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Sammendrag

Ofte blir det igjen store mengder restrastoff etter industriell matproduksjon, dette kan utvikles
til & bli nye produkter som vil bidra til en barekraftig industri. Fra fiskeindustrien kan restristoff
benyttes til for eksempel fiskeensilasje. I denne bacheloroppgaven ble det sett n&ermere pa
oljekvalitet fra fiskeensilasjer, hvor fokuset ble a se pa hva som pévirker oksidasjonsprosessene
til de ulike fiskeoljene. Dette pa bakgrunn av at fiskeoljene inneholder hoyt umettede fettsyrer
som er svert utsatt for oksidasjon. Hovedmalet til oppgaven var & sammenligne fiskeoljer laget
av ulike typer rastoff, kartlegge endringer i oljekvaliteten med og uten tilstedeverelse av
antioksidant under lagring, og sammenligne hvordan ulike prosesstrinn pavirker sluttkvaliteten

til fiskeoljene.

Fiskeoljene ble ekstrahert fra ulike fiskeensilasjer med og uten tilstedevarelse av antioksidant,
ved bruk av ulike prosesstrinn (hydrolysert, termisk og ingen) for & kunne skille ut olje fra
resterende provematerialet. Dette ble gjort etter 1,4, 7, 14, 21 og 28 dager med lagring. I tillegg
ble pH malt i fiskeensilasjene for & folge med pd pH-utviklingen under lagringsperioden.
Fiskeoljene ble analysert for primare oksidasjonsprodukter (peroksidverdi) og sekundare

oksidasjonsprodukter (thiobarbitursyre-reaktive stoffer), for & vurdere oksidasjonsutviklingen.

Resultatene viste at fiskeoljene laget av kategori 3-material (K3) bevarte oljekvaliteten
betydelig bedre, og oksidasjonsprosessen gikk langsommere sammenlignet med fiskeolje laget
av kategori 2-materiale (K2). K3 er restrdstoff fra fisk som er tillatt slaktet for humant konsum,
og K2 er fisk som i hovedsak der fer slaktning. Dette samsvarer med resultatene fra pH-
utviklingen, hvor pH ekte mest i K2. Olje fra bdde K2 og K3 hadde bedre kvalitet ved
tilstedevaerelse av antioksidant enn fiskeoljene uten antioksidant. Resultatene viste ogsa at ulike
prosesstrinn pavirket oksidasjonsprosessen til fiskeoljene. Ved & utelukke varmebehandling
(ingen) under prosessering av olje vil kvaliteten i stor grad bli svekket, i tillegg forte dette til at
kvaliteten ble betydelig redusert under lagringsperioden. Resultatene fra de to andre
prosesstrinnene som inkluderte varmebehandling (hydrolysert og termisk) viste at disse pravene
bevarte oljekvaliteten bedre. I tillegg hadde utviklingen av disse oljene en mer stabil utvikling

under lagringsperioden.

Dermed bevarte fiskeolje laget av kategori 3-materiale, tilsatt antioksidant, oljekvaliteten bedre.
Det ble ogsa konkludert med at varmebehandling ber inkluderes under prosessering for a

forsinke oksidasjonsprosessen under lagringsperioden.



Abstract

Industrial food production usually generates large quantities of residual raw materials, which
can be used to create new products that contribute to a more sustainable industry. From the fish
industry, residual raw materials can be used to produce fish silage. In this bachelor's thesis, we
studied the oil quality from fish silage with the main focus being the effects of the oxidation
processes on various fish oils. This was done because the different fish oils contain marine oils,
highly unsaturated fatty acids, and they are very susceptible to oxidation. The main objective
of the thesis was to compare fish oils from different types of raw materials, consider changes
in oil quality with and without the presence of antioxidants during storage and compare how

different process steps affect the final quality of fish oils.

The fish oils were extracted from various fish silages with and without the presence of
antioxidants, using various process steps (hydrolyzed, thermal and none) so it would be possible
to separate oil from the remaining sample material. This was done after 1, 4, 7, 14, 21 and 28
days of storage. In addition, the pH was measured in the fish silages to monitor pH
developments during the storage period. The fish oils were analyzed for primary oxidation
products (peroxide value) and secondary oxidation products (thiobarbituric acid-reactive

substances), to assess the development of oxidation.

The results showed that the fish oils made from Category 3-material (K3) preserved oil quality
significantly better, and the oxidation process was slower compared to fish oil made from
Category 2-material (K2). This corresponds to the results from the pH development, where the
development in K2 was higher. The oil quality in K2 and K3 were better in the presence of
antioxidants than fish oils without antioxidants. The results also showed that different process
steps gave different oxidation processes of the fish oils. Excluding heat treatment (none) during
the processing of oil reduced the quality, the quality was also significantly reduced during the
storage period. The results from the other process stages (hydrolyzed and thermal), which
included heat treatment, improved oil quality. In addition, these oils were more stable during

the storage period.

In conclusion, fish oil made from category 3-material, with added antioxidants will preserve
the oil quality better. It was also concluded that heat treatment should be included during

processing to reduce the oxidation process during the storage period.
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1.0 Innledning

Hovedmalet med denne oppgaven er & sammenligne oljekvalitet laget av fiskeensilasjer med
ulike typer réstoff, kartlegge endringer i oljekvaliteten med og uten tilstedevarelse av
antioksidant under lagring, og sammenligne hvordan ulike prosesstrinn pavirker sluttkvaliteten
til fiskeoljene. Oppgaven er en del av et storre samarbeidsprosjekt mellom Scanbio Marine
Group og SINTEF Ocean. Denne type oppgave er viktig for & kunne forbedre kvaliteten pa
sluttproduktene som er laget av fiskeensilasje. Fiskeensilasje laget av restrastoff fra
fiskeindustrien, og er dermed et barekraftig tiltak for & kunne nyttiggjere mest mulig av

restrastoffene fra fiskeindustrien.

Det skal undersokes hvilken effekt antioksidantene har pa oljekvaliteten laget av
fiskeensilasjene under lagring. I tillegg vil ulike prosesstrinn sammenlignes, for & kunne
underseke om de er med pd & bedre sluttkvaliteten i fiskeoljene. Ved & gjennomfore dette
prosjektet er det enskelig & kunne gi svar pa hvilke prosesstrinn som er nedvendige, og hvordan
antioksidanter pavirker kvaliteten til sluttproduktet. Dette kan 1 tillegg gi svar pa om de ulike
parameterne er nedvendige for & oppna optimal kvalitet eller om noe kan kuttes for & spare

ressurser, tid og penger.

Problemstillingen for denne bacheloroppgaven er “Hvilke endringer skjer i oljekvaliteten laget
av fiskeensilasjer med ulike typer rdstoff, med og uten tilstedeveerelse av antioksidanter under
lagring og hvordan ulike prosesstrinn pavirker sluttkvaliteten?”. Denne og lignende
problemstillinger har blitt forsket mer utdypende pa i de siste arene. Grunnen til dette kan vare
at det har blitt et storre fokus pé utnyttelsen av restrastoff innen matindustrien, som bidrar til

utviklingen av en mer barekraftig industri.

Ut ifra hovedmalet ble det utformet ulike delmal:
o Utvinne olje fra fiskeensilasje med og uten tilstedevarelse av antioksidanter, ved bruk
av ulike prosesseringstrinn; hydrolysering, terminering og sentrifugering.
o Felge pH-utviklingen i fiskeensilasjene under lagring.
o Vurdere hvordan valg av rastoff pavirker oljekvaliteten.
o Vurdere hvordan lagringen pévirker oljekvaliteten.
o Vurdere hvordan ulike prosesstrinn pdvirker oljekvaliteten.

o Vurdere hvilken effekt antioksidanter har pa oljekvaliteten.



2.0 Teoretisk bakgrunn

2.1 Fiskeensilasje

Ensilasje kan fremstilles av ulike rastoff, for eksempel kan fisk og ulike fiskemateriell benyttes.
Under produksjon av fiskeensilasje blir ofte to ulike kategorier av fiskerdstoff benyttet, kategori
2-materiale (K2) og kategori 3-materiale (K3) (Bakken & Bekkevold, 1993). K2 er fisk som i
hovedsak der for slakting, det kan vare selvded eller klinisk syk fisk der det ikke er noe tegn
pa ytre sykdom. Dette materialet kan ikke benyttes til humant konsum eller for til
matproduserende dyr, men kan benyttes til for eksempel produksjon av formiddel til pelsdyr
eller produksjon til bioenergi. K3 er restrastoff fra fisk som er tillatt slaktet for humant konsum
og kan benyttes til for til matproduserende dyr, men ikke til humant konsum (Mattilsynet, 2013;
Myhre, Richardsen, Nystoyl & Strandheim, 2020).

Fiskerastoffet blir kvernet og blandet med et konserveringsmiddel slik som vist i figur 1, dette
gjor blandingen lagringsstabil over lengre tid. Som oftest blir syre benyttet som
konserveringsmiddel for & senke pH-verdien til under 4,5. Denne lave pH-verdien vil stoppe
vekst av mikroorganismer i blandingen (Bekken & Bekkevold, 1993; Guneriussen, 2018; R.
B. Pedersen, 2010). I Norge blir som oftest maursyre benyttet som konserveringsmiddel under
framstilling av ensilasje (Bakken & Bekkevold, 1993). Optimal kverning av fiskerastoffet og
kontinuerlig rering vil fore til at syren trekker raskere inn og fordeler seg jevnt for & unnga
forrdtnelse av ensilasjen. Syren gjor at proteinene i bindevevet brytes ned og oljen skilles fra

resten av ensilasjen (Eide, Borresen & Strom, 1982; R. B. Pedersen, 2010).

Rastoff
Lagertank
Syre
Grovkver
Pump
. g [Hey Pumpe
Lav
Mellomtank L »
Finkvern

Figur 1: Eksempel pd ensileringsprosess (Beekken & Bekkevold, 1993).



