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Sammendrag
Marine makroalger, spesielt brunalger, er kjent for & inneholde hgye nivaer av polyfenoler med

antioksidative og antimikrobielle egenskaper. Disse egenskapene kan utnyttes innen
naringsmiddelindustrien som en ingrediens i matprodukter for & oppna gkt lagringsstabilitet.
Malet med oppgaven var derfor & undersgke om tilsats av blansjert, frysetarket butare (Alaria
esculenta) i pulverisert form kunne gke lagringsstabilitet i ra lakseburger (Salmo salar). For &
finne optimale blansjeringsbetingelser for butare, ble kombinasjoner av temperatur (60, 70, 80
og 90 °) og tid (90, 180 og 900 sekunder) testet ut og optimaliseringen ble basert pa
kvantifisering av polyfenol- og antioksidantniva med henholdsvis Folin- Ciocalteu metoden og
DPPH- radical scavenging assay. Blansjering ble utfart i vann og rastoffet var vakuum-pakket
under varmebehandlingen. Enzyminaktivering i butare blansjert ved ulike betingelser ble ogsa
testet ved katalase- og peroksidasetest. Blansjeringsstudiet ga ingen indikasjon pa hvilken
blansjeringstemperatur og -holdetid som ga best utbytte av polyfenoler og antioksidativ
kapasitet samt enzyminaktivering i butare. I midlertidig viste resultatene at bade temperatur og
holdetid pavirker antioksidativ kapasitet i butare. Den sterkeste blansjeringsbetingelse, 90 °C i
180 sekunder, ble valgt som optimal for & sikre fullstendig inaktivering av enzymer i butare.
Deretter ble lakseburgerne produsert ved kverning av filet og avskjeer fra atlantisk laks og tilsatt
pulverisert butare, forbehandlet ved dehydrering og blansjering (90 °C i 180 sekunder), i
konsentrasjoner 0 (kontroll), 0,41, 1,66 og 2,91 %. Lakseburgerne ble pakket i modifisert
atmosfare (CO2:N2, 60 %:40 %) og Kkjelelagret i 4 °C, over 21 dager. Lagringsstabilitet til
lakseburgerne ble analysert ved & male oppvekst av totalt psykotroft kimtall (TPK),
Pseudomonas spp., melkesyrebakterier (LAB) og Brochotrix thermosphacta (B.
thermosphacta). Det ble pavist oppvekst av TPK, Pseudomonas spp. og LAB i lakseburgerne
med og uten tilsats av pulverisert butare. Lagringsforsgket viste ikke gkt stabilitet da
lakseburger tilsatt butare ikke viste antimikrobiell effekt mot TPK og LAB. Resultatene
indikerte derimot antimikrobiell effekt mot Pseudomonas spp. i lakseburgere tilsatt 1,66 og
2,33 % butare, men nivaet var lavt. Den hemmende effekten ved tilsats av alge kan ha veert
forarsaket av andre faktorer enn antimikrobiell effekt, som saltinnhold i butare eller redusert
vannaktivitet grunnet rehydrering av vann fra laksefarse til algen. Videre ble det funnet lave
verdier av polyfenoler og antioksidativ kapasitet, sammenlignet med andre studier. Det lave
nivaet kan ha bidratt til liten antimikrobiell effekt i lakseburgerne og videre arbeid rettet mot

inkorporering av butare som et middel for a stabilisere matprodukter er derfor anbefalt.



Abstract

Marine macroalgae, especially brown algae, are known to contain high levels of polyphenols
with antioxidant and antimicrobial properties. These properties can be utilized in the food
industry as an ingredient to increase stability of food products. Therefore, the aim of this thesis
was to investigate whether the addition of blanched, freeze-dried Alaria esculenta, in a
powdered form, could increase storage stability in raw salmon burgers (Salmo salar). To find
optimal blanching conditions for A. esculenta, combinations of temperature (60, 70, 80 and 90
°) and time (90, 180 and 900 seconds) were tested and optimization was based on the
quantification of polyphenol and antioxidant levels by the Folin-Ciocalteu method and DPPH
radical scavenging assay, respectively. A. esculenta was vacuum-packed, when blanched with
water. Enzyme inactivation in A. esculenta, blanched under various conditions, was also tested
by catalase- and peroxidase assays. The blanching study gave no indication of which
combination of blanching temperature and holding time, that gave the best yield of polyphenols
and antioxidant capacity, as well as enzyme inactivation in A. esculenta. The results achieved
did however indicate that both temperature and holding time affects the yield of antioxidant
capasity. The strongest blanching condition, 90 ° C for 180 seconds, was chosen as optimal, to
ensure complete inactivation of enzymes in the algae. Salmon burgers were produced by
grinding the fillets and trimmings from Atlantic salmon and adding powdered A. esculenta, pre-
treated by dehydration and blanching (90 ° C for 180 seconds), at concentrations of 0 (control),
0.41, 1.166 and 2.99 %. The salmon burgers were packed in modified atmosphere (CO2: N2,
60%: 40%) and refrigerated at 4 ° C, over 21 days. Storage stability of salmon burgers were
analyzed by measuring the growth of total psychotrophic plate count (TPK), Pseudomonas spp.,
Lactic acid bacteria (LAB) and Brochotrix thermosphacta (B. thermosphacta). The growth of
TPK, Pseudomonas spp. and LAB was detected in salmon burgers, with and without the
addition of powdered A. esculenta. The storage experiment did however not give an increased
stability, as the salmon burgers with the addition of powdered algae did not show antimicrobial
effect against TPK and LAB. On the other hand, the results, indicated antimicrobial efficacy
against Pseudomonas spp. in salmon burgers added 1.66 and 2.33% butare, but the growth
levels were low. The inhibitory effect of the addition of A. esculenta may have been caused by
factors other than the antimicrobial effect, such as salt content of the algae or reduced water
activity due to rehydration of the algae. Furthermore, low values of polyphenols and antioxidant
capacity were found in A. esculenta, compared to other studies. The low level may have
contributed to low antimicrobial effect in the salmon burgers and further work aimed at

incorporating A. esculenta as an agent to stabilize food products is therefore recommended.
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1. Introduksjon

| falge FNs barekraftsmal ma klimaendringer reduseres innen 2030, blant annet ved en mer
baerekraftig matproduksjon og forbruk (Regjeringen, 2019; FN, 2017). En barekraftig
matproduksjon kan eksempelvis gjennomfares ved 4 ta i bruk nye ressurser som naringskilde,
men ogsa som funksjonell matingrediens for & redusere matsvinn. Mye av fremtidens
matforsyning er spadd til & stamme fra havet (Bruhn et al., 2016), da havet star for 50 % av den
totale biomasseproduksjonen. Likevel er det bare ca. 2 % av denne biomassen som i dag
benyttes til mat (Skjermo et al., 2014). Norge har en lang kystlinje med store potensialer og har
Europas stgrste bestander av marine makroalger. Marine makroalger er bade berekraftig og
fremtidsrettet, og er spadd til & ha et stort potensial for utvikling av nye og berekraftige
produkter (Kjarsvik, 2017). Sammenlignet med de fleste landplanter har marine makroalger en
hayere produktivitet og krever blant annet ikke landareal og ferskvann ved produksjon (Bruhn
et al., 2016; Gao og McKinley, 1994). Makroalger, spesielt brunalger, er rapportert til &
inneholde lave nivaer av lipider, hgye konsentrasjoner av polysakkarider, vitaminer og
mineraler samt hgye nivaer av bioaktive komponenter, og blir derfor ansett som en god
naringskilde (Gupta og Abu-Ghannam, 2011). Samtidig ma de gkonomiske aspektene ved
algeproduksjon tas i betrakting og det er derfor viktig med varierte applikasjoner for at
storskalaproduksjon skal vere gunstig (Skjermo et al., 2014). Ulike applikasjoner av marine
makroalger innen naringsindustrien kan eksempelvis vere kosttilskudd og salterstattere
(Roohinejad et al., 2017), men kan ogsa veere et naturlig alternativ til konvensjonelle

konserveringsmidler, grunnet hgye nivaer av bioaktive komponenter.

Forbrukere har uttrykt et gnske om naturlige konserveringsmidler i mat og sunne neringskilder,
samtidig som kommersielt tilberedte matprodukter har blitt en gkende trend (Delaquis et al.,
2002). Det var derfor av interesse & undersgke om marine makroalger kunne utnyttes som et

middel for & stabilisere ra lakseburger, og dermed bidra til en mer bearekraftig matproduksjon.

Oppgaven ble utfert i dialog med Seaweed Energy Solutions AS.



2. Mal for oppgaven

Opprinnelig mal for oppgave:

Hovedmal: Undersgke om tilsats av blansjert butare kan gke lagringsstabilitet i ra lakseburger.

1. Delmal: Finne optimal blansjeringsbetingelse (i form av temperatur- og tid-
kombinasjon) for butare, basert pa algens innhold av polyfenoler og antioksidative
egenskaper.

2. Delmdl: Beregne optimal butarekonsentrasjon i ra lakseburger, basert pa
jodkonsentrasjoner i butare samt algens polyfenolinnhold, antioksidative
egenskaper og antimikrobiell effekt.

3. Delmal: Undersgke mikrobiell lagringsstabilitet i ra lakseburger tilsatt pulverisert
butare i ulike konsentrasjoner.

4. Delmal: Undersgke de fysiokjemiske egenskapene harskning-, farge- og

teksturegenskaper i ra lakseburger tilsatt pulverisert butare i ulike konsentrasjoner.

Grunnet COVID-19 situasjonen som oppstod under utforming av denne masteroppgaven var
det ikke mulig & gjennomfare alle opprinnelig planlagte delmal. For & na delmal 2 skulle
mengde butare i ra lakseburger, baseres pa jodkonsentrasjon funnet i butare gjennom analyse,
samt en agar disc-diffusion metode for & evaluere hvilke konsentrasjoner av butare som ga
antimikrobiell effekt. For delmal 3 skulle polyfenol- og saltinnhold males i ra lakseburger tilsatt
ulike konsentrasjoner av pulverisert butare. For delmal 4 skulle det opprinnelig undersgkes om
tilsats av pulverisert butare i ra lakseburger ga en antioksidativ effekt rettet mot lipidoksidasjon,
over en lagringsperiode pa 21 dager. I tillegg skulle fettinnhold samt farge- og teksturendringer

under lagringsperioden undersgkes.



Basert pa dette ble oppgavens mal reformulert:

Hovedmal: Undersgke om tilsats av blansjert butare kan gke lagringsstabilitet i ra lakseburger.

1. Delmal: Finne optimal blansjeringsbetingelse (i form av temperatur- og tid-
kombinasjon) for butare, basert pa algens innhold av polyfenoler, antioksidative
egenskaper.

2. Delmal: Undersgke mikrobiell lagringsstabilitet i ra lakseburger tilsatt pulverisert
butare i ulike konsentrasjoner, som beregnes ut ifra jodinnhold og antimikrobiell
effekt i butare, funnet gjennom litteraturstudie.

3. Delmal: Sammenligne kjemisk sammensetning av butare med andre marine

makroalger, gjennom litteraturstudie.

Kvalitet i denne oppgaven er definert som mikrobiologisk og kjemisk.



3. Teoretisk bakgrunn

3.1 Makroalger
Makroalger er et samlebegrep for en heterogen gruppe av planter som vokser i havet og elver,

sa lenge de er i stand til & utfgre fotosyntese ved lyseksponering (Gamal, 2011; Hurd et al.,
2014). Algene inneholder klorofyll, men i motsetning til landplanter har ikke makroalger ratter,
blader eller et vaskulaert system. De tar opp neringsstoff gjennom osmose (Gupta og Abu-
Ghannam, 2011). Det finnes ulike typer makroalger, kategorisert ved kjemisk sammensetning,
pigmentering, celleveggsoppbygging og deres reproduktive egenskaper (Gamal, 2011). Algene
deles inn i grgnnalge (Chlorophyta), brunalge (Phaeophyta) og redalge (Rhodophyta) (Hurd et
al., 2014).

Makroalger er en gunstig ressurs for mange marine arter, men ogsa for menneskelig konsum.
Japan er et land som konsumerer makroalger i store mengder og har benyttet seg av rastoffet i
over tusen ar (Maehre et al., 2014). Japan er ogsa den tredje sterste makroalgeprodusenten i
verden, grunnet stor produksjon av den hgyverdige nori-algen. Land i @st- og Segrgst Asia
dominerer den globale makroalgeproduksjonen, hvor Kina produserer mest (Nayar og Bott,
2014). Utnyttelsen av makroalger til mat, fér og gjedsel var vanlig i Norge-Europa mellom
900-1700 tallet, men ble et mindre populart rastoff etter industrialiseringen, grunnet bedre
levekar (Maehre et al., 2014). | 2014 ble det i Norge hgstet ca. 200 000 tonn vill makroalge og
utnyttelsen av algene i naeringsmiddelindustrien er begrenset til tykningsmidler som alginat,
agar og karragenan, alle ekstrahert fra brunalger (Hannssen, 2016; Maehre et al., 2014). Likevel
har Norge en lang kystlinje og potensialet for dyrking er stort. Klimaforholdene er viktig for
vekst og nearingssammensetning av algen og dette vil derfor vaere med pa a bestemme de
potensielle omradene hvor algene kan utnyttes, innen neeringsmiddelindustrien. Marine
makroalger er ogsa en av de rikeste kildene til antioksidanter og antimikrobiell effekt og har av
den grunn et stort potensial som en nzringskilde i det norske kostholdet (Roohinejad et al.,
2017; Gupta og Abu-Ghannam, 2011; Maehre et al., 2014).

3.2 Kjemisk sammensetning av makroalger
| et forsgk pa a inkorporere makroalger i det norske kostholdet er det en forutsetning a ta hensyn

til den kjemiske sammensetningen. Det er verdt & nevne at sammensetningen i makroalger ikke
er konstant og vil variere med arstid, geografiske forhold, vanntemperatur, tilgjengelighet pa
lysmengde og -intensitet samt med individuelle forskjeller innad i samme art (Rajauria et al.,
2015; Maehre et al., 2014; Ingergaard, 2010). Butare (Alaria esculenta) er en brunalge som

tilhgrer familien Alariaceae og karakteriseres av sine brun/gule farge. Algen vokser vanligvis i



kalde omgivelser, som er typisk for de fleste brunalger, og er en av de raskest voksende blant
brunalger (Kraan, Tramullas og Guiry, 2000). Butare bestar hovedsakelig av vann, til forskjell
fra landplanter, som har et innhold pa 20-40 % (Ingergaard, 2010). Makroalger er ogsa
rapportert til a vere rik pa polysakkarider, proteiner, vitaminer og andre spormetaller (Kraan,
Tramullas og Guiry, 2000; Skjermo et al., 2014). For a fa en bedre forstaelse av butarens
kjemiske sammensetning, sammenlignet med andre brunalger (Saccharina latissima (S.
latissima), Laminaria digitata (L. digitata), Laminaria hyperborea (L. hyperborea)),
grgnnalger (Ulva spp. og Ulva lactuca (U. lactuca)) og redalger (Palmaria palmata (P.
palmata), Porphyra tenera (P. tenera)), er en oversikt av innhentet litteratur samlet i tabell 1.

