9998 

 

 

Figur V3.1: Standardkurver fra ATP-metabolittenes standarder 

 

Figur V3.2: kromatogram fra HPLC analysen som viser hvor ATP-nedbrytningsproduktene kommer 
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Vedlegg 4 HPLC kromatogram fra deteksjon av laktat 
 

 

 

Figur V4.1: Kromatogram av laktatstandard. Andre topper er signal fra diverse karbohydrater og syrer og er ikke viktige i 
denne sammenheng 
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Vedlegg 5: formler for beregning av K-verdi, RS% og 

EC50 
 

 

Formel V5.1: Beregning av K-verdi 

 

 

Formel V5.2: Beregning av radical scavenging % 

 

 

 

Formel V5.3: Beregning av EC50 

 
 