I tillegg til syre kan antioksidanter tilsettes i ensilasjen for & hindre oksidasjon av fettet og
bevare fettkvaliteten (Baekken & Bekkevold, 1993). Tidligere var det vanlig & bruke
antioksidanten ethoxyquin. Marint rastoff er svert utsatt for oksidasjon og harskning pd grunn
av heyt innhold av langkjedede marine fettsyrer. Det har vist seg at ethoxyquin er en meget
effektiv syntetisk antioksidant som bidrar til & bevare kvaliteten, i tillegg til & hindre tap av
fettlaselige vitaminer og karotenoider (Regjeringen, 2018). I 2015 ble det gjort en vurdering
om denne antioksidanten hadde negative effekter. Det ble konkludert med at det var for lite
kunnskap om effektene til ethoxyquin, men det ble oppdaget en rekke negative effekter knyttet
til nedbrytningsprosessen som forte til forurensning under produksjon. Dermed ble det startet
en utfasingsprosess slik at produksjonen skulle vare uten denne antioksidanten i lgpet av aret
2020 (Mattilsynet, 2020a). To andre antioksidanter som kan benyttes er propylgallate (PG) og
butylhydroksyanisol (BHA). PG er en amfifil antioksidant, denne antioksidanten er mer loselig
1 fett enn vann og beskytter mot lipidoksidasjon. Antioksidanten fungerer godt mot misfarging
av produktet og bevarer hydrolysatene godt (Gjermstad, 2020). Imidlertid er erfaringene fra
Scanbio Marine Group at PG leses godt i vann og felger proteinfasen nar en separerer ensilasje.
Derimot er det ogsd vist at PG beskytter godt mot oksidasjon av cystein og dermed mot
proteinoksidasjon (Gjermstad, 2020). BHA er en syntetisk antioksidant som hovedsakelig
tilsettes 1 fiskeoljer for & hemme harskningsprosessen (Havforskningsinstituttet, 2021).

Etter tilsetning av syre(er) og antioksidant(er) har ensilasjen en ganske tyktflytende konsistens,
derfor ber den settes til lagring slik at konsistens blir tynnere. Under lagringen skjer det en
prosess kalt hydrolyse. Da vil det skje en nedbrytningsprosess hvor enzymene bryter ned
muskelvevet og massen blir flytende. Enzymene som bryter ned muskelvevet finnes naturlig i
fiskeinnvoller, skinn og fiskekjott og er nok til 4 starte hydrolysen. Hydrolyseprosessen starter
nar ensilasjen har pH pa 3,5-4,5, og nar temperaturen er over fem grader, dette vil skje raskere
ved hgyere temperatur, opptil 40 grader. Denne prosessen blir ogsa kalt autolyse og forteller at
den er automatisk. Det kan vere utfordrende & opprettholde optimal temperatur under
lagringen, spesielt pd vinteren nar utetemperaturene er lave. Dette vil fore til at prosessen tar
lengre tid. En utfordring som kan oppstd under lagring er at tyngre komponenter, som for
eksempel fiskebein vil synke til bunnen av tankene som ensilasjen oppbevares i under lagring.
Dette kan fore til problemer under temming av tanken, og risikere kvaliteten pa produktet. Et
problem kan vare at bunnfallet i1 tanken vil fa en heyere pH enn anbefalt, og dermed starte en
forritnelsesprosess. Videre kan dette fore til at hele innholdet i tanken blir bedervet. Derfor er

det viktig a ha tilstrekkelig sirkulasjon i massen (Bakken & Bekkevold, 1993).



2.2 pH 1 fiskeensilasje

Det er viktig med riktig pH-verdi i fiskeensilasjen, siden dette vil pavirke kvaliteten til
produktene som blir laget av ensilasjen. Det er anbefalt & tilsette tilstrekkelig mengde
konserveringsmiddel (maursyre) slik at pH-verdien blir under 4. Ved bruk av rastoff med bein
1 fiskeensilasjeproduksjon, krever det ofte en sterre mengde syre. Dette er fordi at beinene
inneholder kalsium som neytraliserer syren. Under lagringen vil pH-verdien 1 ensilasjen jevnlig
oke, fordi syren begynner & trenge inn i beinene og massen. Qker pH-verdien for mye vil
fiskeensilasjen begynne & rétne. Dette vil fore til enda heyere pH-stigning og 1 verste fall md
hele batchen kasseres. Ved for haye pH-verdier i fiskeensilasjen vil dette pavirke kvaliteten
negativt. Ved bruk av for mye syre vil pH-verdien bli lav, dette kan fore til at materialet 1
lagertankene blir edelagt pa grunn av at det vil skje en korrosjon. pH-verdien ber ikke bli lavere
enn 3, da enzymene vil veere mindre aktive. Ved bruk av for mye syre, vil dette ogsa pavirke
okonomien. Derfor er det viktig & finne en balanse, og tilpasse mengde syre etter behov og
basert pa tidligere erfaringer (Bakken & Bekkevold, 1993; Guneriussen, 2018; Mattilsynet,
2020b).

2.3 Ekstraksjon av fiskeolje

For & ekstrahere olje ut av fiskeensilasjen er det ulike prosesstrinn som er vanlig & utfere.
Hydrolyse forer til at ensilasjen brytes ned, slik at det blir lettere & skille ut proteiner, fett og
mineraler som ulike ingredienser (Myhre et al., 2020). Termisk prosessering er en type
varmebehandling som vil inaktivere fiskepatogener, enzymer og bakterier i fiskeensilasjen. Ved
a gjennomfore varmeinaktivering blir produktets holdbarhet okt, 1 tillegg er dette et lovpélagt
krav (Animaliebiproduktforskriften, 2020; Mattilsynet, 2019).

Til slutt sentrifugeres ofte fiskeensilasjen, sentrifugeringen skjer ved hjelp av sentrifugalkraft,
og under pavirkning av denne kraften vil fasene skilles. De ulike fasene vil separeres basert pa
deres tetthet (Eppendorf Handling Solutions, u.d; UiO, 2021b). Dermed vil oljefasen legge seg
som gverste lag, da denne fasen som oftest er lettest (figur 2). Oljelaget inneholder hovedsakelig
forskjellige ikke-polare hydrofobe forbindelser. Laget under kalles emulsjon, emulsjonsfasen
er et system som inneholder hydrofobe og hydrofile forbindelser, denne blandingen bestar av
olje og vann. Det er onskelig at det blir minst mulig mengde av denne fasen. Den tredje fasen
er hydrolysat, ogsé kalt vannfase. Hydrolysatfasen inneholder polare hydrofile proteiner og

andre vannleselige komponenter. Fasen som legger seg i bunnen er sedimentet ogsa kalt



bunnfall. Denne fasen bestar av faste partikler og slam som gjerne kommer fra bein, uleselige
proteiner og andre komponenter som er ulgselige. Det er ogsé enskelig & oppnd minst mulig

mengde av sedimentfasen (Al-Janabi, 2016; Slizyte, Grimsmo & Storre, 2010).

Figur 2: lllustrasjon av de ulike fasene etter sentrifugering av restrastoff fra laks.

2.4 Marine lipider
Lipider er en samlebetegnelse for biologiske fettstoffer og fettlignende stoffer som har til felles
at de er uleselige i vann, men laser seg enklere i organiske lesemidler. De kan deles inn i

triglyserider, fosfolipider, voks og steroler (Skarpeid, 2019; Vu, 2012).

Fettsyrer bestar av en hydrokarbonkjede hvor lengden kan variere, den ene enden er bundet til
en karboksylgruppe (COOH) og den andre enden en metylgruppe (CH3) (Skarpeid, 2019; UiO,
2021a). Fettsyrene kan veare mettet (ingen dobbeltbindinger mellom karbonatomene),
enumettet (en dobbeltbinding) eller flerumettet (to eller flere dobbeltbindinger). Marint fett har
en storre andel med lange fettsyrer, bade mettet, umettede og flerumettede fettsyrer. I tillegg
inneholder marint fett lange fettsyrer med mange dobbeltbindinger som forer til at fettet har et

lavere smeltepunkt (Skarpeid, 2019; Vu, 2012).
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Figur 3: Kjemisk struktur av fettsyrene EPA og DHA (Kamal-Eldin & Yanishlieva, 2002).

Eikosapentaensyre (EPA) og dokosaheksaensyre (DHA) er meget lange flerumettede omega-3
fettsyrer som finnes i marint fett, som vist 1 figur 3 (J. Pedersen, Hjartaker, Miiller & Andressen,
2017). Disse er svert ustabile og er derfor mer utsatt for oksidasjon (harskning). Lys,
temperatur, oksygen og stoffer som katalyserer prosessen, eksempelvis prooksidanter som kan
komme fra tilstedevarelse av urenheter i produktet. Dette kan vare faktorer som fremmer
oksidasjonen av lipider under lagring. Antioksidanter kan benyttes for a4 forhindre denne
uenskede prosessen, hvor det dannes harsk lukt og smak i1 produktet (Bernatek & Ditlefsen,
2021; Hu & Jacobsen, 2016). Oksidasjon er nermere beskrevet 1 avsnitt 2.4.1 Primare- og

sekundere oksidasjonsprodukter.

2.5 Fettkvalitet

Fiskeoljer ber helst opprettholde en hoy kvalitet med lite uonsket smak og lukt, i tillegg er det
onskelig med en lys farge pa oljen (Gildberg & Akse, 1992). Fargekvalitet i fiskeolje er det lite
publisert forskning pa.