Tabell 1: Litteraturoversikt over kjemisk sammensetning i brunalger (butare, S. latissima, L. digitata, L. hyperborea),
grgnnalger (Ulva spp. og U. lactuca) og rgdalger (P. palmata og P. tenera). Verdier er uttrykt i % tarrvekt, foruten vanninnhold
som er uttrykt i % vatvekt.

Referanse Makroalge Vann Protein Lipid Karbohydrat Aske
(Ingergaard, 2010) Butare 73-86 9-18 - - 14-32
Butare 85,5 11,0 - 72,1 25,3
S. latissima 84,9 7,1 - 63,1 31,7
(Schiener et al., 2015) L. hyperborea 87,2 6,8 - 65,5 32,0
L. digitata 84,5 6,9 - 70,7 31,6
’ Butare - 10,5 - 40,7 24,2
(Stévant et al., 2017) S. latissima - 10,6 : 46,1 26,2
Butare 82,6 9,1 1,3 - 24,5
L. hyperborea 83,3 53 15 - 28,7
(Maehre et al., 2014) L. digitata 83,9 50 1,1 - 24.4
P. palmata 82,0 12,3 1,3 - 42,2
U. lactuca 85,4 8,7 2,6 - 29,3
(S':An?ggzg l’;gg)ht o9 P. palmata - 8-35 - - -
(Holdt og Kraan, 2011) P. tenera - 30-50 - - -
(Marsham, Scott og Tobin,
2007; Plaza, Cifuentes og Ulva spp. - 24-44 - - -

Ibanez, 2008)

Proteiner er et essensielt naeringsstoff for vekst og utvikling i mennesker, og er derfor viktig nar
det kommer til helsefordeler i matprodukter (Maehre et al., 2014). Som nevnt tidligere vil
kjemisk sammensetning variere, og ut ifra tabell 1 kan det se ut til at det er store forskjeller i

proteinniva for de ulike makroalgene. Marine makroalger er ansett som en alternativ kilde til



proteiner, men samtidig er det fa av disse algene som kan na like hgye proteinnivaer som
proteinrik mat (eksempelvis bgnner) (Fleurence, 1999). Brunalger er rapportert til & ha lavere
nivaer av protein sammenlignet med grenn- og redalger, som vist av Morgan, Wright og
Simpson (1980), Holdt og Kraan (2011), Marsham, Scott og Tobin (2007) og Plaza, Cifuentes
og Ibanez (2008). Til tross for lavere proteinniva blir likevel butare, sasmmen med S. latissima,
ansett til & kunne ha gode kultiveringsmuligheter, grunnet hgy biomasseproduksjon (Skjermo
et al., 2014). Lipider er en annen viktig komponent for mennesker og er en god kilde til energi
samt essensielle syrer og fettlgselige komponenter (som vitaminer og karotenoider) (Narayan,
Miyashita og Hosakawa, 2006). Lipidinnholdet i makroalger er lavt ssmmenlignet med andre
marine organismer og representerer opp mot 4,5 % av algene (tgrrvekt) (Holdt og Kraan, 2011).
Videre blir det vist i tabell 1 at lipidinnholdet i butare er lavere enn for grenn- og redalger,
likevel kan marine makroalger akkumulere flerumettede fettsyrer (PUFA) ved lavere
omgivelsestemperaturer (Narayan, Miyashita og Hosakawa, 2006). Marine organismer som
lever i kaldere farvann inneholder generelt hgyere nivaer av PUFA og hgyere lipidinnhold for
butare og Saccharina-arter, har blitt funnet om vinteren. Basert pa akkumulering av PUFA i
kaldere farvann kan makroalger (spesielt grenn- og redalger) ansees som en viktig
ernaringskilde (Holdt og Kraan, 2011). Totalt karbohydratniva ble bare funnet for brunalger
og viser til sma forskjeller mellom brunalgene (tabell 1). Karbohydratnivaet i tabell 1 varierer
fordi total mengde karbohydrat har blitt beregnet ut ifra ulike karbohydratkomponenter
(Schiener et al., 2015; Stévant et al., 2017). Fra et ernaringsperspektiv er brune makroalger
lave i kalorier, men karbohydratinnholdet er derimot hgyt (Holdt og Kraan, 2011; Schiener et
al., 2015). Karbohydrat i makroalger bestar av kostfiber og tas ikke opp i kroppen, men kan

likevel veere med pa a produsere et godt miljg i tarmen (Mouritsen O, 2009).

Askeinnholdet gir et omtrentlig anslag av mengde tungmetaller samt makro- og mikromineraler
0g pa grunn av makroalgers omgivelser, har de evnen til & absorbere store mengder mineraler.
Mengden askeinnhold i butare (ca. 24 %) er omtrentlig den samme for de andre makroalgene,
foruten P. palmata med et hgyere innhold (42,2 %), rapportert av Maehre et al. (2014) (tabell
1). Askeinnholdet i de fleste landbaserte grannsaker er vanligvis lavere enn for makroalger og
mange av mineralene funnet i algene er essensielle for helsen, men flere av disse kan medfare
negative helsekonsekvenser (Schiener et al., 2015). Marine makroalger har evnen til & ta opp,
lagre og akkumulere tungmetaller som for eksempel arsen, kadmium og kvikksglv, noe som
kan ha negative virkninger pa helsen (Maehre et al., 2014). Ifglge EUs matlovgivning

(kommisjonsforordningen (EF) nr.1881/2006) er maksimumsgrenser for kadmium og



kvikksglv i kosttilskudd, som ogsa er gjeldende for makroalger, henholdsvis 3,0 og 0,1 mg/kg
vatvekt (Duinker et al., 2016). Det er forelgpig ingen maksimumsgrense satt for arsen i
kosttilskudd i Norge, men ifglge Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO) og World Health Organization (WHO) er det satt en inntaksgrense pa 15 pg/kg
kroppsvekt/uke (WHO, 2011). Flere studier har undersgkt mengde tungmetaller i marine
makroalger (Maehre et al., 2014; Holdt og Kraan, 2011). Mengden arsen og spesielt kadmium
i butare er rapportert til & veere noe hgyt i forhold til andre brunalger, med ett innhold pa
henholdsvis 48 og 3,4 mg/kg terrvekt. Butare er beskrevet til a akkumulere ti ganger mer
kadmium, sammenlignet med S. latissima (Stévant et al., 2018; Maehre et al., 2014). Innhold
av kvikksglv ligger pa <0,005 mg/kg tarrvekt for butare (Maehre et al., 2014),. Brunalger er
rapportert til og generelt sett ha et hgyere innhold av arsen, kadmium og kvikksglv,
sammenlignet for grann- og rgdalger (Holdt og Kraan, 2011; Maehre et al., 2014)

Mineraler er naturlig forekommende uorganiske stoffer som finnes i ulike mengder og
strukturer. Mineralenes funksjon i kroppen varierer og noen av disse er assosiert med ulike
mangelsykdommer (Boy et al., 2009). Anbefalt inntak varierer fra noen fa pg/dag til over 1
g/dag (Maehre et al., 2014). Det skilles mellom makro- og mikromineraler, hvor
makromineraler bestar av blant annet natrium, kalsium, magnesium og fosfor (Annongu et al.,
2012). Marine makroalger er rike pa makromineraler og har et spesielt hgyt innhold av salter
(Magnusson et al., 2016). Butare, S. latissima og P. palmata er rapportert til 4 ha et
natriuminnhold pa henholdsvis 36, 39 og 26 mg/g terrvekt (Stévant, 2019). Kosthold med hgye
nivaer av natrium (hgy Na/K- forhold) er et helseproblem da det kan fare til blant annet hgyt
blodtrykk (Magnusson et al., 2016). Likevel bestar makroalger ofte av lave Na/K-forhold og
marine alger er derfor ansett som mulige salterstattere i mat (Stévant, 2019). Mikromineralene
bestar av kobber, jern, jod, mangan, selen og sink (Annongu et al., 2012). Blant disse
mikromineralene er det selen og jod som skiller seg ut nar det gjelder mangelsykdommer. Ifalge
Nordic Nutrition Recommendations (NNR) er anbefalt inntak av selen for kvinner er 50 pg/dag
og 60 pg/dag for menn (NNR, 2014). Selennivaet i butare ligger pa 0,041 mg/kg terrvekt
(Maehre et al., 2014). Jodinnhold i makroalger behandles spesielt i kapittel 3.2.1 p& bakgrunn

av de hgye nivaene som er rapportert.

Videre er makroalger rike pa naturlige antioksidanter, som for eksempel polyfenoler, hvor
nivaene av disse kan na opptil 25 % terrvekt i brunalger (Magnusson et al., 2017).
Polyfenolinnhold og dens antioksidative samt antimikrobielle egenskaper vil diskuteres i
kapittel 3.3.



3.2.1 Jodinnhold i makroalger
Jod (1) er et sporelement som er essensiell for menneskets helse og metabolisme og er
ngdvendig for syntese av skjoldbruskkjertelens hormoner (Zimmermann, 2011; Roleda et al.,
2018). Jod dannes ikke i kroppen, og ma derfor inntas gjennom matprodukter som er naturlig
rikt pa jod eller er tilsatt i form av jodberiket salt. Jod finnes hovedsakelig i sjgmat (fisk,
makroalger og skalldyr), men ogsa i meieriprodukter (Fuge og Johnson, 2015).

Et jodfattig kosthold kan fare til en rekke ulike helsekonsekvenser, som samlet betegnes som
jodmangelforstyrrelser (IDD). (Fuge og Johnson, 2015). Jodmangel har veert et globalt
helseproblem, men innfgring av jodberiket salt i husholdninger har redusert risikoen for
utvikling av IDD (Zimmermann, 2011). Pa den andre siden kan et inntak av jod ved hgye nivaer
ogsa ha sine negative effekter pa helsen. Et hgyt inntak av jod kan fare til forstyrrelser i
skjoldbruskkjertelen og rammer oftest spesifikke risikogrupper, som for eksempel eldre, fostre
og personer som allerede ar problemer med skjoldbruskkjertelen (Roleda et al., 2018). Pa
grunnlag av helseproblemer relatert til bade utilstrekkelig og overdrevent inntak av jod, er det
satt anbefalte grenseverdier for jodinntak (Duinker et al., 2016). De anbefalte grenseverdiene
er avhengig av alder, kjgnn og helsestatus. Nedre grenseverdi (NG) (70 pg I/ dag), anbefalt
inntak (Al) (150 pg I/ dag) og @vre grenseverdi (@G) (600 ug I/ dag) er beskrevet av NNR for

en voksen, frisk person (som ikke er gravid eller ammende). (NNR, 2014).

Makroalger, spesielt brunalger, akkumulerer jod ved a absorbere jodid fra sjgvann og kan derfor
vaere en potensiell kilde til jod for menneskelig konsum (Roleda et al., 2018). Likevel har
mengden jod som akkumuleres i makroalger blitt identifisert som en av risikofaktorene for a
overskride @G, og ber derfor konsumeres i sma mengder for & unnga helserisiko (Maehre et
al., 2014). Ulike prosesseringsmetoder, som for eksempel vaske-, tarke- og varmebehandlinger
kan derimot redusere jodinnhold (Nitschke og Stengel, 2016). Blant brunalgene er det rapportert
et lavere jodinnhold for butare enn andre brunalger (Roleda et al., 2018; Bak, 2019). Blant
brunalgene har L. digitata, L. hyperborea og S. latissima jodnivaer pa henholdsvis 3100-5204,
3500-10239 og 4855- 6568 mg /kg terrvekt (Schiener et al., 2015; Stévant et al., 2018).
Sammenlignet med brunalger har rgd- og grennalger et mye lavere jodniva (Holdt og Kraan,
2011), hvor P. Palmata har verdier pa 10-260 mg I/kg og Ulva. spp verdier pa 2-24 mg I/kg
(Mabeau og Fleurence, 1993; Maehre et al., 2014). En litteraturoversikt over jodinnhold i butare
er vist i tabell 2 og viser til at butare er et bedre alternativ for konsum blant brunalger, nar det

gjelder jodinnhold og risikoen tilknyttet sporelementet.



Tabell 2: Litteraturoversikt for jodinnhold (mg I/kg tarrvekt) i butare

Referanse Land Hgstemaned mg I/kg butare
tarrvekt
(Roleda et al., 2018) Norge April/mai 530
Juni/august 593
(Maehre et al., 2014) Norge Mai/juni 220
September/oktober 288
(Biancarosa et al., 2018) Norge Oktober 380
(Bak, 2019) Feergyene Juni/juli 317
(SES, 2016) Norge Ikke oppgitt 459
(Schiener et al., 2015) Skottland Mars 398
Mai 809
Juli 1,238

(Stevant et al., 2018) Frankrike May 213
(Nitschke og Stengel, 2016) Irland August 670

Som tabell 2 viser, varierer jodinnholdet i butare en god del og som tidligere nevnt kan
forskjellene komme fra blant annet sesongvariasjoner og geografisk beliggenhet (Roleda et al.,
2018). Pa grunn av dette er det vanskelig & ansla ngyaktig mengde butare som er trygt a
konsumere, likevel er foreslatt et trygt inntak pa 12-35 g butare terrvekt/dag. (Bak, 2019).
Denne inntaksgrensen er basert pa sesongvariasjon av jod, akseptable, gvre grenseverdier av
jodinntak og en biotilgjengelighet pa 17 % (Romaris—Hortas et al., 2011; Bak, 2019).
Biotilgjengelighet er definert som et stoffs evne til & na sitt malorgan (Nasjonalt rad for
ernering, U.A). Combet et al. (2014) rapporterte en biotilgjengelighet pd 33 %, mens
(Dominguez-Gonzalez et al., 2017) oppga 30 %.