Blir fiskeoljen utsatt for faktorer som eksempel oksygen og/eller lys vil den begynne & harskne
og dermed utvikle uenskede smak- og luktkomponenter. Som nevnt inneholder fiskeolje lange
flerumettede fettsyrer som er svart utsatt for harskning. Grunnen til at den uenskede smaken
og lukten dannes er at de flerumettede fettsyrene danner en kompleks blanding av sma
molekyler under harskningsprosessen (Hegermark, 2013). Andre faktorer som kan vere med
pa & fremme forringelseshastigheten kan vare pH, mikrobiell vekst og mekanisk behandling. I
tillegg til disse faktorene, vil fettsyresammensetningen i oljen ogsé pavirke hastigheten (R. B.
Pedersen, 2010). Det kan bédde skje enzymatisk og oksidativ harskning. Enzymatisk harskning
skyldes enzymer som enten hjelper oksygenet a reagere med de umettede fettsyrene og/eller

spalter fettet. For & hindre denne type harskning ma enzymene inaktiveres. Oksidativ harskning



kommer av at de flerumettede fettsyrene tar opp oksygen ved tilgang pd luft, da vil det dannes
peroksider og ubehagelig luktende aldehyder, ketoner og andre spaltningsprodukter. Denne
type harskning rammer forst og fremst overflaten av oljen da oksygenet angriper der det er
kontakt mellom luft og fett. Oksidativ harskning kan unngas eller reduseres ved & fjerne
oksygenet fra fettet, i tillegg kan det tilsettes antioksidanter. Antioksidantene vil hemme denne
type harskning pé grunn av at stoffene reagerer raskere med oksygenet enn fettet (Bernatek &
Ditlefsen, 2021). En annen type forringelse som kan oppsta i fiskeoljer er at triglyseridene

brytes ned til frie fettsyrer under hydrolyse eller enzymatisk oksidasjon (R. B. Pedersen, 2010).

2.5.1 Primare- og sekundare oksidasjonsprodukter

Under oksidasjonsprosessen av fiskeolje dannes ulike oksidasjonsprodukter. Disse produktene
vil fore til forringelse av oljen i form av at det dannes harsk smak og lukt (Aursand et al., 2011).
Oksidasjonsprosessen deles inn i tre faser, denne mekanismen kalles autooksidasjon og vises
skjematisk 1 figur 4. Forste fase kalles initiering, hvor frie radikaler (R*) dannes. Frie radikaler
dannes nar lipidmolekylet (RH) reagerer med oksygen ved bruk av en katalysator.
Hydrogenatomet blir fjernet fra fettsyren og danner et reaktivt fettsyreradikal. Andre fase kalles
propagering, hvor det vil skje en kjedereaksjon av frie radikaler. I denne fasen reagerer frie
radikaler med oksygen og peroksylradikaler (ROO*) blir dannet. Peroksylradikalene er svart
reaktive, dermed vil de reagere videre med andre umettede fettsyrer og danne hydroperoksider
(ROOH) og et fritt radikal (R*). Det frie radikalet som blir dannet kan gjenta prosessen, som
vil fore til en kjedereaksjon. I propageringsfasen dannes primare- og sekundaere
oksidasjonsprodukter. Terminering er den siste fasen, hvor det er hoy konsentrasjon av frie
radikaler. I denne fasen starter de frie radikalene a reagere med hverandre og dermed dannes
det ikke-radikale stabile sluttprodukter (Brun, 2012; Coultate, Blumenthal & Royal Society of,
2009; Frankel, 2005; Porter, Caldwell & Mills, 1995).



Initiering: Xe +RH = Re + XH

Re+0, & ROOe
RH +10, > ROOH

Propagering: 2ROOH =» ROOQe + ROe + H,0

Re+30, =» ROOe
ROOe + RH = ROOH + Re

Terminering: 2Re - R-R
ROOe + Re > ROOR

Figur 4: Autooksidasjon. X=radikal (R. L. Olsen, 2007).

Peroksidverdi (PV) er en verdi som viser mengden primere oksidasjonsprodukter som er
dannet i fiskeoljen, disse er smak- og luktfrie og gir en indikator pa harskningsgraden (Aursand
et al., 2011; Brun, 2012; Haugen, Thoresen, Meisland & Oterhals, 2020). For & maéle
peroksidverdier benyttes ofte standard jodometrisk metode, hvor malingen kan gjennomferes
ved titring, kolorometriske eller elektriske metoder. Kaliumjodidet tilsettes som et
reduksjonsmiddel i den oksiderte preven, som er opplest i en blanding av kloroform og
eddiksyre. Jodet fra kaliumjodidet titreres med standard natriumtiosulfat til et
stivelsesendepunkt (Frankel, 2005). Verdien fra peroksidmélingen kan defineres som mengde
peroksid oksygen per kilo olje eller fett. Verdier under 10 milliekvivalent (mEq) viser at
fiskeoljen er fersk, men om verdien er mellom 30-40 mEq regnes den som harsk (Eurolab, u.4.).
Peroksider og hydrogenperoksider dannes nar frie radikaler kommer 1 kontakt med oksygen
(Bjerneboe, 2020). Sekundaere oksidasjonsprodukter som aldehyder og ketoner dannes av
nedbrutte primere oksidasjonsprodukter som er wustabile. De flyktige sekundere
oksidasjonsproduktene vil i svert smé konsentrasjoner gi uonsket smak og lukt (Aursand et al.,
2011). Metoder som ofte benyttes for & méle sekundere oksidasjonsprodukter er anisidinverdi
(AV) og thiobarbitursyre-reaktive stoffer (TBARS). AV kommer fra nedbrytningen av
hydroperoksid i form av aldehyder (A. @. Olsen, 2017; Pokorny, Janislieva & Gordon, 2001;
Thorkildsen, 2010). Thiobarbitursyre (TBA) -testen ogsa omtalt som thiobarbitursyre-reaktive

stoffer (TBARS) er en metode for & male sekundaere oksidasjonsprodukter og brukes til & male



harskhet i enkelte matvarer. Testen er basert pa den rosa fargeabsorbansen som dannes mellom
TBA og oksidasjonsprodukter av flerumettede lipider, dette males ved en bestemt balgelengde.
Verdien fra metoden defineres ofte som milligram malonaldehyd per kilogram av preven

(Frankel, 2005).

HS N OH

S« _N_ _OH HO_ _N_ _SH
~ ~
z T | W e T . T \IN(
—CH—
N“SH T W ""SH hO0 N NCH-CH=CH™
OH OH

OH

2-thiobarbituric acid malonaldehyde TBA pigment

Figur 5: Reaksjonen mellom 2-thiobarbitursyre og malonaldehyd (Sinnhuber, Yu & Yu, 1958).

Det vil skje en reaksjon hvor ett molekyl malonaldehyd (et sekundert oksidasjonsprodukt)
kondenseres med to molekyler 2-thiobarbitursyre under oppvarming i sure forhold, dette for &

danne et rosa kromogen, figur 5 (Brun, 2012; Oxford Biomedical Research, u.4).

Spesifikke grenseverdier for TBARS er det publisert lite forskning om, men
Vitenskapskomiteen for mattrygghet har oppgitt 0,1 til 3,9 mmol/kg (100-3400 pmol/kg) olje
som et akseptabelt nivd (Aursand et al., 2011). I annen litteratur oppgis det verdier for fisk, hvor
0,58 mg MDA/kg regnes som ikke harsk, 0,58-1,51 mg MDA/kg som litt harsk og 1,51 mg
MDA/kg som harsk (P. Ke, Cervantes & Robles-Martinez, 1984). For a sikre at produktet er
innenfor fastsatte grenseverdier, kan AV males som et alternativ for TBARS. Dette er en
metode som Scanbio Marine Group benytter for & méle sekundare oksidasjonsprodukter.

Grenseverdier som de benytter for AV nér produktet skal benyttes til formiddel, er 10-15.

PV-verdier og TBARS-verdier angir hvor langt olje har kommet 1 harskningsprosessen. Som
vist 1 figur 6 vil grafen for PV vanligvis stige opp til en viss verdi og deretter avta, videre vil
verdien for TBARS gke etter at dannelsen av PV har kommet godt i gang. Dette vil gi en

indikator pé hvor oljen er 1 harskningsprosessen.



Frie Peroksider Sekundeere  Teertisere komponenter
r radikaler PV TBARS Stabile fluorescerende komponenter

tid
Figur 6: Standard harskningsprosess for frie radikaler, PV, TBARS og stabile fluorescerende
komponenter (Wold, 2004).

v

2.5.2 Frie fettsyrer

Frie fettsyrer (FFA) kan defineres som fettsyrer, hvor fettsyren ikke er forestret til en alkohol
(Guneriussen, 2018). FFA er ikke onskelig i fiskeoljer da de bidrar til uensket smak og darlig
holdbarhet, men den ernzringsmessige kvaliteten til oljen vil ikke bli darligere (Bjugn
Industrier A/S, 1996; Hauge, 2020). I tillegg til uensket smak og darligere holdbarhet vil oljen
f4 en darligere kommersiell verdi. En av grunnene til kvaliteten blir redusert er at de frie
fettsyrene er mer utsatt for autooksidasjon enn fettsyrer som er forestret i triglyserider

(Guneriussen, 2018).

Innholdet av FFA 1 oljen produsert av fiskeensilasje vil vere relativt hoy. Dette er fordi
fordeyelsesenzymer som for eksempel lipaser er aktive under lagringen av ensilasje. En annen
arsak til okning er eksogene lipidspaltede enzymer som enten kan komme fra
mikroorganismene som vokser i ensilasjen eller fra fiskens eget fordoyelsessystem. Arsaken til
at det vil skje en ekning av andel FFA, er at fordeyelsesenzymene bryter ned triglyseridene til
FFA. Siden dette er en enzymkatalysert prosess, vil hastigheten pavirkes av temperatur. I tillegg
vil bakteriell nedbrytning bidra til at det dannes enda flere FFA (Bjugn Industrier A/S, 1996;

Guneriussen, 2018).
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3.0 Materialer og metode

3.1 Materialer

Gjennomforing av det praktiske arbeidet ble utfort som vist 1 figur 7. Fiskeensilasjene ble
tillaget pd forhand av Scanbio Marine Group og SINTEF Ocean. Fiskeoljene ble ekstrahert fra
fiskeensilasjene etter ulike prosesstrinn og videre analysert. Narmere beskrivelse av

gjennomferingen blir beskrevet senere.

B Forspksoppsett

Analyser
ScanBia
Protein

pH ensilasje
(<38) HVi;’éVSG Inaktivering
—— g 85°C 20 min
Ensilasje 6 timer '

syre +

antioksidant Lagring 1d,

. S Separering
Ra laks K2 - 2d, 5d, 8d, Inaktivering .
og raslo K3 SEnE ‘ 15d, 22d, 859C 20 min 2000 rpm Bildet

1mnd 10imin
Ensilasie + |
S A Uten

inaktivering

Oppbevaring
i fryser
-80°C

Ta ut olje

Analyser

Oppbevares i romtemperaturl NTNU:

pv
TBARS

[ Utfgrt pa SINTEF Ocean |

?

Utfgres i lppet avsamme da#

Dette utfgres til K2 og K3 dvs. at antall prgver ganges med 2. Det danes 12 prover per forsgksdag.
Figur 7: Prosedyre for giennomforing av forseket og fordeling av arbeidsoppgavene. Kategori
2-materiale (K2) og kategori 3-materiale (K3) (Scanbio Marine Group).

3.1.1 Ensilering

Réstoff som ble brukt for & lage fiskeensilasjene var hel laks (K2) og slo fra laks (K3) levert av
Scanbio Marine Group. Réstoffene ble homogenisert ved bruk av kvern og videre ble begge
rastoffene fordelt i to paralleller hvor den ene parallellen ble tilsatt 3 % maursyre med

antioksidantene propylgallat (PG), butylert hydroksyanisol (BHA) og sitronsyre, og den andre
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parallellen ble tilsatt 3 % maursyre uten antioksidant. Denne delen av prosessen ble

gjennomfort av personell fra Scanbio Marine Group og SINTEF Ocean.

agsmiddekieni |

DAY |
A B e
iy .
£ Vi
gha B Ry
s %5 y E
2 * d J
NS, < N »
! LA - %
1 -~ ST N = nt 2 4
N 7 5 ] P o B Py v 4
" | - 2 )
.l P ’/ - - - S P

Figur 8: Ensilasje fra K2 forste dag sammenlignet med 1,5 maned med lagring (Foto: Mia

Tobiassen Berge).

Fiskeensilasjene ble lagret i romtemperatur opptil €én méned for siste ekstraksjon av olje ble
gjennomfort, som vist i figur 8. pH ble malt i fiskeensilasjene etter 0, 1,4, 7, 14, 21 og 28 dager
med lagring for videre prosessering ble gjennomfert. To praveparalleller med 40 gram i hvert
praoverer ble veid opp av hver ensilasje. Disse ble hydrolysert i vannbad ved 40 °C i seks timer,
inaktivert ved 90 °C i 20 minutter og sentrifugert (2000 rpm i 10 minutter ved 40 °C). Deretter
ble to nye proveparalleller med cirka 50 gram 1 hvert proverer veid opp av hver ensilasje, og
inaktivert i mikrobglgeovn. Temperaturen under inaktivering skulle holde rundt 80-90 °C i 20
minutter. For & opprettholde temperaturen ble mikrobelgeovnen skrudd pa i 15 sekunder, rundt
hvert andre minutt. Etter 20 minutter med inaktivering ble de sentrifugert. Til slutt ble to nye
proveparalleller med 45 gram 1 hvert preverer av hver ensilasje kun sentrifugert. Ferdig
sentrifugerte prover, som vist i figur 9 til 11, ble lagret i fryser ved —80 °C frem til analysene

ble gjennomfort.

Forste dag av det praktiske arbeidet ble pravene hydrolysert i varmeskap hvor de ble rotert ved
40 °C 1 24 timer. P4 grunn av at roteringen stoppet, ble alternativet & benytte vannbad for &
hydrolysere provene. P4 grunn av at enkelte oljeprever hadde TBARS-verdier som ble hoyere
enn standardkurvens verdier, og fortynning ikke ble gjennomfer métte disse analyseres en

ekstra gang.
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Figur 9: Prover med tydelige faser etter hydrolysering, inaktivering og sentrifugering (Foto:
Mia Tobiassen Berge).

———
Figur 10: Prover med tydelige faser etter inaktivering og sentrifugering (Foto: Mia Tobiassen

Berge).
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——

Figur 11: Prover med tydelige faser etter sentrifugering (Foto: Mia Tobiassen Berge).

Provene ble tinet for oljen ble separert fra resterende av fasene (figur 12), og overfort til egne

proverer klar til analyse.

Figur 12: Tinet olje klar for separering fra resterende av fasene (Foto: Tonje Elise Talmo).
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3.2 Metoder
3.2.1 Maling av pH
pH 1 fiskeensilasjen ble mélt ved bruk av pH-meter MP 220, fra Mettler Toledo. Elektroden pa

pH-metret ble skylt med destillert vann mellom hver maling.

3.2.2 Peroksidverdi (PV)

Peroksidverdien ble bestemt ved jodometrisk titrering med SI Analytics-titrator. Analysen ble
gjennomfort 1 henhold til metoden fra AOCS Offical Method Cd 8b-90 (AOCS, 2011).

Under gjennomferingen av analysen ble det brukt natriumtiosulfatlesning som titreringsmiddel.
Det ble benyttet en konsentrasjon pd 0,01M da oljeprovene var cirka 1 gram. Under titreringen
ble ikke kolben dekket med aluminiumsfolie, noe som er avvikende fra prosedyren. Det ble
brukt en magnetrorer for & kunne rere kontinuerlig i preven under titreringen. Resten av

gjennomferingen ble fulgt neyaktig slik som 1 prosedyren (vedlegg 1).

Formel for beregning av PV-verdi:

(V=B)* T+*M=F1

PV =
w * F2

V: volum av titrant brukt under titreringen i milliliter

B: volum av titrant brukt under titrering av blank preve i milliliter
T: Molar av titrator agent (0,01M)

M: Molaritet (1000)

F1: Faktor 1 (1,0000)

F2: Faktor 2 (1,0000)

w: Vekt av oljeprove i gram

(AOCS, 2011).
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3.2.3 Thiobarbitursyre-reaktive stoffer (TBARS)
TBARS ble gjennomfoert neyaktig i henhold til prosedyren fra Ke and Woyewoda, 1979. For
fullstendig prosedyre, se vedlegg 2 (P. J. Ke & Woyewoda, 1979). Det ble benyttet Pharmacia

Biotech Ultrospec 2000 spektrofotometer for & avlese absorbansverdien.

Formel for beregning av TBARS-verdi:

A-b
uM TBARS/g fett = T+ m+ 1000

A: malt absorbans i oljeprove

a: stigningstallet fra standardkurve
b: konstantledd fra standardkurve
m: innveid mengde oljeprove (g)
1000: for & omregne til pM/g
(Hansen, 2013).

3.3 Ingredienser, tilsetningsstoffer og kjemikalier
Oversikt over ingredienser (rastoff og tilsetningsstoffer), samt liste over kjemikalier som er

benyttet under det praktiske arbeidet er listet opp i tabell 1 og 2.

Tabell 1: Oversikt over rastoff og tilsetningsstoffer, i tillegg til leverandor.

Navn Leverander

K2 (ra laks) Scanbio Marine Group
K3 (ré slo fra laks) Scanbio Marine Group
Maursyre (3%) Scanbio Marine Group
PG Scanbio Marine Group
BHA Scanbio Marine Group
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Tabell 2: Oversikt over kjemikalier brukt under analysemetodene.

Analyse Kjemikalier | Formel Leve- CAS/artikkelnum- | Renhets-
rander | mer grad
PV Natriumthio- Na2S203 Merck Art. nr.6512 97 %
sulfat
Acetic acid C2H402 VWR 64-19-7 99,9 %
glacial
(C2H402)
Chloroform CHCLs VWR 67-66-3 99,0-99.4 %
Kaliumjodid KI Supelco 7681-11-0 -—--
TBARS 2-thiobarbi- C4H4aN202S Sigma- 504-17-6 98 %
turic acid Aldrich
Natriumsulfitt | Na2SO3 Merck Art. nr. 6657 98 %
Trikloreddik- | CCL3COOH | Merck 76-03-9 99,5 %
syre (TCA)
(1,1,3,3-tetra- Sigma- 122-31-6 96 %
oksypropan) Aldrich
tetraethoxypro-
pane
Chloroform CHCL3 VWR 67-66-3 99,0-99.,4 %
BHT (butyla- | Ci1sH2¢40 Sigma- EEC nr. 204-881-4 99,0 %
ted hydroxy- Aldrich
toluene)
Ethanol H3CCH20H VWR 64-17-5 96,3 %
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4.0 Resultater

I resultatdelen er det brukt ulike definisjoner:

e Hydrolysert - fiskeensilasje som er hydrolysert i vannbad ved 40 °C i seks timer, deretter

inaktivert ved cirka 90 °C 1 20 minutter for de ble sentrifugert (2000 rpm i 10 minutter

ved 40 °C).

o Termisk - fiskeensilasje som er inaktivert ved cirka 90 °C i 20 minutter for de ble

sentrifugert (2000 rpm i 10 minutter ved 40 °C).

e Ingen - fiskeensilasje som kun er sentrifugert (2000 rpm 1 10 minutter ved 40 °C).

Gjennomsnittsverdiene med standardavvik som ble brukt for & utforme figurene for PV finnes

i vedlegg 3 og for TBARS i vedlegg 4. Ridata (innveid mengde oljeprove og titreringsvolum)

for PV 1 vedlegg 5 og radata (absorbansverdi og innveid mengde oljeprove) for TBARS i

vedlegg 6. I tillegg ligger standardkurver for hver analysedag for TBARS i vedlegg 7.

4.1 pH-utvikling

pH-utviklingen av fiskeensilasjen (figur 13) viser at K2 bade med og uten antioksidanter har en

ganske bratt gkning de fire forste dagene, deretter en jevn gkning. Figuren viser ogsa at K3 med

og uten antioksidanter hadde generelt en jevn gkning, men noe lavere i forhold til K2 med og

uten antioksidant. Verdiene som er brukt i grafen finnes i vedlegg 8.

pHutviklingen i ensilasjene

4,2

Dag 0 Dag 1 Dag 4 Dag7 Dag 14 Dag 21 Dag 28
Dager

—K3 Mmed antioksidant K3 uten antioksidant K2 med antioksidant K2 uten antioksidant

Figur 13: pH-utviklingen av fiskeensilasjene under lagringsperioden.
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4.2 Peroksidverdi (PV)

4.2.1 PV: Rastoff og prosesstrinn

Figur 14 viser utviklingen av K2 med antioksidant og figur 15 viser utviklingen av K2 uten
antioksidant under lagringsperioden, fra dag 1 til dag 28. Prosesstrinnet, ingen, viser noe hoyere
PV-verdier sammenlignet med de andre prosesstrinnene. PV-verdiene fra hydrolysert og
termisk har tilnermet lik utvikling under lagringsperioden bade for K2 med og uten

antioksidant.