3.3 Bioaktive komponenter i makroalger
Makroalger er eksponert for ugunstige miljgforhold i det marine gkosystemet, som UV-straling,

omgivende mikroorganismer, stress og hgye oksygenkonsentrasjoner (Gupta og Abu-
Ghannam, 2011). Eksponering til de overnevnte faktorene kan medfere dannelse av frie
radikaler og andre sterke oksidasjonsmidler, men det ser i midlertidig ut til at de ikke har blitt
pafart fotodynamisk skade in vivo (Gupta og Abu-Ghannam, 2011; Hu et al., 2012). Arsaken
kan vere at makroalger er rike pa unike bioaktive komponenter, som vil fungere som kjemisk
forsvarsmekanisme (Hu et al., 2012). Disse komponentene har et bredt spekter av biologiske
aktiviteter som ikke er funnet i andre organismer. (Gupta og Abu-Ghannam, 2011; Plaza,
Cifuentes og Ibanez, 2008). De bioaktive komponentene inkluderer blant annet polyfenoler,
pigmenter, proteiner og polysakkarider (Dominguez, 2013). Polyfenoler og pigmenter, spesielt,
er rapportert til & ha antioksidative og antimikrobielle egenskaper i brunalger (Lee et al., 2016;
Ruocco et al., 2016; Gupta og Abu-Ghannam, 2011; Hu et al., 2012). Xantofyll-pigmentet
fucoxanthin, som er ansvarlig for den brune fargen i brunalger, har eksempelvis vist

antioksidative egenskaper (Roohinejad et al., 2017).

3.3.1 Florotanniner
Florotanniner, en gruppe polyfenoliske komponenter, er tanninderivater som er sammensatt av
floroglucinol-enheter (1,3,5-trihydroksybenzen) (figur 1) og blir syntetisert via acetat-malonat
veien (Wang, Jonsdéttir og Olafsdéttir, 2009). Basert pa bindingene mellom floroglucinol-
enhetene er de gruppert etter fire undergrupper; fucoler (fenylbinding), fuhaloler og floretholer
(eterbinding), fucofloroetholer (eter og fenyl binding) og eckoler (dibenzodioxinbinding)
(Magnusson et al., 2017).

H

HO H

Figur 1: Kjemisk struktur til floroglucinol (1,3,5-
trihydroksybenzen) (Li et al., 2011).
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Florotanniner i brunalger akkumulerer i de vegetative cellene, i alle type vev og organ (Imbs
0g Zvyagintseva, 2018). Deres primere- og sekundzre funksjon er henholdsvis oppbygging
av celleveggen og fungerende forsvarskomponenter (Magnusson et al., 2017). Konsentrasjonen
av florotanniner i brunalger har geografiske variasjoner, men brunalger lokalisert i
Atlanterhavet er rapportert til 2 ha hgye konsentrasjoner av komponentene (Targett og Arnold,
1998; Wang, Jonsdattir og Olafsdattir, 2009).

3.3.1.1 Florotanniner sin antioksidative kapasitet
Florotanniner er rapportert til & ha antiallergiske-, antiinflammatoriske-, antioksidative- og
antimikrobielle egenskaper (Noreen et al., 2017). Den multifunksjonelle antioksidantaktiviteten
til florotanniner er hgyt relatert til fenolringer som vil operere som elektronfangere som
ngytraliserer peroksy- og superoksidanioner samt hydroksylradikaler. Florotanniner har opptil
atte sammenkoblede fenolringer. De er derfor bedre til & ngytralisere frie radikaler enn
landplanter, som bare har tre til fire fenolringer (Wang, Jonsdottir og Olafsdéttir, 2009). Den
meste interessante egenskapen nar det kommer til naringsmiddelindustrien, vil veere den
antioksidative og antimikrobielle aktiviteten, som har evnen til a redusere og ngytralisere frie
radikaler (Noreen et al., 2017). Naturlige antioksidanter med et multifunksjonelt potensial er
av hgy interesse som et alternativ til syntetiske antioksidanter, som forhindrer oksidasjon i
matprodukter (Wang, Jonsdéttir og Olafsdottir, 2009).

3.3.1.2 Florotanniner sin antimikrobielle aktivitet.
Marine florotanniner har vist en bedre antimikrobiell aktivitet, sammenlignet med landplanter
(Gupta og Abu-Ghannam, 2011; Wang et al., 2009). Mekanismene bak den antimikrobielle
aktiviteten til florotanniner er lite kjent, men kan komme av interaksjon med bakterienes
proteiner og enzymer og ifglge Nagayama et al. (2002) har den antimikrobielle effekten en
tendens til & gke med polymeriseringen av floroglucinol (Schultz, Hunter og Appel, 1992). Det
er fa som har studert den antimikrobielle effekten i butare, men studier har blitt utfert pa andre
brunalger og disse viste en antimikrobiell effekt mot ulike typer bakterier. (Gupta, Rajauria og
Abu-Ghannam, 2010) viste opp mot 100 % inhibering av Listeria monocytogenes (L.
monocytogenes) ved a eksponere bakterien for ekstrakt av ra Himanthalia elongata (H.
elongata) samt 98 og 93 % inhibering av Pseudomonas aeruginosa (P. aeurginosa) ved
benyttelse av Laminaria saccharina (L. saccharina). Alghazeer et al. (2013) undersgkte
antimikrobiell aktivitet i atte brunalgeekstrakter hgstet fra den vestlige kysten av Libya og fant
effekt mot de gram-positive bakteriene; Staphylococcus aureus (S. aureus), Staphylococcus
epidermidis og Bacillus spp. samt gram-negative bakterier; Escherichia coli (E. coli),

Salmonella typhi (S. typhi) og P. aeruginosa.
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3.3.2 Polyfenolinnhold i makroalger og kvantifiseringsmetoder
Totalt polyfenolinnhold (TPC) varierer i rgd-, grenn- og brunalger, men det er ogsa funnet
forskjeller innad i artene (Mabeau og Fleurence, 1993; Schiener et al., 2015). | fglge Mabeau
og Fleurence (1993) har ragd- og gregnnalger et lavere innhold av polyfenoler, ssmmenlignet med
brunalger. For grgnnalger har det blitt rapportert et innhold pa >4 og 0,9 % for henholdsvis
Ulva spp. og Porphyra spp. (Rupérez og Saura-Calixto, 2001; Wong, K., H og Cheung, P., C,
K, 2001), mens Rupérez og Saura-Calixto (2001) samt Ganesan, Kumar og Bhaskar (2008) fant
grennalgene Chondrus crispus og Gracilaria til a ha et innhold pa henholdsvis >4 og 1,6 %.
Brunalgene Fucus (8-3 %) og Ascophyllum (4-13 %) er rapporter til & ha det hgyeste nivaet av
polyfenoler blant marine makroalger, men ogsé blant brunalger (Pavia og Aberg, 1996; Ragan
og Jensen, 1978). Videre har brunalgene L. digitata (0,15 %) og L. hyperborea (0,15 %)
(Schiener et al., 2015) vist til & ha lavere polyfenolniva enn for S. latissima (0,46-0,44 %)
(Stevant et al., 2018) og for butare (tabell 3). Schiener et al. (2015) studerte sesongvariasjoner
i kjemisk sammensetning av brunalger og fant at polyfenolinnholdet var hgyest i mai/juli for
brunalgene butare, L. digitata, L. hyperborea og S. latissima, mens innholdet var lavest for
butare og S. latissima i mars. Roleda et al. (2019) viste derimot at innholdet var hgyere om
vintermanedene for butare og S. latissima, men at nivaene ikke var varierte med geografisk
lokasjon (Trondheim, Bodg og Frankrike). Roleda et al. (2019) og Schiener et al. (2015) sine
motstridende resultater viser til at det kan veere andre faktorer enn sesongvariasjoner som kan

pavirke mengde polyfenoler i de ulike artene.

Tabell 3 gir en litteraturoversikt over kvantifisert TPC funnet for butare, men ogsa antioksidativ
kapasitet (AO-kapasitet). Det papekes at ekstraksjonsmetode og -middel vil variere for de

oppnevnte referansene (tabell 3).
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Tabell 3: Litteraturoversikt for kvantifisering av TPC og AO-kapasitet i butare ved henholdsvis kolometrisk metode med Folin-
Ciocalteu reagens og DPPH-assay. Mengde TPC er uttrykt i g PGE/100 g ekstrakt tarrvekt (*) og g GAE/100 g ekstrakt tarrvekt.
AO-kapasitet er uttrykt i ECso-verdi.

Komponent  Mengde Analysemetode  Ekstraksjons-middel Referanse
komponent
TPC 4,00* Folin- Ciocalteu Aceton: vann (70:30) (Wang,
Jonsdottir og
Olafsdottir,
2009)
0,37* Folin- Ciocalteu Aceton: vann (80:20) (Roledaet al.,
2019)
3,43* Folin-Ciocalteu Aceton/vann (80:20)  (Stévant et al.,
2018)
1,17 Folin- Ciocalteu Aceton: vann: HCI (Tibbetts,
(80:19:1) Milley og Lall,
2016)
1,50 Folin-Ciocalteu Etanol: vann (50:50) (Kopperud,
2018)
2,00 Folin-Ciocalteu Metanol: vann (Skadal, 2018)
(60:40)
0,87 Folin-Ciocalteu Acetonitril:vann: (Schiener et
maursyre al., 2015)
(50:49,8:0,2)
AO- 0,1 DPPH (RSC)-assay Aceton: vann (Wang,
kapasitet (70:30) Jonsdottir og
Olafsdottir,
2009)
4,7 DPPH (RSC)-assay Etanol: vann (Kopperud,
(50:50) 2018)
6,4 DPPH (RSC)-assay Diklormetan: metanol  (Zubia et al.,
(50:50) 2009)

Folin-Ciocalteu metoden blir mye brukt ved kvantifisering av TPC i mat- og planteekstrakter
(tabell 3) og er en kolometrisk metode. Metoden er en elektronoverferingsmetode og baserer
seg pa dannelsen av et blatt kompleks ((PMoW1:04)*) i alkalisk miljg, ved tilstedeveerelse av
reduksjonskomponenter som vil redusere molybden og wolfram i Folin-Ciocalteu reagenset.
Fargeintensiteten av reaksjonen er linezrt korrelert med mengde reduksjonsmidler i mat og
drikke (Margraf et al., 2015) og reduksjonsmidlene kan blant annet vere polyfenoler, sukre
(fruktose og sukrose), askorbinsyre og noen aminosyrer (Margraf et al., 2015; Everette et al.,
2010). Metoden er rask og enkel, men har noen ulemper. Da det benyttes spektrofotometrisk

malemetode, sammen med Folin-Ciocalteu reagens, vil innhold av polyfenoler bare vare et
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estimat av TPC i praven, da reduksjonsmidlene er til stede i nesten all mat, og vil interferere
(Prior, Wu og Schaich, 2005; Margraf et al., 2015). Likevel er denne metoden brukt av de fleste
ved undersgkelse av TPC i mat- og drikkeprodukter (Margraf et al., 2015).

Antioksidantkapasiteten (AO-kapasitet) i ulike ravarer kan analyseres ved 2,2- difenyl-1-
pikrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging capasity (RSC) assay. DPPH er et stabilt organisk
nitrogenradikal. Metoden er blant de mest brukte, for evaluering av proton-donerende
antioksidanter, som for eksempel fenoliske komponenter. DPPH-metoden har sine fordeler ved
at den er enkel, sensitiv og rask (Noreen et al., 2017; Chen et al., 2008; Sharma og Bhat, 2009).
Flere publikasjoner viser til stor variasjon i EC50- (effektiv konsentrasjon) og IC50-
(Inhiberingskonsentrasjon) verdier, som falge av store forskjeller i fremgangsmate. DPPH-
konsentrasjon, reaksjonsmiddel og pH i standard og pragve er eksempler som kan fare til store
variasjoner. Lys, oksygen og pH vil ogsa pavirke preveresultatene og det er dermed ikke mulig
og direkte sammenligne resultater (Sharma og Bhat, 2009).

3.4 Blansjering av makroalger

Blansjering er en mild varmeprosessering som har til hensikt a inaktivere enzymer, endre
tekstur, bevare farge, smak eller naringsinnhold, i grennsaker og frukt (Reyes De Corcuera,
Cavalieri og Powers, 2004). Prosess i denne sammenheng defineres ifalge Holdsworth og
Simpson (2016), som en temperatur-tid-kombinasjon, hvor temperatur relateres til
oppvarmingsmediet og den tiden som anvendes. Blansjering blir ofte benyttet som en
forbehandling fer frysing, hermetisering eller tgrking av et produkt. Hensikten med
forbehandlingen (blansjering) er & inaktivere enzymer som kan forarsake dannelse av ugnsket
smak og farge samt forandringer i naringsinnholdet (Reyes De Corcuera, Cavalieri og Powers,
2004). Blansjering vil ogsa kunne redusere antall vegetative mikroorganismer som vokser pa
overflaten av produktet og dermed bidra til forbedret kvalitet i produktet (Fellows, 2017). I rd
matprodukter som ikke har gjennomgatt blansjering er det starre sannsynlighet for mikrobiell
vekst ved tining og rehydrering (Reyes De Corcuera, Cavalieri og Powers, 2004; Fellows,
2017).

Varmt vann og damp er de mest brukte oppvarmingsmediene for blansjering og det vil videre
fokuseres pa blansjering med vann. Vannblansjering blir utfert med varmt vann ved
temperaturer rundt 70 til 100 °C. Vannblansjering kan ogsa utferes ved lavere eller hgyere
temperaturer, men da med henholdsvis lengre og kortere prosesseringstid, hvor

prosesseringstiden kan variere fra 1 til 15 min (Fellows, 2017). Vannblansjering vil resultere i
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en mer uniform behandling av produktet, noe som muliggjer prosessering ved lavere
temperaturer. Likevel ma det tas i betrakting at blansjering ved lavere temperaturer, og dermed
lengre prosesseringstid, kan fare til lekkasje av komponenter som for eksempel mineraler og
vitaminer (Reyes De Corcuera, Cavalieri og Powers, 2004). Graden av komponentlekkasje er
avhengig av flere faktorer; temperatur-tid-kombinasjon, blansjeringsmetode, nedkjgling etter
endt prosessering samt overflateomrade i forhold til volum av produktet og forholdet mellom
mengde vann og produkt. En fullstendig blansjering er viktig siden underblansjering kan fare
til mer skade pa matprodukter da underblansjering vil gdelegge vev i en slik grad at enzymer
frigjares og vil ikke inaktiveres. Nedbrytningen av produktet vil dermed akselerere (Fellows,
2017). For & undersgke om blansjeringsbetingelsene har vert tilfredsstillende kan det
analyseres for aktivitet av enzymene peroksidase og katalase (Fellows, 2017). Disse er mer
motstandsdyktige mot varme sammenlignet med andre enzymer (Reyes De Corcuera, Cavalieri
og Powers, 2004). Enzyminaktivering ved varmebehandling av makroalger er lite studert og
dermed er litteraturoversikten, vist i tabell 4, basert pa reduksjon i enzymaktivitet i ulike

grgnnsaker.