PV-verdien fra K2 med antioksidant fra dag 28, ingen, og fra K2 uten antioksidant fra dag 7,
ingen, hadde svert hoye verdier og ble dermed fjernet for & kunne presentere de andre verdiene
mer tydelig. Verdien fra K2 med antioksidant fra dag 28, ingen, ble 511,49 mEq/kg med
standardavvik pa 215,24 mEq/kg og verdien fra K2 uten antioksidant fra dag 7, ingen, ble
2116,87 mEq/kg med standardavvik pé 143,85 mEq/kg (vedlegg 3).

K2 med antioksidant

g 8
I

PV (mEqg/kg)
3

Oii I: “ TIH [ ii

Dag1l Dag4 Dag7 Dag 14 Dag 21 Dag 28

(%))
o

Dager

W Hydrolysert m Termisk Ingen

Figur 14: Gjennomsnittlig PV-verdi av K2 med antioksidant fra dag 1 til 28 med standardavvik.
Diagrammet viser ogsd sammenligningen mellom de ulike prosesstrinnene. Gjennomsnittlig

PV-verdien fra dag 28, ingen, er fjernet pd grunn av at verdien ikke er representativ.
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K2 uten antioksidant
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Figur 15: Gjennomsnittlig PV-verdi av K2 uten antioksidant fra dag 1 til 28 med standardavvik.
Diagrammet viser ogsd sammenligningen mellom de ulike prosesstrinnene. Gjennomsnittlig

PV-verdi fra dag 7, ingen, er fjernet pd grunn av at verdien ikke er representativ.

Figur 16 viser utviklingen av K3 med antioksidant og figur 17 viser utviklingen av K3 uten
antioksidant under lagringsperioden, fra dag 1 til dag 28. PV-verdiene fra alle prosesstrinnene
ble tilneermet lik ved dag 1, men PV-verdiene fra ingen, stiger under lagringsperioden bade for
K3 med og uten antioksidant. Prosesstrinnene, hydrolysert og termisk, holder seg tilnermet

stabil under lagringsperioden bdde for K3 med og uten antioksidant.

PV-verdien fra K3 uten antioksidant, dag 28 fra prosessetrinnet, ingen, hadde veldig hoy verdi
og ble dermed fjernet for & lettere kunne se forskjellene mellom de andre provene. Verdien fra
K3 uten antioksidant, dag 28 fra prosessetrinnet, ingen, ble 2126,15 mEq/kg med standardavvik
pa 9,55 mEq/kg (vedlegg 3).
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K3 med antioksidant
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Figur 16: Gjennomsnittlig PV-verdi av K3 med antioksidant fra dag 1 til 28 med standardavvik.

Diagrammet viser ogsa sammenligningen mellom de ulike prosesstrinnene.

K3 uten antioksidant
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Figur 17: Gjennomsnittlig PV-verdi av K3 uten antioksidant fra dag 1 til 28 med
standardavvik. Diagrammet viser ogsd sammenligningen mellom de ulike prosesstrinnene.

Gjennomsnittlig PV-verdi fra dag 28, ingen, er fjernet pa grunn av at verdien ikke er

representativ.

I figur 16 og 17 vises en tydelig forskjell i PV-verdiene ved bruk av ulikt rastoff, verdiene ble
tydelig heyere ved bruk av K2 som rastoff sammenlignet med K3 som rastoff. Denne

forskjellen vises uavhengig bruken av antioksidant.
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4.2.2 PV: Effekt av antioksidanter

Figur 18 og 19 ble presentert med ulike verdier pa y-aksen, dette ble gjort for & tydeligere
sammenligne hvilken effekt bruken av antioksidant ga 1 de ulike rdstoffene. I resultatdelen er
det kun sett pa effekten av antioksidanter i K2 og K3 som er hydrolysert, dette ble gjort for &
vise et tydelig eksempel. Resterende diagrammer som viser effekten av antioksidanter, finnes i

vedlegg 9.

I figur 18 sammenlignes resultatene fra K2 med og uten antioksidant, sydrolysert. Og figur 19
sammenlignes K3 med og uten antioksidant, hydrolysert. Figurene viser den samme trenden,
hvor rastoffet med antioksidant har lavere PV-verdier enn rastoffet uten antioksidant under hele

lagringsperioden.

Hydrolysert K2

J“iii

Dagl Dag4 Dag7 Dag 14 Dag21 Dag 28
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120

PV (mEqg/kg)
N B [e)] (0] §
o o o (=] o

HW Med antioksidant  m Utan antioksidant

Figur 18: PV-verdier for K2 hydrolysert, med og uten tilstedeveerelse av antioksidant under

lagring (dag 1 til dag 28).
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Figur 19: PV-verdier for K3 hydrolysert, med og uten tilstedeveerelse av antioksidant under
lagring (dag 1 til dag 28).

4.3 Thiobarbitursyre-reaktive stoffer (TBARS)

4.3.1 TBARS: Rastoff og prosesstrinn

Figur 20 viser utviklingen av K2 med antioksidant under lagringsperioden for de ulike
prosesstrinnene. Utviklingen viser lite endring i TBARS-verdiene gjennom lagringsperioden
for prosesstrinnene hydrolysert og termisk, om en ser bort fra verdien ved dag 4, termisk. Ved

prosesstrinnet, ingen, ble TBARS-verdiene hayere for hver analysedag under lagringsperioden.

K2 med antioksidant

TBARS/g fett
=
o

0.6
= ii I i
0.0

Dag1l Dag 4 Dag 7 Dag 14 Dag 21 Dag 28
Dager

W Hydrolysert M Termisk ™ Ingen

Figur 20: Gjennomsnittlig TBARS-verdi av K2 med antioksidant fra dag 1 til 28 med

standardavvik. Diagrammet viser ogsa sammenligningen mellom de ulike prosesstrinnene.
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Figur 21 viser utviklingen av K2 uten antioksidant under lagringsperioden for de ulike
prosesstrinnene. Diagrammet viser at prosesstrinnet, fermisk, holder seg tilneermet lik under
hele lagringsperioden, hvor den laveste verdien ble 0,404 uM TBARS/g fett og hayeste verdien
ble 0,518 uM TBARS/g fett. Disse verdiene finnes i vedlegg 4. Utviklingen til prosesstrinnet,
ingen, viser en stigning under lagringsperioden. For prosesstrinnet, hydrolysert, ble det ingen

tydelig trend.
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Figur 21: Gjennomsnittlig TBARS-verdi av K2 uten antioksidant fra dag 1 til 28 med

standardavvik. Diagrammet viser ogsd sammenligningen mellom de ulike prosesstrinnene.
Figur 22 viser utviklingen av K3 med antioksidant under lagringsperioden for de ulike

prosesstrinnene. Det ble lite endring ved prosesstrinnene, hydrolysert og termisk, men for

utviklingen under lagringsperioden ved prosesstrinnet, ingen, ble det noe stigning.
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Figur 22: Gjennomsnittlig TBARS-verdi av K3 med antioksidant fra dag 1 til 28 med

standardavvik. Diagrammet viser ogsd sammenligningen mellom de ulike prosesstrinnene.

Figur 23 viser utviklingen av K3 uten antioksidant under lagringsperioden for de ulike
prosesstrinnene. Diagrammet viser en jevn ekning for alle prosesstrinnene frem til dag 21, fra

dag 21 til 28 avtok TBARS-verdiene.
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Figur 23: Gjennomsnittlig TBARS-verdi av K3 uten antioksidant fra dag 1 til 28 med

standardavvik. Diagrammet viser ogsa sammenligningen mellom de ulike prosesstrinnene.

Resultatene for TBARS-analysen viser at verdiene for prevene hvor K2 ble brukt hadde heyere
verdiene enn prevene hvor K3 ble benyttet. Denne forskjellen vises uavhengig bruken av

antioksidant.
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4.3.1 TBARS: Effekt av antioksidant

Figur 24 og 25 ble benyttet i resultatdelen for & tydeliggjore bruken av antioksidant, og dermed
har y-aksene ulike verdier. Disse figurene ble brukt som eksempler for & fremheve forskjellene.
Resten av diagrammene finnes i vedlegg 10. Figur 24 viser mindre tydelig forskjell mellom K2
med og uten antioksidant, da verdiene varierer mye. Figur 25 viser at K3 med antioksidant gir

generelt en lavere TBARS-verdier enn K3 uten antioksidant.
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Figur 24: TBARS-verdier for K2 hydrolysert, med og uten tilstedeveerelse av antioksidant under
lagring (dag 1 til dag 28).
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Figur 25: TBARS-verdier for K2 hydrolysert, med og uten tilstedeveerelse av antioksidant under
lagring (dag 1 til dag 28).

For & se utviklingen av bade PV og TBARS i samme graf ved prosesstrinnene, hydrolysert,

termisk og ingen, se vedlegg 11.
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5.0 Vurdering/diskusjon

5.1 pH-utvikling i fiskeensilasjene

Som vist i figur 13 ble pH-utviklingen i fiskeensilasjene laget av K2-materiale (hel fisk) med
og uten antioksidant heyere enn fiskeensilasjene laget av K3-materiale (slo) med og uten
antioksidant. Grunnen til dette kan vere at fiskeensilasjen laget av K2 inneholder bein, og
dermed mer kalsium. P4 grunn av kalsiuminnholdet vil syren neytraliseres og pH-utviklingen
vil fa en jevn egkning pd grunn av at syren trekker inn i beinene. Mulig arsak til at begge
rastoffene har en jevn pH-egkning kan trolig vere at massen blir mer nedbrutt under

lagringsperioden (Bakken & Bekkevold, 1993).