Tabell 4: Litteraturoversikt over % reduksjon i enzymaktivitet i grannsaker (gulrot, hvitlek og granne bgnner) ved ulike
blansjeringsbetingelser. Vannblansjering er utfgrt for alle studier, foruten grgnne bgnner som er varmebehandlet i
mikrobglgeovn ved 750 W (*).

Enzym Produkt  Blansjeringsbetingelse % reduksjon i Referanse
enzymaktivitet
Peroksidase  Gulrot 70°C i 10 min 60 (Goncgalves et al., 2010)
Gulrot 80°C i 6 min 90
Gulrot 90°Ci>2min 100
Hvitlgk 80°C i 6 min 89 (Fante og Norefia, 2012)
Gulrot 90°C i 7 min 100 (Shivhare et al., 2009)
Grgnne 90 °C i > 150 sek 100 (Ruiz-Ojeda og Pefias,
bgnner * 2013)
Katalase Gulrot >70°Ci>2min > 90 (Baardseth og Slinde,
1983)
Gulrot 90°C i 4 min 100 (Shivhare et al., 2009)
Gulrot 80°C i5 min 100
Grgnne 90 °C i 150 sek 100 (Ruiz-Ojeda og Pefias,
bgnner * 2013)
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Lekkasje av TPC og AO-kapasitet ved blansjering har blitt undersgkt pa ulike makroalger
(tabell 5). Cox, Gupta og Abu-Ghannam (2012) studerte tap av TPC i brunalgen H. elongata,
hvor algen ble forbehandlet ved dehydrering og deretter rehydrert ved gkende prosesseringstid
i kokende vann. Resultatene viste et tap pa 83 % av TPC ved blansjering i 80 °C i 40 min (Cox,
Gupta og Abu-Ghannam, 2012). Wirenfeldt (2017) fant et signifikant tap av TPC i S. latissima
pa 44 % og 49 % ved 60 °C i henholdsvis 0,5 og 2 min. Det har ogsa blitt funnet nedgang i TPC
og AO-kapasitet ved lavere blansjeringstemperatur (40 °C-15 min), hvor tapet 1a pa henholdsvis
10 % og 33 % i brunalgen Sargassum ilicifolium (S. ilicifolium) (Susanto et al., 2017). En
bredere litteraturoversikt er vist i tabell 5 og inkluderer grennsaker, da litteratur angaende

marine makroalger er fa.

Tabell 5: Oversikt over % reduksjon av TPC og AO-kapasitet i brunalgene S. latissima, H. elongata og S. ilicifolium samt
grennsakene kal, kinesisk kal og blomkal ved ulike blansjeringsbetingelser (temperatur (°C)-tid (min)). Alle studiene har utfert
blansjering i vann.

Komponent Produkt Blansjerings- % Reduksjon Referanse
betingelse
TPC S. latissima 60 °C i 0,5 min 44 (Wirenfeldt, 2017)
S. latissima 60 °C i 2 min 49
H. elongata 80 °C i 40 min 83 (Cox, Gupta og Abu-
Ghannam, 2012)
S. ilicifolium 40°C i 15 min 10 (Susanto et al., 2017)
Kal 80-90 °C i 2 min 44-45 (Jaiswal, Gupta og
(York cabbage) Abu-Ghannam, 2012)
95-100 °C i 2 min 47 -50
Kinesisk kal 98 °C i 5 min 52 (Amin og Lee, 2005)
Blomkal 100 °C i 3min 38 (Ahmed og Ali, 2013)
S. ilicifolium 40°C i 15 min 33 (Susanto et al., 2017)
AO- Kal (York 80-90 °C 60- 65 (Jaiswal, Gupta og
kapasitet cabbage) opptil 6 min Abu-Ghannam, 2012)
(DPPH
RSC)
Kinesisk kal 98 °C i 5 min 17 (Amin og Lee, 2005)
Blomkal 100 °C i 3min 30 (Ahmed og Ali, 2013)

16



Brunalger karakteriseres for sin brune farge i ra tilstand (Kraan, Tramullas og Guiry, 2000)
grunnet deres innhold av fargepigmentet fucoxanthin (Roohinejad et al., 2017). Ved
varmebehandling vil derimot brunfargen i brunalgene forandres til en lys grgnn farge (Blikra et
al., 2019). Varmebehandling vil kunne forarsake en nedbrytning av fucoxanthin og dermed vil
en grenn farge framtrede fra klorofyll i algene (Blikra et al., 2019; Stévant, 2019; Bonazzi og
Dumoulin, 2011). Fargeendringen i brunalgene butare og S. latissima ble vist allerede etter en
varmebehandling i ett sekund ved 60-95 °C av Blikra et al. (2019). Videre gkte fargeutviklingen
med holdetid pa opptil 5 minutter. Etter denne holdetiden ble derimot grennfargen redusert
tilbake til en brun farge. Denne reduksjonen kan veere forarsaket av en nedbrytning i klorofyll
og andre fargekomponenter i brunalger (Blikra et al., 2019). Rajauria et al. (2010) beskrev en
temperaturavhengig fargeforandring ved blansjering av brunalger og fant en sterkere
fargeendring, jo hgyere temperaturer brunalgene ble pafert. Farge er kritisk for forbrukeraksept
av matprodukter og grenn farge har blitt vurdert som en attraktiv farge for vestlige
konsumenter. Alger med en lys grennfarge kan assosieres med grenne vegetabilier og kan

derfor veere mer akseptabelt for konsum (Stévant, 2019; Bonazzi og Dumoulin, 2011).

Mikrobiota pa overflaten av makroalger kan reduseres ved varmebehandling, men vanlige
pasteuriseringsbetingelser er ofte ikke tilstrekkelig (Fellows, 2017). Blikra et al. (2019) studerte
mikrobiota i vakuum-pakket butare og S. latissima far og etter blansjering. Butare ble pafart en
varmebehandling pa 80 °C i 30 minutter, mens S. latissima ble blansjert i 80 °C i 15 minutter.
Mellom 1-3 log kde/g ble funnet for total aerobe kimtall, psykotrofe og sporedannende Bacillus
spp. i begge algene og forskjeller i kimtall ble ikke funnet mellom ra og blansjert tilstand. Det
var derimot ikke tilstedevaerelse av enterococci, koliforme bakterier, L. monocytogenes og
patogene vibrio. Det ble ogsa vist at blansjeringsbetingelsene som ble benyttet ikke var
effektive for redusering av de varmetolerante sporedannende bakteriene. Disse bakteriene er
assosiert med hgy helserisiko i makroalger i Norge og er kjent for & forarsake sykdom (Blikra
et al., 2019).

3.5 Dehydrering av makroalger
Dehydrering kan defineres som en prosess hvor fukt fjernes fra en substans og er i dag den

vanligste preserveringsmetoden som benyttes for makroalger, tiltenkt konsum (Blikra et al.,
2019; Ratti, 2001). Med konvensjonell dehydrering (varmluft) kan produkter oppna gkt
holdbarhet ved at mikrobiell aktivitet reduseres ved en lavere vannaktivitet. Likevel har de

konvensjonelle dehydreringsmetodene sine ulemper ved at de fysiske og kjemiske egenskapene
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i matprodukter pavirkes negativt. | senere tid er det utviklet tarkemetoder som gir en bedre
bevaring av disse egenskapene (Ratti, 2001).

Frysetarking ble utviklet for & unnga tap av komponenter i mat og er rapportert til & vaere den
beste metoden for & opprettholde naringsinnhold og minimalisere kjemiske endringer. Ved
frysetarking vil makroalger bli terket ved dirkete sublimasjon av is under redusert trykk
(vakuum) (Chan, Cheung og Ang, 1997). Sublimasjon er overgangen fra fast form til gassform,
uten at det dannes en flytende form (Adams, 2007). Denne prosessen minimaliserer fysiske
skader av plantematerialer samt forekomst av oksidasjon og termale reaksjoner (Chan, Cheung
og Ang, 1997). Tarking kan vere en viktig faktor som pavirker naringsinnholdet i makroalger,
enten ved kjemiske endringer eller direkte tap av innhold. Wong, K. og Cheung, C., P (2001)
undersgkte effekten av ovn-dehydrering, sammenlignet med frysetgrking av Sargassum arter
og fant et signifikant lavere innhold av fenoliske komponenter ved ovn-dehydrering (Wong, K.
og Cheung, C., P, 2001). Selv om frysetarking er rapportert til  veere en mer gunstig metode
for & bevare fenoliske komponenter er det viktig & veere oppmerksom pa at metoden vil gi en
viss pavirkning pa makroalgenes komponenter. Frysetgrking av makroalger vil gi et visst tap
av polyfenoler og antioksidantaktivitet, i forhold til makroalger i ra tilstand. Mengde tapte

komponenter vil avhenge av type rastoff (Le Lann, Jégou og Stiger-Pouvreau, 2008).

3.6 Atlantisk laks og holdbarhet
| dag er det et stort fokus pa matsvinn da en tredjedel av maten som produseres i verden kastes
(Lassen, 2017). Ettiltak for a redusere matsvinnet kan veere a gke holdbarheten pa matprodukter
slik at mindre blir kastet, pa bakgrunn av kort holdbarhetsdato. Blant annet kan
tilsetningsstoffer redusere lipidoksidasjon i rastoffet laks, og dermed bidra til lengre holdbarhet
pa produktet (Frankel, 1980). Atlantisk laks (Salmo salar) er en gkende popular art innen det
globale fiskemarkedet, grunnet markedsverdien. Norge er en av de stgrste produsentene av
oppdrettslaks i verden og ved utgangen av 2019 ble det eksportert i underkant av 1 million tonn
fersk oppdrettslaks (Sprague, Dick og Tocher, 2016; SSB, 2020). Generelt sett har hel atlantisk
laks, lagret pa is, en holdbarhet pa ca. 20 dager (Sveinsdottir et al., 2002), mens MAP-pakket
(Modified Atmosphere Packaging) atlantisk laksefilet som er lagret (2 °C til 4 °C) en holdbarhet
pa 14 - 21 dager (Pastoriza et al., 1996).

Forbrukere har uttrykt et gnske om a redusere benyttelsen av syntetiske konserveringsmidler i
mat (Delaquis et al.,, 2002) og en kombinasjon av naturlige tilsetninger som

konserveringsmiddel i lakseprodukter kan derfor bidra til & redusere matsvinn. | tillegg har
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«Convenience foods», eller tertizer bearbeidet mat blitt en stor trend innen matindustrien (de
Boer et al., 2004). Tertieer bearbeidet mat kan defineres som; fullstendig eller delvis tilberedte
matprodukter der forberedelsestiden, kulinariske ferdigheter og/eller energiinnsats uteves av
matdistributer (Capps, Tedford og Haclicek, 1983). Ettersparselen av matprodukter som sparer
tid og innsats er gkende (Brunner, van der Horst og Siegrist, 2010) og i dag er allerede
kommersielt tilberedte, ra lakseburgere pa markedet, produsert av. SALMA® (2020). Det
oppgis en holdbarhet pa ca. 8 dager for disse lakseburgerne, fra slakt til siste forbruksdag
(SALMA®, 2020). Ra lakseburger i kombinasjon med naturlige konserveringstilsetninger, kan
derfor bidra til & oppfylle krav om gkt holdbarhet og tertizer bearbeidet mat.

3.6.1 Mikrobiell forringelse av Atlantisk laks
Forringelse av mat kan defineres som enhver endring som farer til at produktet er uakseptabelt

for konsum. Fisk er et sveert bedervelig produkt, grunnet hgy vannaktivitet, ngytral pH og
tilstedeveerelse av autolytiske enzymer. Forringelsen kan forarsakes av en rekke faktorer som
lipidoksidasjon, mikroorganismers metabolske aktivitet og fiskens egen enzymaktivitet
(Sivertsvik, Jeksrud og Rosnes, 2002). Kjemiske endringer som autooksidasjon eller
enzymatisk hydrolyse av lipidfraksjon kan fgre til en harskningslukt og -smak samt
teksturendringer (Frankel, 1980). Forringelsesraten er temperaturavhengig, men kan reduseres
ved lave temperaturer. Graden av prosessering 0g preservering, sammen med
lagringstemperatur vil bestemme om fisken vil bli forringet ved mikrobiell- eller biokjemisk
nedbrytning, eller i en kombinasjon av disse (Sivertsvik, Jeksrud og Rosnes, 2002). Faktorer
som vil bidra til mikrobiell forringelse i fisk, og hvilke mikroorganismer som vil dominerer,
bestemmes hovedsakelig av de indre faktorene; pH i muskelen post-mortem, tilstedeveerelse av
trimetylaminoksid (TMAO) og andre ikke-protein-nitrogen komponenter, men ogsa de ytre
parameterne; temperatur, prosessering og pakkeatmosfaere (Gram og Huss, 1996; Sivertsvik,
Jeksrud og Rosnes, 2002). Den mikrobielle forringelsen kan ogsd komme fra fiskens egen
mikrobiota. Mikroorganismer finnes pa alle ytre overflater av fisken (skinn og gjeller) samt i
innvoller. Mengde mikrobiota pa fisken varierer mellom 2-9 log kde/g, avhengig av hvor pa
fisken det undersgkes. Fiskemuskelen er steril ved fangst, men kan fort bli kontaminert av
bakteriefloraen i innvollene eller fra overflaten av fisken, samt prosesseringsutstyr og

mennesker som utfgrer prosesseringen (Sivertsvik, Jeksrud og Rosnes, 2002).