Arsaken til at pH-utviklingen i fiskeensilasjen, K3 uten antioksidant, var heyere ved dag 1
sammenlignet med de andre, kan trolig vaere at ensilasjen ikke hadde tilstrekkelig omrering for
pH-maélingen. Dermed hadde trolig ikke syren blitt jevnt fordelt i massen, i tillegg til at pH-

malingen mulig ble malt hvor massen ikke hadde tilstrekkelig med syre.

Grunnen til at pH-utviklingen ble malt i1 fiskeensilasjene under lagringsperioden var pa grunn
av at for hey pH (heyere enn 4) trolig vil fore til darligere kvalitet i fiskeoljene og det vil
muligens starte en forratnelsesprosess. Det ble valgt & ikke tilsette mer syre i noen av
fiskeensilasjene under lagringsperioden, uavhengig av om utviklingen til K2 ble noe heoyere
enn anbefalt. Dette skyldtes at det var interessant a se utviklingen, samt at rastoffene kunne

sammenlignes med samme grunnlag (Bakken & Bekkevold, 1993).

5.2 Rastoffene: K2 og K3

Resultatene som sammenligner hvordan oljekvaliteten mellom de ulike rastoffene, K2 og K3
ble, vises 1 figur 14 til 17 og 20 til 23. Oljekvaliteten til fiskeoljene hvor K2 ble brukt som
rastoff, oksiderte raskere sammenlignet med fiskeoljene hvor K3 ble brukt som réstoff. Dette
kan ifelge opplysninger fra Scanbio Marine Group skyldes at K2 (hel laks) inneholder storre
mengder blod i forhold til K3 (slo). K3-materiale er tenkt til humant konsum slik at det ikke
skal vaere mye rester av blod, da fisken stort sett har bledd ut under slakting. P4 grunn av at K2
inneholder mer blod som igjen fungerer som en sterk prooksidant, vil dette veere en mulig arsak
til at oksidasjonsprosessen gar raskere ved bruk av K2-materiale (Eilertsen, 2018; Hu &

Jacobsen, 2016).
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En annen mulig arsak til at oksidasjonsprosessen til K2 ble raskere enn K3, kan vere pH-
utviklingen. Som vist i figur 13 egkte pH til K2 bdde med og uten antioksidant mer enn K3 med
og uten antioksidant. P4 grunn av heyere pH-verdier kan dette mulig bidra til at
forringelseshastigheten gker. I tillegg vil trolig mikrobiell vekst pavirke oksidasjonsprosessen,
dette pd grunn av at K2 mest sannsynlig inneholder mer mikroorganismer da dette ikke er tenkt
til humant konsum (R. B. Pedersen, 2010). En annen tanke om hva som mulig kunne pavirket
en raskere oksidasjonsprosess hos K2 kan vere innholdet av enzymer fra innvoller, skinn og
kjett. Dette bidrar til & fremme nedbrytningsprosessen under lagring og dermed muligens
hastigheten péa oksidasjonen sammenlignet med K3 hvor det kun er enzymer fra slo (Bakken
& Bekkevold, 1993). Enzymene hjelper oksygenet til & reagere med de umettede fettsyrene
og/eller spalter fettet, slik at mulig oksidasjonsprosessen skjer raskere (Bernatek & Ditlefsen,

2021).

5.3 Antioksidanter

Figur 18, 19, 24 og 25 viser effekten av antioksidanter i fiskeoljene. Figurene viser at fiskeoljer
med antioksidant har generelt bedre oljekvalitet, enn fiskeoljer uten antioksidant. Forskjellene
mellom oljene med og uten antioksidant var mindre enn antatt, da antioksidanter skal forhindre
oksidasjon av fett og bevare fettkvaliteten bedre (Bakken & Bekkevold, 1993). Det at
fiskeensilasjene og/eller fiskeoljene ikke ble utsatt for store mengder med oksygen under det
praktiske arbeidet kan vare en mulig arsak til at forskjellene ikke ble like store som forventet.
Antioksidantene vil reagere med frie radikaler og ved lite oksygen vil dette fore til lite
peroksider/peroksylradikaler. I folge Scanbio Marine Group sine erfaringer, vil antioksidanten
PG folge proteinfasen under separering av ensilasje. Dermed kan dette ogséd vare en forklaring

pa hvorfor forskjellen ikke ble like store som forventet.
Noen av resultatene som sammenligner med og uten tilstedevarelse av antioksidant 1 oljene

viser en varierende utvikling, &rsaken til dette kan vere avvik som oppstod under

gjennomferingen av analysene.
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5.4 Prosesstrinn og lagring

Resultatene viser at de ulike prosesstrinnene pavirker oksidasjonsprosessen til fiskeoljene.
Figur 14 til 17 og 20 til 23 viser generelt at oksidasjonen i olje fra prosesstrinnet, ingen, oker
under lagringsperioden, bade for K2 med og uten antioksidant og K3 med og uten antioksidant.
Grunnen til dette kan vare at oljen fra prosesstrinnet, ingen, ikke gjennomgikk noe
varmebehandling slik at fiskeoljene fortsatt inneholder enzymer og mikroorganismer som kan
forirsake en raskere harskningsprosess (Animaliebiproduktforskriften, 2020; Bakken &
Bekkevold, 1993; Mattilsynet, 2019). Resultatene fra PV, som vist i figur 14 til 17 viste at oljen
fra prosesstrinnene, termisk og hydrolysert, hadde tilnermet lik og stabil utvikling gjennom
hele lagringsperioden. Dette kan vere pa grunn av at disse prosesstrinnene ble varmebehandlet,
som igjen vil fore til et mer holdbart produkt (Animaliebiproduktforskriften, 2020; Mattilsynet,
2019). Resultatene fra TBARS, vist 1 figur 20 til 23 viste at olje fra prosesstrinnene, termisk og
hydrolysert, hadde noe ujevn utvikling gjennom lagringsperioden. Dette kan vare pd grunn av
avvik som oppstod under TBARS-analysen, som for eksempel uneyaktighet, mulig

kontaminering mellom prevene, fordamping av prevene ved vannbad og lignende.

Figur 23 viser en stigende okning for K3 uten antioksidant frem til dag 21, som vil si at
kvaliteten synker og oljene blir mer oksiderte. Fra dag 21 til dag 28 avtok TBARS-verdiene,
dette kan skyldes at noen av aldehydene kunne ha reagert videre med peptider og proteiner.
Siden proteinoksidasjon ikke er beskrevet i denne oppgaven, ble dermed denne vurderingen
gjort med lite teoretisk bakgrunn. For & kunne vurdere dette resultatet videre, burde dette blitt

narmere undersokt.

5.5 PV- og TBARS-verdier

Ifolge Eurolab vil olje med en PV-verdi pa over 30 mEq i fiskeolje regnes som harsk. Som vist
1 vedlegg 3 har alle provene fra K3 med og uten antioksidant for prosesstrinnene, iydrolysert
og termisk, en verdi under 30 mEq, dette vil si at de ikke overstiger Eurolab sin grenseverdi.
De resterende PV-verdiene er generelt rundt eller over grenseverdiene pa 30 mEq, hvis en ser
bort i fra enkelttilfeller (Eurolab, u.a.). Under analyse av PV oppstod det ofte utfordringer som
ga ujevne resultater. Dette kan skyldes at det er en veldig sensitiv metode, hvor veldig sméa
mengder med lys, temperatur og oksygentilgang pavirket resultatene i stor grad. Dermed ble

noen av resultatene for hoye, slik at de ikke ble representative. En annen utfordring som oppstod
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var at enkelte prover ikke hadde tilstrekkelig med olje, slik at det ikke ble analysert nok

paralleller som forte til at resultatene kan vere noe avvikende.

Vitenskapskomiteen har foreslatt TBARS-verdier til 100-3400 pmol/kg (0,1 — 3,4 pmol/g) som
et akseptabelt niva for olje (Aursand et al., 2011). Alle verdiene fra TBARS var under 3,4
umol/g olje, grunnen til dette kan trolig vere at oksidasjonsprosessen ikke har begynt & danne
store mengder med sekundare oksidasjonsprodukter. En utfordring ved a benytte TBARS for
a male de sekundare oksidasjonsprodukter er at den baserer seg pa rosa fargeabsorbans. Oljens

naturlige farge vil kunne pavirke resultatene fra TBARS.

Forslag til videre arbeid

For & kunne produsere fiskeolje med hey kvalitet er det viktig at de marine oljene unngér
oksidasjon. Derfor kan forslag til videre arbeid vere & forske pa ulike antioksidanter som vil gi
bedre virkning mot oksidasjon av fett. Et annet forslag kan vere & fokusere mer pa a forbedre

kvaliteten til oljen som ekstraheres fra kategori 2-materiale.
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6.0 Konklusjon

Hovedmalet med oppgaven var & sammenligne kvaliteten til olje laget av fiskeensilasjer med
ulike typer rastoff, kartlegge endringer i oljekvaliteten med og uten tilstedevarelse av
antioksidant under lagring og sammenligne hvordan ulike prosesstrinn pavirker sluttkvaliteten

til fiskeoljene.

Ut ifra oppgavens hovedmadl kan det konkluderes med at valg av rastoff ga betydelig effekt pa
oksidasjonsgraden og at kategori 3-materiale bevarte oljekvaliteten bedre enn kategori 2-
materiale. Dette samsvarer med pH-utviklingen til de ulike fiskeensilasjene som ble benyttet,
hvor kategori 2-materiale hadde en sterre ekning i pH og bevarte oljekvaliteten darligere.
Fiskeoljer med antioksidant bevarte oljekvaliteten bedre enn fiskeoljene uten antioksidant, men
forskjellen ble mindre enn forventet. Dermed kan det vere hensiktsmessig & forske pa
antioksidanter som vil kunne hindre oksidasjon av fett og bevare oljekvaliteten bedre. De ulike
prosesstrinnene (ingen, termisk og hydrolysert) pavirket ogsé oksidasjonsgraden. Ved & benytte
kun sentrifugering (ingen) ble oljekvaliteten redusert i stor grad sammenlignet med de
oljepravene som ble hydrolysert og varmeinaktivert. For prevene som ble hydrolysert
(hydrolysert, inaktivert og sentrifugert) og termisk behandlet (inaktivert og sentrifugert) ble
oksidasjonsprosessen relativt lik, og stabil under lagringsperioden. Prosesstrinnet, ingen, hadde
en tydelig eokende oksidasjonsprosess under hele lagringsperioden. Dermed kan det
konkluderes med at prevene ber varmebehandles for & bevare oljekvaliteten bedre over en

lengre periode.
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Vedlegg
Vedlegg 1: Metodebeskrivelse for peroksidverdi

Peroxide value (PV) — peroksidverdi.
Trenger kolber (100 — 250 mL) egnet til titrering og automatisk titrator.