Laksefarse vil prosesseres i stgrre grad enn hel og filet av laks. Risikoen for mikrobiell
kontaminasjon av produktet vil derfor vere stgrre. Den bakterielle populasjonen i farse er

avhengig av tre hovedfaktorer ved prosessering; utstyr, tid og temperatur samt renhet.
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Prosessering utfart under rene omgivelser, med sterilt utstyr vil kontrollere oppvekst av
mikroorganismer pa produktet (Moretro et al., 2016; Narasimha og Ramesh, 1988; Gram og
Huss, 1996). Prosesseringstemperatur og -tid ved produksjon av fiskefarse anbefales a veere
lave (FAO, 2012; Gasthi, 2002).
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Figur 2: Modifisert illustrasjon av mikrobiologisk forlap. Vekst av totalt kimtall, spesifikke og kjemiske forringelsesbakterier
i islagret fisk (Gram og Huss, 1996).

Mikrobiota i fisk som finnes i kalde omgivelser vil domineres av psykotrofe, aerobe og
fakultative anaerobe samt gram-negative bakterier (Pseudomonas, Moraxella, Acinetobakter,
Shewanella putrefaciens (S. putrefaciens), Flavobacterium, Cytophaa, Vibrio, Photobacterium
og Aeromonas) (Sivertsvik, Jeksrud og Rosnes, 2002). Laks domineres ofte av psykotrofe S.
putrefaciens og Pseudomonas spp., ogsa etter én til to ukers lagring (Sivertsvik, Rosnes og G.H,
2003). S. putrefaciens og P. aeruginosa kan forarsake forringelse ved & redusere TMAO i
fiskemuskelen til trimetylamin (TMA) (Sveinsdottir et al., 2002). TMA gir den karakteristiske
«fiskelukten» ved forringet fisk (Sivertsvik, Jeksrud og Roshes, 2002). Det benyttes en
grenseverdi for mengde mikroorganismer i sammenheng med forringelse av fisk og
forbrukeraksept. Grenseverdien er satt til 7 log kde/g (Stannard, 1997; FSAI, 2016).
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3.6.2 @kt holdbarhet av atlantisk laks ved MAP-pakking
MAP er en veletablert emballeringsmetode som muliggjer forlengelse av holdbarhet pa ferske

fiskeprodukter (Fernandez, Aspe og Roeckel, 2009). Prinsippet for MAP er a erstatte luft i
pakningen med en gassmikstur. CO. er den viktigste gassen som benyttes i MAP ved
emballering av fiskeprodukter. P4 grunn av CO; sin bakteriostatiske egenskap vil gassen
inhiberer vekst av mange forringelsesbakterier. Inhiberingseffekten gker ved gkt CO>-
konsentrasjon i atmosfeeren. COzer lgselig i fett og vann, og lgseligheten gker ved en reduksjon
i lagringstemperatur. Lgseligheten av denne gassen gir opplast CO: i produktet (Sivertsvik,
Jeksrud og Rosnes, 2002) og vil videre gi en endring i pH. Denne pH-endringen vil virke som
en barriere mot noen forringelsesbakterier. CO; inhiberer vekst av normal forringelsesflora i
luft, som Pseudomonas spp. og S. putrefaciens, men likevel vil mikroorganismer som er CO>-
tolerante kunne dominere mikroflora (Fernandez, Aspe og Roeckel, 2009). Av disse er
vanligvis gram-positive Lactobacillus spp, Brochotrix thermosphacta (B. thermosphacta) og
Photobacterium phosphoreum (P. phosphoreum) dominerende. Disse har ogsa blitt isolert fra
sjgmat (Sivertsvik, Jeksrud og Rosnes, 2002). Rudi et al. (2004) studerte mikrobiota av MA-
pakket laks (60 % CO2:40 % Ny2), hvor det ble vist en dominans av B. thermosphacta og
Carnobacterium spp., etter en lagringstid pa 12 og 18 dager ved lagringstemperaturer pa
henholdsvis 5 og 1 °C. P. phosphoreum ble identifisert som den dominerende
forringelsesbakterien i fersk, MA-pakket (60 % CO2:40 % N>) laks i en studie utfert av Emborg
et al. (2002). P. phosphoreum ble videre identifisert av Mace et al. (2012) i atlantisk laks, men
med en gassblanding av 50 % CO2: 50 % No.

3.6.3 Lipidoksidasjon i Atlantisk laks
Hgye nivaer av flerumettede lipider i fisk gjar at produktet er svert utsatt for forringelse ved

oksidasjonsprosesser (Refsgaard, Brochhoff og Jensen, 1998). Oksidativ forringelse gir blant
annet et gkonomisk problem for lipidinnholdende matprodukter. Lipidoksidasjon kan resultere
i harskningslukt og -smak, men ogsa tap av kvalitet og mattrygghet ved at det dannes sekundare
reaksjonsprodukter etter prosessering (Frankel, 1980). Lipidoksidasjon er et resultat av frie
radikaler. Flerumettede lipider, som er en ngdvendig komponent av celluleere membraner, er

spesielt utsatt for angrep av reaktive oksygenradikaler (Bell et al., 2000; Frankel, 1980).

Oksygen reagerer med organiske substrater for & danne hydroperoksider og andre oksygenrike
forbindelser. Produksjonen av disse frie radikaler kan komme av blant annet hydroperoksid
dekomponering, metallkatalyse eller ved eksponering av lys. Lipidoksidasjon kan i midlertidig

bli hindret eller forsinket ved a tilfere sma konsentrasjoner av antioksidanter. Disse

21



antioksidantene inkluderer fenoler og aromatiske komponenter (Frankel, 1980).
Makroalgeekstrakt og -pulver er derfor en mulig kilde til redusert lipidoksidasjon, og dermed

kunne gi en gkt lagringsstabilitet og kvalitet i matprodukter.

3.7 Makroalgetilsats i sjgmatprodukter

Pa bakgrunn av den kjemiske sammensetningen tidligere beskrevet, sa har marine makroalger
potensialet for & bli brukt som en funksjonell matingrediens. Hgy akkumulering av PUFA i
makroalger som lever i kaldere farvann og det hgye innholdet av makromineraler, med lave
Na/K-forhold, bidrar til at rastoffet kan benyttes som en kilde til neaeringsrik mat (Narayan,
Miyashita og Hosakawa, 2006; Stévant, 2019). Samtidig ma hgye nivaer av potensielt toksiske
komponenter som, jod og kadmium i henholdsvis S. latissima og butare, tas i betraktning og
prosessering som kan bidra til & redusere disse toksiske komponentene bar implementeres, ved
inkorporering av alger i mat (Roleda et al., 2018; Stévant et al., 2018; Wirenfeldt, 2017).

Det som kanskje er av starre interesse nar det gjelder tilsats av marine makroalger som en
ingrediens i mat, er de hgye nivaene av polyfenoler med multifunksjonelle egenskaper, spesielt
i butare (tabell 3). Utnyttelse av disse naturlige antioksidantene i komplekse matprodukter, som
for eksempel en fiskemuskel, kan veere aktuelt for a forlenge holdbarhet og dermed redusere
matsvinn. Sammen med mikrobiell forringelse er ogsa lipidoksidasjon en hovedarsak til
kvalitetsforringelse i ulike typer kjgttmuskel under prosessering og lagring. Potensialet for a
utnytte de antioksidative egenskapene ved & benytte enten algepulver eller -ekstrakt mot
lipidoksidasjon, er derfor stort (Jittrepotch, Ushio og Ohshima, 2006; Roohinejad et al., 2017).

Ingen litteratur ble funnet for tilsats av pulverisert butare i sjgmatprodukter, men flere studier
har undersgkt lipidoksidasjon i sjgmat ved inkorporering av andre makroalger, i form av
ekstrakt. Blant annet har tilsats av Fucus vesiculosus-ekstrakt i torskefarse vist en hgy AO-
kapasitet rettet mot lipidoksidasjon i fiskemuskel (Jonsdottir et al., 2016). Den samme
antioksidanteffekten ble vist i studiet utfert av Wang et al. (2010), hvor lipidperoksidasjonen i
torskefilet ble hemmet ved tilsats av florotannin-fraksjoner fra F. vesiculosus. Ortiz, Vivanco
og Aubourg (2014) testet tilsats av ulike makroalgeekstrakter (Durvillaea antarctica, U. lactuca
og Pyropia columbina) i hermetisert atlantisk laks og fant signifikante forskjeller i bade primeer
og sekundeer lipidoksidasjon. Det er derimot viktig & papeke at i kontrast med de overnevnte
studiene er det litteratur som ikke har funnet antioksidative effekter mot lipidoksidasjon eller
sensoriske egenskaper (harskningsaroma) ved tilsats av makroalgeekstrakt i fiskeprodukter
(Dellarosa et al., 2015; Ribeiro et al., 2014).
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4 Material og metode

4.1 Rastoff
Frossen butare benyttet i denne masteroppgaven ble gitt av Seaweed Energy Solutions AS

(SES) og ble hentet fra dyrkningsomradet deres pa Frgya, Norge. Butaren var dyrket pa rep i
apent vann og hgstet 05.06.2019. Ferdig vakuum-pakket butare ble oppbevart i fryser (-20 °C)
hos SES, og rastoffet ble derfor oppbevart ved samme temperaturbetingelse (-20 °C) ved
instituttet, frem til bruk.

En blanding av laksefilet og avskjer ble benyttet ved tillaging av lakseburgere. Hel atlantisk
laks ble gitt av SalmoSea AS med slaktedato fire dager fer produksjon av burger. Tillaging av

lakseburgere ble utfart én dag etter filetering av hel laks.

4.2 Blansjeringsstudie

Effekt av blansjeringsbetingelser ble undersgkt for a studere hvordan betingelsene pavirket tap
av bioaktive komponenter samt enzymatisk aktivitet i butare (figur 3). Kvantifisering av TPC
og AO-kapasitet ble utfgrt med metodene Folin-Ciocalteu og DPPH-assay (kapittel 4.2.3 og
4.2.4). Blansjeringens inaktiveringsevne av  enzymatisk aktivitet, ved ulike

blansjeringsbetingelser, ble analysert ved katalase- og peroksidasetest (kapittel 4.2.5).

4.2.1 Varmebehandling av butare

Et blansjeringsstudie ble utfart ved ulike temperatur-tid-kombinasjoner for a finne optimal
blansjeringsbetingelse for butare. Prosesseringstemperaturene 60, 70, 80 og 90 °C, i en
kombinasjon med prosesseringstidene 90 og 180 sekunder, ble testet ut. Samtidig ble en
ekstrembetingelse (90 °C-900 sek) undersgkt for a gi en indikasjon pa hvor stor effekt en lang
holdetid har pa tap av TPC i rastoffet. Ublansjert butare ble benyttet som referanse.
Blansjeringsbetingelsene, som vist figur 3, ble basert pa litteraturfunn (tabell 5) samt ved dialog

med Seaweed Energy Solutions AS.

For hver blansjeringsbetingelse ble 100 + 0,2 g hel butare (vatvekt) tint og pakket i vakuum-
poser (Kochbeutel 121 °). For & oppna homogen varmetilfarsel gjennom rastoffet ble oppveid
butare distribuert til et tynt lag i posene. Blansjering ble utfgrt emballert for & unnga lekkasje
av bioaktive komponenter til blansjeringsvann. Varmebehandling av blansjeringsbetingelsene
ble utfart i tripletter (n=3) og varmebehandling foregikk i Sous vide-maskin (Metos No 502493
Fusion shef, Jylaba) med avionisert vann som blansjeringsvann. Vannbadet ble forvarmet til

riktig temperaturbetingelse fgr blansjeringsprosessen ble utfert. Etter endt prosessering ble

23



butare umiddelbart overfart fra vannbadet til isvann i to min. Prosessert butare samt ublansjert

tare (vakuum-pakket, n=3) ble fryst ned (-80 °C) til videre analysering.

10

0+02g

vakuum-
pakket butare

)

Y

)

Termal behandling: Blansjering

60 °C
90 sek

60 °C
180 sek

70 °C
90 sek

70 °C
180 sek

80 °C
90 sek

80 °C
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90 °C
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90 °C
180 sek

90 °C
900 sek

Isbad, 2 min

| Fryselagret, - 80 °C, 24 t I=

k.

| Ublanjse

Y

1t butare

Torkeprosess: Frysterking, - 54 °C, 0.140 mbar, 25 t

| Fryselagret, - 80 °C |

’

Tillaging av butareekstrakt

I

| Fryselagret, - 80 °C |

Kvantifisering av
TPC

Kvantifisering av
AO- kapasitet

Figur 3: Flytskjema av blansjeringsstudie. 100 + 0,2 g vakuum-pakket butare (n=3) ble péfert ulike temperatur-tid-
kombinasjoner (60 °C-90 sek,60 °C-180 sek, 70 °C-90 sek, 70 °C-180 sek, 80 °C-90 sek, 80 °C-180 sek, 90 °C-90 sek, 90 °C-
180 og 90 °C-900 sek). Ublansjert butare ble benyttet som referanse. Etter endt blansjeringsprosess ble taren overfart i isvann
(to min) og videre fryselagret (-80 °C) i 24 timer. Videre ble prosessert og ublansjert butare frysetarket (-54 °C, 0,140 mbar) i
25 timer. Tillaging av butareekstrakt ble utfert for & kvantifisere totalt polyfenolinnhold (TPC) og antioksidativ kapasitet (AO-

kapasitet).
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4.2.2 Tillaging av butareekstrakt
Tap av TPC og AO-kapasitet, ved Fryseterket butare || Frysetorket butare Frysetorket butare

. . . _ 2 parallel] 3.parallel]
ulike  blansjeringsbetingelser, ble (Lparallel] (2 parallel) parallelh
undersgkt i butareekstrakt (figur 4). T T T
Pulverisert Pulverisert Pulverisert
Blansjert og ublansjert butare ble r\_v;
frysetarket (Freezone 12, Labconco,
lg lg lg lg lg lg

(-54 °C, 0,140 mbar, 25 timer) og butare || butare butare butare butare butare

v v ' v y '

Losti1 96 % etanol-vann (1:1)
pistill. Pulverisert butare ble veid opp v ’ v v 3 !

til 1.0 + 0.0005 g og tilsatt 9.0 ml Homogenisering: Ultra turrax (13000 rpm, 30 sek)

v v v v ) .

Ultralydbad ( 25 °C, maks styrke, 60 111}11)
vann, (1:1), Ethanol absolute, VWR i v v v v !

_ — —
Chemicals, cas: 64-14-5) Det ble laget Sentrifugeing (3000 tpm. 15 min)

manuelt pulverisert med morter og

lgsemiddel (96 % etanol: avionisert

it v v v v v
dubletter (n=2) for hver blansjerings- Filtrering av supemnatant
parallell. Provene ble homogenisert v v v v v v
Butareekstrakt

med Ultra turrax (I KA®T25ULTRA Figur 4: Flytskjema for tillaging av butareekstrakt. Frysetarket butare

(n=3) ble pulverisert manuelt og ca. 1 g ble lgst i 9 ml lgsemiddel (96
TURRAX, 13000 rpm, 30 Sek) 0g satt % etanol:vann (1:1) (n=2). Pravene ble homogenisert ved ultra turrax

i uItraIydbad (Branson 5800, 25 oC. samt ultralydbad. Videre ble prgvene sentrifugert og supernatant ble
! " filtrert gjennom sproytefilter.

maksimum styrke, 60 min). Prgvene ble deretter sentrifugert (Eppendorf Centrifuge 5804, 5000
rpm, 15 min) og supernatant ble filtrert gjennom et spraytefilter (Sterile syringe filter, 0,2 pm
cellulose acetate membrane, VWR Chemicals). De ferdige ekstraktene ble oppbevart nedfryst
(-80 °C) i kimaxrer til videre bruk.

4.2.3 Kvantifisering av TPC i butare blansjert ved ulike betingelser
Totalt fenolinnhold ble kvantifisert med Folin-Ciocalteu metoden som beskrevet av Margraf et

al. (2015) med noen modifikasjoner.

Gallussyre (100 mg/l) (Gallic acid monohydrate, Sigma Aldrich, cas: 5995-86-8) ble benyttet
som standard ved tillaging av stamlgsning til standardkurve. En rekke med seks stamlgsninger
ble laget ved a tilsette 5,0 ml avionisert vann, gallussyre ved konsentrasjoner 0,0-5,0 mg/I og
1,0 ml Folin-Ciocalteu reagens (VWR Chemicals, cas:U3264). Stamlgsningene ble forsiktig
blandet far de ble satt i ro pd benk, i ca. atte min. 10,0 ml 7 % Na,COs (Sodium carbonate
anhydrous, VWR Chemicals, cas: 497-19-8) ble tilsatt lgsningene og etterfylt med avionisert
vann, til et totalvolum pa 100 ml var oppnadd. Lgsningene stod i ro pa benk i to timer far

absorbans ble malt spektrofotometrisk ved 750 nm (Shimadzu UV-1800). Avionisert vann ble
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benyttet som referanse ved maling av absorbans.  Fremgangsmaten for tillaging av
stamlgsninger var den samme for kvantifisering av TPC i butareekstrakt, men gallussyre ble
erstattet med 0,5 ml butareekstrakt. Analysering av TPC i butareekstrakt ble utfart i tripletter
(n=3) og resultatene blir uttrykt som g gallic acid equivalent (GAE)/ 100 g butare tarrvekt.
Resultater, funnet ved analysering av stamlgsninger, ble plottet inn i en standardkurve hvor
stigningstallet ble benyttet til videre beregning av TPC i butareekstrakt (vedlegg A, figur 1,

formel 1).

4.2.4 Kvantifisering av AO-kapasitet i butare blansjert ved ulike betingelser
Kvantifisering av AO-kapasitet i butareekstrakt ble utfgrt med DPPH-assay som beskrevet av
HIST (2019) for kolorimetrisk analyse, med noen modifikasjoner. Analysen ble utfert i

romtemperatur (ca. 22 °C) i apent lys, sa fremst annet blir beskrevet.

Butareekstrakt ble fortynnet med 96 % etanol fortynnet i vann (1:1) til konsentrasjoner mellom
102,0-108,0 = 0,9 g antioksidant (AH)/ g DPPH. Det ble laget tripletter (n=3) for alle
prgvefortynningene. Videre ble 200 ul prevefortynning blandet med 800 pl Tris-HCI buffer
(100 mM, pH 7,4) og 1,0 ml DPPH-Igsning (500 uM, 0,2 mg/I, lgst i 96 % etanol, 2,2-Diphenyl-
1-picrylhydrazyl, Sigma Aldrich, cas: 1898-66-4). Prgvene ble blandet pa vortexmixer (ca. 5
sek) for de ble satt markt i ca. én time. AO-kapasitet ble malt spektrofotometrisk ved 520 nm
med Tris-HCI buffer som referanse og Tris-HCI buffer samt DPPH-lgsning som blankprave.
AO-kapasitet blir malt ved konsentrasjon AH som er ngdvendig for a redusere 1,0 g DPPH,

med 50 % «steady state». Resultatene blir uttrykt som ECsg (effektiv konsentrasjon).

DPPH-lgsningens reduksjonseffektivitet ble testet ved tillaging av Trolox-standardkurve. 97 %
Trolox-lgsning (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chromane-2-carboxylic acid, Acros Organics,
cas: 53188-07-1, lgst i 96 % EtOH) ble tilberedt og fortynnet til seks ulike konsentrasjoner
(0,025- 0,4 g AH/g DPPH). Videre ble samme framgangsmate som beskrevet for kvantifisering
av AO-kapasitet utfert. Trolox-standardkurve er presentert i vedlegg A, figur 2.

4.2.5 Enzymatisk aktivitet i butare blansjert ved ulike blansjeringsbetingelser

Enzymaktivitet i butare ble analysert for & undersgke eventuell inaktivering ved ulike
blansjeringsbetingelser (ublansjert, 60 °C-90 sek, 70 °C-90 sek og 80 °C-90 sek). Til analysering
av enzyminaktivering ble peroksidase- (NTNU, 2017) og katalasetest (Fellows, 2017) benyttet,
men det er viktig & papeke at det ble ikke funnet studier som har undersgkt enzymaktivitet med

de overnevnte testene. Det ble ikke utfgrt dehydrering i form av frysetgrking fer analysering.
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Enzymaktivitet i butare ble analysert ved katalasetest i 4 paralleller (n=4). Butare ble delt i biter
(ca. 2 x 2 cm) og tilsatt en drape 5 % H»O,. Resultater blir uttrykt som + (svakt katalase-positiv)

og ++ (katalase-positiv) ved O»-dannelse og + (katalase-negativ) ved ingen O»-dannelse.

Peroksidasetesten ble utfart som beskrevet i (NTNU, 2017) og utfert i duplikater (n=2). Testen
er beregnet for gulratter og har hittil ikke blitt testet pa makroalger. Ca. 1 ml grovhakket butare
ble tilsatt avionisert vann til det dekket rastoffet. Grunnet butarens rehydreringsevne ved tilsats
av vann, ble prgvene tilsatt mer avionisert vann etter 5 min for @ kompensere for absorbert vann.
Pravene ble deretter tilsatt 0,5 % H20- (fortynnet i avionisert vann, hydrogenperoksid, Sigma
Aldrich, cas: 7722-84-1) og 0,1 % guajakol (fortynnet i 96 % etanol, Sigma Aldrich, cas: 90-
05-1). Prgvene ble blandet ved a benytte en glasstav. Fargeforandringer i prgvene ble fulgt i 10

min og resultater blir illustrert som vist i tabell 6.

Tabell 6: Tabell viser fargereaksjon og forklaring av enzymaktivitet samt tilhgrende skalering av disse ved peroksidasetest.

Skala Fargereaksjon Forklaring
+ Ingen reaksjon Ingen enzymaktivitet
+ Brune flekker Spor av enzymaktivitet
++ Brune lekker og soner Noe enzymaktivitet

4.3 Lagringsstudie
Ra lakseburgere (80 g) tilsatt ulike konsentrasjoner av blansjert (90 °C-180 sek) og frysetarket

butare ble undersgkt for mikrobiell vekst i en lagringsstudie (kapittel 4.3.2). Butare ble
frysetarket for & opprettholde like betingelser som ved utfarsel av blansjeringsstudiet (kapittel
4.2) samt for & unnga ekstra tilfgrsel av vann i burgerne. Ra lakseburgere (MAP-pakket, 60 %
CO2: 40 % N) ble kjalelagret (4 °C) i 21 dager, hvor uttak ble utfgrt hver tredje dag. I tillegg
ble en sensorisk beskrivelse av lakseburger utfart (kapittel 4.3.3) samt vanntap i butare ved
dehydrering testet (kapittel 4.3.4).

4.3.1 Tillaging av lakseburger tilsatt butare

Produksjon av 80 grams lakseburgere tilsatt fire ulike butarekonsentrasjoner ble utfart i fire
batcher; kontroll, lav- (LBK), middel- (MBK) og hgy (HBK) butarekonsentrasjon (figur 5). En
blanding av fiskemuskel og avskjaer ble benyttet for produksjon og alt rastoff ble kvernet
samtidig i en kjgttkverner (Omas Food Machinery). Laksefarsen ble deretter delt i fire batcher
og satt pa kjel (4 °C) til videre prosessering av hver batch. Blansjert og frysetarket butare ble

pulverisert manuelt, ved morter og pistill.
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For a oppna god bindingsevne i burgerne ble lakseavskjer benyttet og NaCl tilsatt
(natriumklorid, VWR Chemicals, cas: 7647-14-5). Konsentrasjon NaCl ble bestemt i henhold
til produktet SALMA BRG produsert av SALMA® (0,7 g NaCl/100 g burger) (SALMA®,
2020). Da saltinnhold i anvendt butare var ukjent, ble dette ikke tatt hensyn til og tilsatt NaCl-

konsentrasjon var dermed lik for alle lakseburgerne.

Filetering av
Atlantisk laks

i

Blansjert (90 °C- 80 sek) og
frysetorket butare

|

Finkverning av Fryselagret, - 80 °C
avskjaer og i
fiskemuskel
¢ Manuell morting til finmalt
pulver
Laksefarse satt pa
kjol (4 °C) fram
til anvendelse
I Tillaging av laksefarse
1. Batch:Kontroll 2. Batch: LBK 3. Batch: MBK 4. Batch: HBK

(24 stk burgere)
Laksefarse tilsatt:
0,70 % NaCl
0 % Pulverisert butare

(24 stk burgere)
Laksefarse tilsatt:
0,70 % NaCl
0,41 % pulverisert butare

(24 stk burgere)
Laksefarse tilsatt:
0,70 % NaCl
1,66 % pulverisert butare

(24 stk burgere)
Laksefarse tilsatt:
0,70 % NaCl
2,91 % pulverisert butare

l

l

I Laksefarse homogenisert i kjokkenmaskin, 2 min I
i i v A4

I Oppveiling av 80 g laksefarse, burger formet for hand I
k. k. A

I 80 g lakseburger MAP-pakket 60:40 (CO2:Nz) I

I MAP-pakket lakseburger kjelelagret, 4 °C I

Figur 5: Flytskjema for produksjon av lakseburgere ved tilsats av ulike butarekonsentrasjoner. Avskjaer og fiskemuskel fra
filetert atlantisk laks ble finkjernet og satt pa kjgl (4 °C) til videre bruk. Blansjert (90 °C-180 sek) og fryseterket butare ble
pulverisert manuelt. Laksefarsen ble delt i fire batcher (24 stk 80 grams lakseburger i hver batch) og tilsatt NaCl samt ulike
konsentrasjoner av butare; kontroll (0,70 % NaCl, 0 % butare), lav butarekonsentrasjon (LBK) (0,70 % NaCl, 0,41 % butare),
middel butarekonsentrasjon (MBK) (0,70 % NacCl, 1,66 % butare) og hgy butarekonsentrasjon (HBK) (0,70 % NaCl, 2,91 %
butare). Hver batch ble homogenisert i kjgkkenmaskin i 2 min. Laksefarse ble videre veid opp (80 g) og burgere ble formet
for hand. 80 g lakseburger ble MAP-pakket i en gassblanding av CO2:N2 (60 %:40 %) og lagret ved 4 °C.

Som vist i figur 5 ble alle batchene tilsatt lik konsentrasjon NaCl (0,70 %). Kontroll, LBK,
MBK og HBK ble tilsatt butarekonsentrasjoner pa henholdsvis 0 %, 0,41 %, 1,66 % og 2,91 %.
Overnevnte butarekonsentrasjoner ble bestemt ut ifra jodmengde i butare, funnet ved
litteraturfunn. Etter tilsats av pulverisert butare og NaCl ble hver batch homogenisert i

kjgkkenmaskin (middel hastighet, 2 min, Metos). Videre ble 80 g lakseburger veid opp og
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formet for hand. Lakseburgerne ble MAP-pakket (Webomatic®, Tray Sealing Machine TL
250) ved en gassblanding av CO2:N2 (60 %:40 %) i plastbegere (230 ml, Faerch HIPET).
Ferdigpakkede lakseburgere ble kjglelagret ved 4 °C, frem til uttak. Det ble produsert 24
burgere for hver batch, altsa tre paralleller per uttaksdag (n=3). Tillaging av lakseburger ble
utfgrt under steriliserte omgivelser og med sterilt utstyr.

For & kontrollere lakseburgerens emballering under lagringsstudie ble gassammensetning i
headspace (%) malt for hver MAP-pakket lakeburger, ved hver uttaksdag (n=3). Instrumentet
som ble benyttet for dette var PBI Dansensor Checkmate 9900.
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4.3.2 Bakterievekst i lakseburger tilsatt butare
Under lagringsstudie ble lakseburgerne testet for bakterievekst hver tredje dag (henvist som O,

3, 6, 9, 15, 18 og 21.uttak i resultater (kapittel 5.3.2)). Kontroll, LBK, MBK, og HBK ble
undersgkt for total psykotroft kimtall (TPK), melkesyrebakterier (LAB), Pseudomonas spp. og
B. thermosphacta pa henholdsvis Long & Hammer-agar (L & H), MRS-agar, Pseudomonas
CFC-agar og STAA-agar (tabell 7). Oppveid prave (10,0 £ 2,0 g) ble homogenisert i stomacher
(1 min, Masticator Homogenizator IUL) med 90,0 £ 2,0 g sterilt peptonvann (Neutralised
bacteriological peptone, Oxoid, LP0034). En fortynningsrekke med fortynningsforholdet 1:10
ble satt opp. Platespredning av fortynningene ble utfert i henhold til (Oxoid, 2016b) og
ferdigutsadde plater ble inkubert som vist i tabell 7. Kvantifiseringsgrensene benyttet i denne
oppgaven for L & H-agar, MRS-agar, Pseudomonas CFC-agar var pa henholdsvis 25-250 kde
(NMKL, 2006), 15-150 kde (NMKL, 2007) og 10-100 kde (FisherScientific, 2011).
Kvantifiseringsgrense for STAA-agar var ikke oppgitt i referanse. Prgvene ble testet for
bakterievekst i tripletter (n=3). Undersgkelse av bakterievekst ble utfart med steril teknikk og
resultater blir uttrykt som log kde/g.