Reagenter:
- Titrator agent: Na:S:03-lesning (mi lagres merkt)
o Lag 0,01 M Na2S20s-lesning for 1 g olje eller mer
o Lag 0,001 M Na:820s-lesning for 0,8 g olje eller mindre
- Blandingslesning (1L):
o 600 mL eddiksyre + 400 mL kloroform
- Kaliumjodid-lasning:
o Ma lages "ferskt”. 1 g Kl lases i 1,3 g destillert vann

Fremgangsmite for PV-bestemmelse:
e Overfar 1 g olje til glasskolber egnet til titrering
Tilsett 30 mL av blandingslesningen
Tilsett 0,5 mL KI
Dekk kolber med en aluminiumsfolie, og bland innhold i 60 sek
Tilsett 30 mL destillert vann
Begynn titrering med Na2S20:-lesningen som ble laget (husk & bruke magnetrerer)
Noter ned mengde titrert

For blank prave:
¢ 30 mL av blandingslesning (eddiksyre og kloroform) blandes med 0,5 mL Kl i en
erlenmeyer kolbe
¢ Dekk kolben med aluminiumsfolie og bland i 60 sek.
30 mL destillert vann tilsettes og titreres som over
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Side 2 av 2

Resultat:

Resultat av PV beregnes i milli-ekvivalent O: per kg preve (meq O2/ kg olje).
For beregning:

PV = (V-B)*T*M*F1/(w*F2)

Hvor

V — volum av titrant brukt under titreringen i mL

B — volum av titrant brukt under titrering av blank preve i mL
T — Molar av titrator agent (0,01 eller 0,001 M)

M — Molaritet (1000)

F1 — Faktor 1 (1,0000)

F2 — Faktor 2 (1,0000)

w — Vekt av oljepreve i g.
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Vedlegg 2: Metodebeskrivelse for thiobarbitursyre-reaktive stoffer

TBARS (mikrometode) Ke og Woyewoda, 1979 — norsk
Lesninger

e 0,04 M TBA stamlgsning: Lgs opp 2-tiobarbitursyre (2,88 g) i 50 ml dobbeltdestillert
vann i en 500 ml kolbe og fyll opp til merket med iseddik under kraftig omrgring.

e 0,3 M natriumsulfittigsning: Lgs opp 3,781 g natriumsulfitt (Na2S03) i 100 ml
dobbeltdestillert vann.

e 0,28 M Trikloreddiksyre (TCA) Igsning: Lgs opp 4,575 g TCA i 100 ml dobbeltdestillert
vann

e 0,02 M TEP-standard stamlgsning: Lgs opp 0,22 g TEP i 100 ml dobbeltdestillert vann
(eller 55 mg i 25 ml vann)

e 0,0001 M TEP: 1 ml 0,01 M TEP + 99 ml dobbeltdestillert vann (eller 250 pl fortynnet
til 25 ml)

e TBA-arbeidslgsning (NB — dette ma ikke lages mer enn 30 minutter fgr analysen): 180
ml TBA — stamlgsning, 120 ml kloroform, 15 ml natriumsulfittlgsning og 9,45 ml 3 %
BHT-Igsning i etanol.

Fremgangsmite

Alle mengder ble halvert i forhold til den opprinnelige prosedyren for & kunne bruke kimax-
ror til denne prosedyren

1. lipid (olje) (10 mg eller mindre) ble veid i kimex-rgrene

2. TBA-arbeidslgsning (5ml) ble tilsatt og blandingen ble blandet pa en virvelmikser i 15-
20 sek. Rgrene ble deretter inkubert i et kokende vannbad i 45 minutter.

3. rgrene ble deretter avkjglt i kaldt vann, 2,5 ml TCA-Igsning ble tilsatt og blandet ved
inversjon. Rgrene ble deretter sentrifugert i 5-10 minutter ved 2500 rpm ved
romtemperatur (sentrifugeringen bgr vaere god nok til & sikre en god separasjon av
den rosa og vannfasen fra kloroformfasen.

4. den optiske tettheten (absorpsjon) av vannfasen ble bestemt ved 538 nm.

Kjor minst to paralleller. Blindpreven ble laget ved & utelate oljen. En standard graf ble laget
ved 4 tilsette kjente konsentrasjoner av TEP (1,1,3,3-tetraoksypropan). Felgende
konsentrasjoner ble brukt:

1, 3,5, 10, 15 og 20 nmol (dette oppnés ved a tilsette 10, 30, 50, 100 og 200 pl av en 0,0001
M TEP-lgsning). Ved heye absorpsjonsverdier ble vannfasen fortynnet med dobbeltdestillert
vann. Dobbeltdestillert vann ble ogsé brukt som referanse.

(200 pl kan vaere for mye. Johanna har tilsatt vann slik at alle rerene inneholder 200 pl).



Vedlegg 3: Gjennomsnittsverdier med standardavvik for PV

Side 1 av 1

Enkelte prover ikke hadde noe standardavvik da det ikke er noen paralleller.

[ Preve Dager GJ. snitt peroksidverdi [mEq/kg]  standardavvik
Hydrolysert Termisk Ingen
K2 med an-| Dag 1 27,66 +5,84 4242 +4,43 97,03 +—
tioksidant [ Dag 4 40,10£0,28 26,90 £ 6,36 145.86 +—
[Dag 7 51,10 t— 55,23 £5,66 166,46 +—
Dag 14 30,45 * 3,46 30,47 £ 6,47 78,95 + 21,14
Dag 21 37,85+ 2,76 25,22 3,47 107,66 40,36
Dag 28 43,82 + 13,46 31,21+1,86 511,49 215,24
KZ uten an-| Dag | 70,70 £ 5,64 71,09 £ 0,84 186,25 * 20,72
tioksidant | Dag 4 63,61 £ 7,50 35,17 2,88 96,59 * 26,46
[Dag 7 89,55 * 25,95 4238+8,26 2116,87 + 143,85
Dag 14 42,07 £4,71 32,81 + 7,48 132,07 £3,58
Dag 21 42,65 +2,19 32,54+0,23 125,20 + —
Dag 28 65,83 1,80 47,55 £16,90 163.40 +—
K3 med an-| Dag | 14,22 £0,03 1,25+0,64 19,24 + 0,93
tioksidant | Dag 4 990+1,14 6,62 + 1,66 18,40 £ 1,98
[Dag 7 9,75 + 1,48 593+1,04 39,40 £ 12,33
Dag 14 11,49 £ 0,69 232 +3,29 76,73 18,48
Dag 21 13,73 £ 2,02 7,30%0,28 57,62 18,78
Dag 28 8,71 £0,42 7,11 £0,30 87.88 +—
K3 uten an-| Dag | 15,10 £5,0/ TT.0T £2,70 2467 2,78
tioksidant [ Dag 4 1235+1,77 9,50+1,70 17,36 + 1,64
[ Dag 7 15,91 £ 0,07 8,27+1,19 40,53 £4,71
Dag 14 13,88 £0,31 10,05 + 0,49 53,02 £ 26,70
Dag 21 2238%1,25 7,690,13 83,52 £ 26,41
Dag 28 21,21£0,15 10,55 £ 2,05 2126,15 £ 9,55




Vedlegg 4: Gjennomsnittsverdier med standardavvik for TBARS

Side 1 av 1

[ Prove Dager Gj. snitt thiobarbitursyre-reaktive stoffer
[uM TBARS/g fett] + standardavvik
L Hydrolysert Termisk Ingen

K2 med an-| Dag | 0,422 0,074 0,245 £ 0,027 0,356 + 0,045
tioksidant [ Dag 4 0,640 + 0,010 1,005 £ 0,572 0,640 + 0,035
Dag 7 0,363 £ 0,033 0,217 £0,128 0,678 £ 0,073

Dag 14 0,482 £ 0,090 0,319 £0,123 0,926 £ 0,065

Dag 21 0,625 £ 0,023 0,401 £ 0,183 1,115 £ 0,127

Dag 28 0,599 £ 0,045 0,441 £ 0,014 1,350 £0,225

KZ uten an-| Dag | 0,866 £ 0,360 0,443 £0,005 0,575 £ 0,048
tioksidant | Dag 4 1,109 £ 0,570 0,504 £ 0,229 0,458 £ 0,280
Dag 7 0,230 £ 0,073 0,419 £ 0,085 0,778 £0,069

Dag 14 0,770 £0,172 0,437 £0,032 1,335£0,311

Dag 21 0,870 £ 0,031 0,518 £ 0,093 1,274 £0,043

Dag 28 0,089 0,011 0,404 £ 0,069 1,385 £0,098

K3 med an-| Dag | 0,058 £ 0,009 0,060 £ 0,010 0,134 £0,121
tioksidant | Dag 4 0,136 £ 0,015 0,045 £ 0,005 0,079 £ 0,007
Dag 7 0,060 £ 0,036 0,036 £ 0,037 0,157 £ 0,015

Dag 14 0,152 0,013 0,090 £ 0,020 0,232 £0,172

Dag 21 0,158 £ 0,052 0,130 £ 0,017 0,481 £ 0,014

Dag 28 0,049 £ 0,028 0,057 £0,014 0,373 £0,028

K3 uten an-| Dag | 0,071 £ 0,006 0,068 £ 0,012 0,124 £0,024
tioksidant | Dag 4 0,099 % 0,023 0,131 £0,029 0,134 £ 0,069
Dag 7 0,130 £ 0,057 0,144 £ 0,075 0,231 £ 0,020

Dag 14 0,299 0,013 0,169 £ 0,030 0,636 £ 0,045

Dag 21 0,389 £ 0,046 0,189 £0,088 1,006 * 0,068

Dag 28 0,293 + 0,009 0,130 £ 0,018 0,130 0,018
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Vedlegg 5: Radata for PV
Omréader markert med rosa farge, er avvikende og dermed ikke tatt med i utregning av

gjennomsnitt.