Tabell 7: Oversikt over type medium som ble benyttet ved undersgkelse av bakterievekst i rd lakseburgere, deres
inkubasjonstid og -temperatur samt bakteriell deteksjon.

Medium Supplement  Inkubasjonstid Deteksjon Referanse
0g
temperatur
L&H 0,025 % (w/v) 5 degn, 15°C Aerobe kimtall, (NMKL,
Fe(I11)NH4Citrat kulde- og 2006)
varmetolerante
MRS - Anaerobt LAB (NMKL,
(De Man, Rogosa and 5 degn, 25°C 2007)
Sharpe agar, Oxoid
CMO0361)
Pseudomonas CFC agar ~ Pseudomonas 8t,25°C Pseudomonas (Oxoid,
base CFC spp. 2016b)
(Oxoid, CM0559) supplement
SRO103E
STAA STA selective 481,22 °C B. thermosphacta  (Oxoid,
(STAA agar base, supplement 2016a)
Oxoid CM0881) SRO162E

For a kontrollere mikrobiota i butare far tilsats i lakseburger, ble rastoffet (ra tilstand) ogsa
testet for oppvekst av TPK. Samme fremgangsmate som for analysering av lakseburgerne ble

benyttet.
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4.3.3 Sensorisk beskrivelse av lakseburger tilsatt butare
De sensoriske beskrivelsene for farge og tekstur i ra lakseburgere ble basert pa observasjoner

utfart ved tillaging av produkt og under lagringsstudiet (21 dager).

4.3.4 Effekt av dehydrering for vanntap i butare
Vanntap ved dehydrering av butare ble utfert for & fa en indikasjon pa rehydreringskapasiteten

til butare ved tilsats i lakseprodukt. Blansjeringsbetingelse 90 °C-900 sekunder ble benyttet og
undersgkelse av vanntap ble utfgrt i triplett (n=3). Frysetarket butare ble veid og subtrahert med
innveid mengde butare fgr blansjering. Det ble tatt hensyn til vakuum-posens vekt ved
beregning.

4.4 Dataprosessering og statistiske analyser

Behandling av radata samt illustrering av resultater ble utfert i Microsoft Excel (versjon 2001)
og IBM SPSS Statistics (versjon 25). Statistiske analyser ble utfgrt i IBM SPSS Statistics.
General Linear Model (GLM), ved hjelp av post hoc Duncan analyse, ble benyttet for
analysering av signifikante forskjeller mellom gjennomsnitt av gruppene samt
blansjeringstemperatur og -tid. Gjennomsnitt av gruppene ble betraktet som signifikant
forskjellig ved p < 0,05. Korrelasjonsanalysen bivariat, Pearson tosidig test ble gjennomfart
mellom TPC og AO-kapasitet for gruppene. Sterk korrelasjon gir en koeffisient pa > + 0,8,
middels korrelasjon gir koeffisient mellom £ 0,4-0,7 og svak korrelasjon gir koeffisient < + 4
(Ratnasari et al., 2016). Resultatene er beskrevet som gjennomsnitt £ standardavvik (SD) for
blansjeringsstudiet og gjennomsnitt + standardfeil (SE) for lagringsstudiet, med mindre annet

er beskrevet.
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5 Resultater

5.1Blansjeringsstudie utfert pa butare
Butare ble pafert ulike blansjeringsbetingelser (temperatur-tid-kombinasjon) og kvantifisering

av TPC og DPPH ble utfart for & undersgke blansjeringseffekt pa tap av henholdsvis polyfenoler
og antioksidativ kapasitet (kapittel 5.1.1 og 5.1.2). I tillegg ble enzymaktivitet malt ved utvalgte
blansjeringsbetingelser (kapittel 5.1.3). Fargeendring observert under blansjeringsstudiet er
beskrevet i kapittel 5.1.4.

5.1.1 Kvantifisering av TPC i butare blansjert ved ulike betingelser
TPC i butare ble testet ved a benytte Folin-Ciocalteau metoden (Margraf et al., 2015) for

blansjeringstemperaturene 60, 70, 80 og 90 °C, i kombinasjon med blansjeringstid 90 og 180
sekunder. En ekstrembetingelse pa 90 °C i 900 sekunder ble ogsa pafert rastoffet. Ublansjert
butare ble analysert og benyttet som referanse. Resultater er vist i figur 6 og er uttrykt i g GAE/
100 g butare i terrvekt (figur 6). Det ble ikke funnet signifikante forskjeller mellom
blansjeringsbetingelsene (GLM, p= 0,150) og det ble heller ikke vist signifikante forskjeller
mellom temperatur (GLM, p= 0,143) eller holdetid (GLM, p=0,113).
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Figur 6: Totalt polyfenolinnhold (g GAE/100 g butare tarrvekt) i butare for ubehandlet rastoff og ved ulike blansjeringsbetingelser
(60, 70, 80 og 90 °C i 90 og 180 sek samt 90 °C i 900 sek). Ingen signifikante forskjeller ble funnet mellom de ulike
blansjeringsbetingelsene (GLM, p=0,150), temperatur (GLM, p=0,143) eller holdetid (GLM, p=0,113).
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Hayest numerisk verdi for polyfenoler ble funnet ved blansjeringsbetingelse 60 °C-90 sekunder
(n=3) og ikke i ublansjert butare (n=3) (figur 6). Blansjeringsbetingelse 60 °C-90 sekunder
hadde et innhold pa 0,43 + 0,21 g GAE/ 100 g butare tgrrvekt, mens ublansjert butare hadde et
innhold pa 0,32 + 0,11 g GAE/100 g butare terrvekt. Blansjeringsbetingelsen 90 °C-180
sekunder (n=3) hadde en numerisk verdi pa 0,23 + 0,01 g GAE/100 g butare tarrvekt, mens
ekstrembetingelsen (90 °C-900 sek) (n=3) hadde som forventet, lavest numerisk verdi med 0,16
+ < 0,01 g GAE/100 g butare tarrvekt. TPC-innhold for de resterende blansjeringsbetingelsene
er vist i vedlegg B, tabell 1.

5.1.2 Kvantifisering av AO-kapasitet i butare blansjert ved ulike betingelser
DPPH-assay (Yamaguchi et al., 1998) ble benyttet for & kvantifisere AO-kapasitet i ublansjert

butare og butare blansjert ved de ulike betingelsene (60, 70, 80 og 90 °C i kombinasjon med
blansjeringstid 90 og 180 sekunder). AO-kapasitet ble malt ved konsentrasjon AH som er
ngdvendig for a redusere 1,0 g DPPH og blir uttrykt som ECso (figur 7). ECso-verdi er dermed
omvendt proporsjonal med AO-kapasitet. Det ble funnet signifikante forskjeller mellom
blansjeringsbetingelsene (GLM, p=0,036). De signifikante forskjellene ble funnet ved GLM,
Duncan post hoc testing og er anvist med bokstaver over feilfeltene i figur 7. Ublansjert butare
(n=3) viste hgyest AO-kapasitet med en ECso-verdi pd 25,2 + 7,8, etterfulgt av
blansjeringsbetingelse 80 °C-90 sekunder (n=3) (ECs0=27,2 * 14,6), 60 °C-90 sekunder (n=3)
(ECs0=27,4 % 4,2) 0g 90 °C-90 sekunder (n=3) (ECso= 46,9 * 13,4). Blansjeringsbetingelsene
70 °C-180 sekunder (n=3) og 90 °C-180 sekunder (n=3) hadde lavest AO-kapasitet med
henholdsvis ECso-verdi pa 50,5 + 11,6 og 49,8 + 9,5. Det ble ogsa utfart en hovedeffektsanalyse
av temperatur og holdetid. Det ble funnet signifikante forskjeller mellom de ulike
temperaturene (GLM, p=0,016); 25 (ublansjert), 70 og 90 °C samt holdetidene (GLM,
p=0,036); O (ublansjert) og 180 sekunder. AO-kapasitet for de resterende

blansjeringsbetingelsene er vist i vedlegg B, tabell 2.
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Figur 7: AO-kapasitet (ECso) i butare kvantifisert for ublansjert rastoff og ved ulike blansjeringshetingelser (60, 70, 80 og
90 °C i kombinasjon med 90 og 180 sek). Signifikante forskjeller ble funnet mellom ulike blansjeringsbetingelser (p=
0,036, markert med hokstaver over feilfelt), temperatur (GLM, p=0,016) samt holdetid (GLM, p=0,036).

Korrelasjon mellom polyfenolinnhold og AO-kapasitet ble undersgkt statistisk ved a benytte
Pearson korrelasjon. Det ble funnet sveert liten korrelasjon mellom polyfenolinnhold og AO-
kapasitet for blansjeringsbetingelsene (r = -0,193).

5.1.3 Effekt av blansjering pa enzymaktivitet i butare

Effekten de ulike blansjeringsbetingelser (60, 70 og 80 °C, kombinasjon med holdetid 90 sek)
hadde pa enzymaktivitet i butare ble undersgkt. Det ble utfert to tester; katalase- og
peroksidasetest. Det ble ikke gjennomfgrt dehydrering av prgvene i forkant av analysering.
Resultater funnet ved katalasetest (n=4) er uttrykt i symbolene + (katalase-negativ), + (svakt
katalase-positiv) og ++ (katalase-positiv) og er vist i tabell 8. En svak O2-dannelse ble funnet
for alle paralleller i ublansjert butare. Ingen O-dannelse ble oppnadd for noen av
blansjeringsbetingelsene. Peroksidasetest (n=2) var ikke optimal for butare som rastoff og

resultater for denne testen ble derfor ikke oppnadd.
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Tabell 8: Katalase- og peroksidasetest utfart pa ublansjert og blansjert butare ved blansjeringsbetingelsene 60 °C-90 sek, 70
°C-90 sek og 80 °C-90 sek. + og + indikerer henholdsvis O2-dannelse og ingen Oz-dannelse for katalasetest (n=4). * viser til at
peroksidasetesten (n=2) ikke var suksessfull og at resultater ble derfor ikke oppnadd.

Ublansjert 60 °C-90 sek 70 °C-90 sek 80 °C-90 sek

butare
Katalasetest + = = =
Peroksidasetest * * * *

5.1.4 Fargeendring i butare far og etter blansjering
Under blansjeringsforsgket ble det vist en fargeendring i butare. Ra butare ble observert til a

veere brun. Etter blansjering (90 ° C-180 sekunder) ble det observert et fargeomslag til grgnn
(figur 8).

,/ ’
2 l‘ﬁ\'

Ra butare Blansjert butare
(90 °C-180 sek)

Figur 8: Bilder viser rd butare med brun farge (venstre) og blansjert (90 °C-180 sek) butare
med grgnn farge (hayre).

5.2 Lagringsstudie utfgrt for lakseburger
Lagringsstudiet ble utfgrt med butare blansjert ved 90 °C-180 sekunder. Betingelsen ble

bestemt pa bakgrunn av enzyminaktivering (kapittel 3.4) samt resultater funnet og framvist i
kapittel 5.1.1 0og 5.1.2. Bestemmelsen av denne blansjeringsbetingelsen, som den mest gunstige,
blir videre understettet i kapittel 6.1. Under lagringsstudiet ble det produsert 80 g lakseburgere
tilsatt fire ulike konsentrasjoner (kontroll, LBK, MBK og HBK) av pulverisert butare
(forbehandlet ved blansjering (90 °C-180 sekunder) og frysetarking), samt en kontroll uten
tilsats av tare. Lakseburgerne ble MAP-pakket med en gassammensetning av CO2:N. (60
%:40%). Butarekonsentrasjonene ble beregnet ut ifra litteratur funnet for jodinnhold i butare og
grenseverdier satt for daglig inntak av jod (NNR, 2014) (kapittel 5.3.1.1). Videre ble de
produserte lakseburgerne testet for bakteriell vekst, hver tredje dag, i en studie med en varighet
pa 21 dager. Bakteriell vekst ble testet for TPK (L & H), Pseudomonas spp. (Pseudomonas
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CFC), LAB (MRS) og B. thermosphacta (STAA) (kapittel 5.3.2). Siden fryseterket butare ble
benyttet ved produksjon av lakseburgere, ble ogsa vanntap ved dehydrering av butare kalkulert
(kapittel 5.3.3).

5.3.1. Utvikling av resept og sensorisk beskrivelse for ra lakseburger
5.3.1.1 Bestemmelse av butarekonsentrasjon i lakseburger
Ved bestemmelse av butarekonsentrasjon i lakseburgere ble det i farste omgang bestemt 4 ta

hensyn til antimikrobielle egenskaper, rapportert i butare. Det var derfor av interesse a
undersgke makroalgekonsentrasjon i korrelasjon med antimikrobiell effekt. Det ble ikke funnet
studier som fokuserte pa denne korrelasjonen og derfor ble artikler som satte sgkelys pa
makroalgenes antimikrobielle aktivitet gjennom MIC-metode, for sa & utfare en estimering av
tilsatt algemengde (Kopperud, 2018; Alghazeer et al., 2013; Jaswir et al., 2014).
Litteraturoversikt over makroalgenes antimikrobielle effekt er vist i tabell 9.

Tabell 9: Litteraturoversikt funnet for makroalgenes antimikrobielle effekt ved MIC-metode i korrelasjon med estimert
algekonsentrasjon.