11.02.2022 __ Vekt (w) Volum (tt Y titrert) it . ) 10.03.2022 Vekt(w) Volum (titrert)

71,10 3Lz
443 6,39 5.66 647 347 1,86

Gjennomsnitt 71,09 3517 4238 3281 32,54 47,55
Strandardavvik 0,84 2,88 826 7.48 023 16,90
Gjennomsnitt 1,28 6,62 593 232 7,30 n
Strandardavvik 0,64 1,66 1.04 3.29 028 030

Gjennomsnitt 1,91 9,50 827 10,05 7.69 10,55
Strandardavvik 2,70 170 119 0,49 0,13 2,05

Gjennomsnitt 17,36
Strandardavvik 1,64

Blankprgver Volum (mL) 0,01M

11.02.2022 0,10 Konstantverdier

14.02.2022 0,02 M - molaritet 1000
17.02.2022 0,06 F1-Faktor1 1,0000
24.02.2022 0,09 F2 - Faktor 2 1,0000
03.03.2022 0,05 T - titer 0,01
10.03.2022 0,02



Side 1 av 2

Vedlegg 6: Ridata for TBARS

[Prover 11.02.2022 14.02.2022 17.02.2022 24.02.2022 03.03.2022 10.03.2022

Hidrotyseﬂ nm Vekt (g) nm Vekt (g) nm Vekt (g) nm Vekt (g) nm Vekt (g) nm Vekt (g)

;;ﬂkmfmbidml 0,096 0,0136 0,108 0,0114 0,081 0,232 0,103 0,0102 0,234 0,0148 0,245 0,0188
K2 med antioksidant 2 0,086 0,0134 0,405 0,0144 0,167 0,0167 0,107 0,0113 0,095 00125 0,242 0,0191
K2 med antioksidant 3 0,074 0,0127 0,385 0,0107 0,066 0,0102 0,047 0,0102 0,195 0,0140 0,203 0,0157
K2 uten antioksidant 1 0,214 0,0196 0,203 0,0108 0,274 0,0211 0,151 0,0144 0,165 0,0126 0,271 0,0201
K2 uten antioksidant 2 0,136 0,0124 0,117 0,0108 0,178 0,0198 0,137 0,0116 0,188 0,0103 0,146 0,0111
K2 uten antioksidant 3 0,182 0,0166 0,086 0,0102 0,299 0,0253 0,138 0,0133 0,227 0,146 0,193 0,0177
K3 med antioksidant 1 0,031 0,0156 0,021 0,0114 0,046 0,0198 0,028 0,0119 0,083 0,0166 0,076 0,0206
K3 med antioksidant 2 0,038 0,0176 0,023 0,0159 0,017 0,0117 0,048 0,0165 0,089 0,0178 0,071 0,019
K3 med antioksidant 3 0,027 0,015 0,024 0,0146 0,051 0,0217 0,022 0,0107 0,120 0,0230 0,094 0,026
K3 uten antioksidant 1 0,024 0,0117 0,048 0,0105 0,153 0,0235 0,049 0,0139 0,093 0,0168 0,087 0,0143
K3 uten antioksidant 2 0,03 0,0119 0,048 0,0139 0,1 0,0296 0,098 0,0200 0,101 0,0198 0,098 0,015
K3 uten antioksidant 3 0,037 0,016 0,034 0,0105 0,071 0,0229 0,084 0,0187 0,177 0,0198 0,099 0,0147
Ingen

ng ‘med antioksidant 1 0,114 0,0114 0,174 0,0109 0,435 0,0221 0,334 0,0138 0,432 0,0146 0,747 0,0209
K2 med antioksidant 2 0,088 0,011 0,211 0,0127 0,263 0,0150 0,319 0,0138 0,448 0,0168 0,404 0,0143
K2 med antioksidant 3 0,145 0,0157 0,21 0,0141 0,177 0,0103 0,291 0,0138 0411 0,0122 0,542 0,0146
K2 uten antioksidant 1 0,2 0,0142 0,59 0,0109 0,311 0,0138 0,489 0,0118 0,483 0,0147 0,490 0,0137
K2 uten antioksidant 2 0,33 0,022 02 0,0124 0,414 0,0209 0,528 0,0195 0,501 0,0143 0,730 0,0205
K2 uten antioksidant 3 0,134 0,0101 0,193 0,0113 0,334 0,0177 0,764 0,0257 0,423 0,0124 0455 0,014
K3 med antioksidant 1 0,031 0,0129 0,032 0,0143 0,085 0,0189 0,137 0,0117 0,305 0,0221 0,264 0,0235
K3 med antioksidant 2 0,081 0,0112 0,044 0,019 0,113 0,0239 0,162 0,012 0,280 0,0206 0,213 0,019
K3 med antioksidant 3 0,025 0,012 0,037 0,0146 0,155 0,0320 0,503 0,0260 0,254 0,019 0,175 0,0159
K3 uten antioksidant 1 0,064 0,0163 0,036 0,0134 0,201 0,0319 0,220 0,0151 0,718 0,0208 1,206 0,0297
K3 uten antioksidant 2 0,046 0,012 0,113 0,0208 0,177 0,0302 0,435 0,0261 0,521 0,0127 0,798 0,0182
K3 uten antioksidant 3 0,043 0,0148 0,031 0,01 0,203 0,0295 0,287 0,0182 0,757 00212 0,937 0,0212
Standardkurve 11.02.2022 14.02.2022  17.02.2022  24.02.2022  03.03.2022  10.03.2022

1 parallell 1 0,025 0,033 0,040 0,024 0,058 0,099

1 parallell 2 0,035 0,031 0,037 0,022 0,055 0,046

1 parallell 3 0,032 0,031 0,042 0,028 0,046 0,065

3 parallell 1 0,072 0,080 0,100 0,072 0,121 0,132

3 parallell 2 0,085 0,080 0,094 0,076 0,097 0,110

3 parallell 3 0,075 0,079 0,092 0,075 0,090 0,092

5 parallell 1 0,128 0,131 0,145 0,124 0,173 0,174

5 parallell 2 0,129 0,128 0,148 0,129 0,159 0,162

5 parallell 3 0,129 0,125 0,146 0,126 0,179 0,192

10 parallell 1 0,238 0,242 0,273 0,254 0,225 0,273

10 parallell 2 0,236 0,241 0,267 0,239 0,318 0,295

10 parallell 3 0,249 0,233 0,270 0,244 0,298 0,273

15 parallell 1 0,357 0,387 0,379 0,380 0,420 0,373

15 parallell 2 0,382 0,357 0,389 0,378 0,391 0,400

15 parallell 3 0,372 0,363 0,380 0,387 0,436 0,420
20 parallell 1 0,450 0,465 0,542 0,507 0,495 0,516
20 parallell 2 0,486 0,493 0,521 0,472 0,527 0,481

20 parallell 3 0,474 0,492 0,501 0,463 0,533 0,495



Ekstra prover.

K2 u/anti-ingen (14/02-22) 1
K2 u/anti-ingen (14/02-22) 2
K2 u/anti-ingen (14/02-22)3
K3 u/anti - hydrolysert (14/03-22) 1
K3 u/anti - hydrolysert (14/03-22) 2
K3 u/anti - hydrolysert (14/03-22) 3
K2 u/anti - hydrolysert (17/02-22) 1
K2 u/anti - hydrolysert (17/02-22) 2
K2 u/anti - hydrolysert (17/02-22) 3
K3 m/anti-ingen (24/02-22) 1
K3 m/anti-ingen (24/02-22) 2
K3 m/anti-ingen (24/02-22)3
K3 u/anti-ingen (03/03-22)1
K3 u/anti -ingen (03/03-22) 2
K3 u/anti-ingen (03/03-22)3
K2 u/anti - hydrolysert (10/03-22) 1
K2 u/anti - hydrolysert (10/03-22) 2
K2 u/anti - hydrolysert (10/03-22) 3
K3 u/anti-ingen (10/03-22)1
K3 u/anti-ingen (10/03-22) 2
K3 u/anti -ingen (10/03-22)3

vekt (g)
0,0186
0,0145
0,0182
0,0122
0,0188
0,0206
0,0124
0,0128
0,0174
0,0131
0,0140
0,0100
0,0175
0,0144
0,0114
0,0117
0,0189
0,0141
0,0168
0,0227
0,0188

nm 538
0,289
0,228
0,276
0,042
0,064
0,079
0,890
0,654
1,318
0,123
0,126
0,098
0,453
0,362
0,267
0,229
0,448
0,328
0,724
0,954
0,836

Side 2 av 2

nm fortynnet

0,102
0,064
0,126

0,066
0,085
0,086



Vedlegg 7: Standardkurve TBARS
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Side 1 av 1

Vedlegg 8: Verdier fra pH-mélingen av fiskeensilasjene gjennom lagringsperioden

Dager K2 med K2 uten K3 med K3 uten
antioksidant antioksidant antioksidant antioksidant
Dag0 | 3,40 3,45 3,76 3,42
Dag1 |3,63 3,68 3,35 3,38
Dag4 | 3,81 3,88 3,42 3,40
Dag7 | 3,87 3,91 3,44 3,46
Dag 14 | 3,91 3,98 3,48 3,49
Dag 21 | 3,96 4,01 3,49 3,52
Dag 28 | 4,09 3,99 3,57 3,56




Side 1 av 2

Vedlegg 9: Resterende diagram for effekt av antioksidant, PV
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Vedlegg 10: Resterende diagram for effekt av antioksidant, TBARS
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Side 1 av 2

Vedlegg 11: Grafer for PV og TBARS
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Side 2 av 2

K2 med antioksidant - ingen K2 uten antioksdiant - ingen
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