Type brunalge  Algeekstrakt Bakterie Antimikrobiell  Inhiberings- Referanse
(mg/ml) effekt (ja/nei) sone (mm)
Aeromonas Ja Ikke oppgitt  (Kopperud,
salmonicida Ikke oppgitt 2018)
Butare 100 Listeria innocua Ja Ikke oppgitt
S. aureus Ja Ikke oppgitt
Pseudomonas spp Nei Ikke oppgitt
B. thermosphacta Nei Ikke oppgitt
S. typhi Ja 15 (Alghazeer
Cystoseira 50 E. coli Ja 12 etal.,
stricta P. aeruginosa Ja 12 2013)
S. aureus Ja 15
Bacillus subtilis Ja 12 (Jaswir et
Sargassum 100 P. aeruginosa Nei - al., 2014)
plagyophillum S. aureus Ja 9

Bestemmelse av konsentrasjon butare som ville gi en antimikrobiell effekt i lakseburger, basert
pé litteraturfunn, ble vurdert til & veere lite palitelig. Arsaken til dette var fordi at beregning av
konsentrasjon alge matte baseres pa artiklenes ekstraksjonsmetode og artiklene brukte ulik

metodikk ved maling av antimikrobiell effekt samt at litteraturfunn som omhandler butarens
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antimikrobielle effekt var fa (Kopperud, 2018; Alghazeer et al., 2013; Jaswir et al., 2014).
Konsentrasjonsestimeringene var derfor ansett som usikre. | tillegg var artiklene basert pa
ekstrakter og ikke hel alge. Skadal (2018) var eneste publikasjon funnet, hvor hel alge ble
benyttet, men det ble ikke oppgitt mengdeforhold. Butarekonsentrasjon i lakseburgerne ble
derfor basert pa litteratur om butarens jodinnhold og NNR sine anbefalte grenseverdier for
jodinntak/dag (g I/dag) (tabell 2). NNR har anbefalt et daglig jodinntak (Al) for en voksen
person til & veere 150 ug I/dag og gvre anbefalt grenseverdi (@G) til & vaere 600 pg I/dag. Det
ble tatt utgangspunkt i Al og @G ved beregning av butarekonsentrasjoner for LBK og MBK.
Butarekonsentrasjonen i HBK ble valgt for & forhapentligvis observere en betydelig
antioksidativ- og antimikrobiell effekt. Fra tabell 2 ble det tatt utgangspunkt i Seaweed Energy
Solutions sin oppgitte jodkonsentrasjon (450 mg I/kg butare). Tabell 10 viser beregnede
konsentrasjoner av butare i lakseburger for kontroll (0 %), LBK (0,41 %), MBK (1,66 %) og
HBK (2,91 %), basert pa jodinnhold.

Tabell 10: Bestemmelse av konsentrasjon butare i lakseburger (g terrvekt/ 80 g lakseburger) for kontroll, lav
butarekonsentrasjon (LBK), middel butarekonsentrasjon (MBK) og hagy butarekonsentrasjon (HBK). Konsentrasjon butare i
lakseburger ble basert pa jodkonsentrasjon i butare (mg I/kg terrvekt) og oppnadd jodkonsentrasjon i lakseburger (ug 1/g).

Prave Jodkonsentrasjon i @nsket jodkonsentrasjon  Mengde tilsatt butare
butare i lakseburger (g terrvekt/ 80 g
(mg I/kg tarrvekt) (ug 1/80 g) lakseburger)
Kontroll 450 0 0 (0 %)
LBK 450 150 0,33 (0,41 %)
MBK 450 600 1,33 (1,66 %)
HBK 450 1049 2,33 (2,91 %)
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5.3.1.2 Sensorisk beskrivelse av lakseburgere tilsatt ulike konsentrasjoner butare
Tilsetning av de ulike butarekonsentrasjonene i lakseburgerne resulterte i farge- og

teksturforandringer av laksefarsen. Disse resultatene er ikke basert pa analyser, men
observasjoner gjort under tillagning av burgerne og under lagringsforsgket (21 dager).
Laksefarsen ble betydelig mer mgrk grgnn/brun, med gkende butarekonsentrasjon. I tillegg ga
MBK og HBK en hardere tekstur pa laksefarsen samt mindre veesketap. Figur 9 viser
ferdigproduserte lakseburgere, MAP-pakket.

v & : &
Kontroll MBK HBK
0 % butare 0,41 % butare 1,66 % butare 2,91 % butare

Figur 9: Ferdigproduserte lakseburgere tilsatt ulike konsentrasjoner av butare; kontroll: 0 %, lav butarekonsentrasjon
(LBK): 0, 41 %, middel butarekonsentrasjon (MBK): 1,66 %, hay butarekonsentrasjon (HBK): 2,91 %.

38



5.3.2 Bakterievekst i lakseburger tilsatt butare
TPK ble testet i alle lakseburgere tilsatt butare samt kontroll (n=3), hver tredje dag. Resultatene

er vist i figur 10 og er uttrykt i log kde/g. Det ble ikke funnet signifikante forskjeller mellom
gruppene (butarekonsentrasjoner og kontroll) (GLM, p=0,995). Gjennomsnittlig TPK i ra
lakseburger ved alle konsentrasjonene (kontroll, LBK, MBK og HBK) etter endt prosessering
var 3,87 + 0,15 log kde/g. TPK gkte til ca. 7,50 + 0,05 log kde/g i lgpet av 6 dager ved
kjalelagring (4°C) for alle gruppene.
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Figur 10: Utvikling av totalt psykotroft kimtall for lakseburger tilsatt ulike konsentrasjoner av butare (kontroll, lav
butarekonsentrasjon (LBK), middel butarekonsentrasjon (MBK) og hgy butarekonsentrasjon (HBK)). Kimtall ble avlest hver
tredje dag, over en periode pa 21 dager. Det ble ikke funnet signifikante forskjeller mellom gruppene (p=0,995). Resultatene
er uttrykt i log kde/g.

Gjennomsnittlig TPK stabiliserte seg pa ca. 7,3 log kde/g for alle gruppene som systemets
baereevne (tabell 11). Veksthastigheten, pmaks, for TPK varierte mellom 0,59 0g 0,66 1/d.
Lagfase for TPK ble ikke detektert.

Tabell 11: Vekstparametere (maksimum veksthastighet (imaks (1/d) og beerekapasitet (Ymaks (log kde/g)) for totalt psykotroft
kimtall estimert fra Baranyi & Roberts-modell for kontroll, lav butarekonsentrasjon (LBK), middel butarekonsentrasjon (MBK)
og hgy butarekonsentrasjon (HBK). R? er korrelasjonskoeffisienten av modellen og SE er standardfeil av R2. Lagfase ble ikke
detektert.

Prgve Hmaks (1/d) Y maks (log kde/g) R? SE
Kontroll 0,66 £ 0,15 7,25 0,15 0,93 0,35
LBK 0,59 0,10 7,20+ 0,12 0,96 0,27
MBK 0,61 +£0,16 7,25 0,20 0,90 0,43
HBK 0,60 £ 0,13 7,29 £ 0,16 0,92 0,37
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Det ble funnet tilfeldig oppvekst av ikke-distinkte og svermende kolonier pa L & H-agar og
Pseudomonas CFC-agar. Disse koloniene hadde en glatt, slimlignende konsistens og varierte i
starrelse og form. De ikke-distinkte koloniene ble ikke identifisert ved videre analyser, og ble
heller ikke tatt med i beregning av kimtall da de var vanskelige a telle. Koloniene ble funnet i
alle typer lakseburgere, inkludert kontroll. Antall ikke-distinkte kolonier varierte og oppveksten
av disse var tilfeldig nar det gjaldt uttaksdag, type agar (L & H og pseudomonas CFC) og prave.

De svermende koloniene er vist i figur 11.

L&H L&H Pseudomonas CFC Pseudomonas CFC
Lav butarekonsentrasjon Hoy butarekonsentrasjon Hoy butarekonsentrasjon Kontroll

— —

Figur 11: Bildeillustrasjoner viser oppvekst av tilfeldige, ikke-distinkte kolonier for kontroll, hgy- og lav butarekonsentrasjon
pé L & H- agar og pseudomonas CFC-agar. Oppvekst Koloniene er vist med red pil.
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Pseudomonas spp. ble sporadisk pavist i alle gruppene gjennom lagringsforsgket. Kimtall for
prgvene ble beregnet og resultatene er uttrykt i log kde/g (figur 12). Det presiseres at alle
malingene er under metodens anbefalte kvantifiseringsgrense pa 3 log kde/g (FisherScientific,
2011). De statistiske beregningene ma derfor tolkes med forsiktighet. Det ble funnet
signifikante forskjeller mellom gruppene (GLM, p<0,001) og disse er markert med sma
bokstaver ved serieforklaring. Rett etter prosessering ble det ikke funnet oppvekst av
Pseudomonas spp. i noen av gruppene. Ved dag 3 ble det pavist oppvekst av Pseudomonas spp.
for kontroll (1,33 + 0,67 log kde/g) og LBK (0,83 + 0,83 log kde/g), etterfulgt av oppvekst i
MBK (0,67 + 0,10 log kde/g) ved dag 12 og HBK (0,67 £ 0,67 log kde/g) ved dag 9. HBK
hadde oppvekst under 1 log kde/g ved tre uttaksdager og det kan derfor antas til & ha vert neert

null i oppvekst av Pseudomonas spp. gjennom lagringsstudiet (21 dager) (figur 12).

a —o—Kontroll

Pseudomonas spp. a,b,c  LBK
b, ¢ —~MBK
d HBK
3,00
2,50 I
T
T
2,00
=]
3 [ < —
~4
o 1,50
=)
[Su}
1,00
0,50
0,00
0 3 6 9 12 15 18 21
Uttaksdag
Figur 12: Utvikling av Pseudomonas spp. i lakseburger tilsatt ulike konsentrasjoner av butare (kontroll, lav

butarekonsentrasjon (LBK), middel butarekonsentrasjon (MBK) og hgy butarekonsentrasjon (HBK)). Kimtall ble avlest hver
tredje dag, over en periode pa 21 dager. Det ble funnet signifikante forskjeller mellom gruppene og er markert med sma
bokstaver ved serieforklaring (GLM, p<0,001). Resultatene er uttrykt i log kde/g.

Oppvekst av kimtall for melkesyrebakterier er vist i figur 13 og er uttrykt i log kde/g. Ved
vurdering av resultater ma det tas hgyde for at alle malingene er under metodens anbefalte
kvantifiseringsgrense pad 3,2 log kde/g (NMKL, 2007). Det ble ikke funnet signifikante
forskjeller mellom gruppene (GLM, p=0,349). Det ble heller ikke pavist LAB i noen av
lakseburgerne, etter endt prosessering (dag 0). Oppvekst av LAB ble funnet i kontroll pa 1,43
+ 0,72 log kde/g ved dag 6. LBK, MBK og HBK ble ikke pavist fer dag 9 med henholdsvis pa
1,51 £ 0,75 log kde/g, 2,25 + 0,13 log kde/g og 1,33 + 0,67 log kde/g.
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Figur 13: Utvikling av melkesyrebakterier for lakseburgere tilsatt ulike konsentrasjoner av butare (kontroll, lav butare
konsentrasjon (LBK), Middel butare konsentrasjon (MBK) og hay butarekonsentrasjon (HBK)). Kimtall ble avlest hver tredje
dag, over en periode pa 21 dager. Det ble ikke funnet signifikante forskjeller mellom gruppene (p=0,349). Resultatene er uttrykt
i log kde/g.

Det ble ikke pavist B. thermosphacta for noen av gruppene. Pulverisert butare benyttet ved

tillaging av lakseburger ble ogsa testet for TPK, men ble heller ikke pavist.

For & kontrollere pakkemetoden (MAP, 60 % CO2:40 % N>), benyttet for lakseburgerne under
lagringsforsgket, ble gassammensetning for hver pakke testet ved hver uttaksdag, foruten
uttaksdag 1. Det ble ikke funnet signifikante forskjeller mellom gruppene (p=0,230).
Resultatene er vist i vedlegg C, figur 1.

5.3.3 Vanntap ved dehydrering av blansjert butare

Vanntap ved dehydrering ble undersgkt ved a veie butare far og etter frysetarking. Det ble
benyttet blansjert butare (90 °C-900 sek) og ble utfert i triplett (n=3) (tabell 12).

Tabell 12: % vanntap i butare (blansjert ved 90 °C-900 sek) ved dehydrering i form av frysetarking (n=3).

g butare far fryseterking g butare etter fryseterking % vanntap
90,9 13,8 84,8
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6 \Vurdering

6.1 Blansjeringsstudie utfgrt pa butare

6.1.1 Kvantifisering av TPC i butare blansjert ved ulike betingelser
Polyfenoler med sine antioksidative og antimikrobielle egenskaper (Gupta og Abu-Ghannam,

2011), har vist og kunne ga tapt ved varmeprosessering. Mengde komponenter som gar tapt vil
avhenge av om rastoffet er i direkte kontakt med blansjeringsvann eller ikke, men ogsa hvilke
tid- og temperaturkombinasjoner rastoffet pafaeres (Reyes De Corcuera, Cavalieri og Powers,
2004; Wen et al., 2010; Jaiswal, Gupta og Abu-Ghannam, 2012).

Blansjeringsstudiet utfart pa vakuum-pakket butare viste ingen signifikante forskjeller i TPC
(p= 0,150) mellom de ulike betingelsene som ble testet (ublansjert, 60, 70, 80 og 90 °C i
kombinasjon med holdetid 90 og 180 sek samt 90 °C-900 sek) (figur 6). Reduksjonsnivaet av
TPC 1 pa 28 % ved 90 °C-180 sekunder, 22 % for 80 °C-180 sekunder og 90 °C-90 sekunder
(figur 6). Disse reduksjonsnivaene stemmer best overens med blansjeringsstudiet utfgrt av
Ahmed og Ali (2013) som fant en TPC-reduksjon i blomkal pa 38 % ved blansjeringsbetingelse
100 °C-180 sekunder. Det er derimot viktig a papeke at rastoffet benyttet i alle
blansjeringsstudiene, vist i tabell 5, ble tilsatt direkte i blansjeringsvannet, mens blansjering
utfert i denne oppgaven ble utfert vakuum-pakket. Vakuum-pakking av rastoff, ved
varmeprosessering, har vist a hindre lekkasje av komponenter (Baardseth et al., 2010; Patras,
Brunton og Butler, 2010) og TPC-reduksjoner i tabell 5 er dermed ikke direkte sammenlignbare
med resultater oppnadd i denne oppgaven. Videre kan det antas at TPC-reduksjoner funnet for
makroalgene H. elongata (80 °C-40 min), S. latissima (60 °C-120 sek) og S. ilicifolium (40 °C-
900 sek) med TPC-reduksjoner pa henholdsvis 83 % (Cox, Gupta og Abu-Ghannam, 2012), 49
% (Wirenfeldt, 2017) og 10 % (Susanto et al., 2017) skyldes at de oppnevnte algene ble
blansjert direkte i vann. Samtidig har disse algene blitt blansjert ved andre betingelser og en

sammenligning er dermed ikke mulig.

Videre kan vakuum-pakking av blansjert butare ha hatt en innvirkning pa store standardavvik
funnet for gjennomsnittlig TPC av de ulike blansjeringsbetingelsene ((figur 6, (vedlegg B, tabell
1)). Vakuum-pakking kan ha bidratt til ujevn varmetilfgrsel pa rastoffet ved varmebehandling.
Homogen oppvarming av rastoff vil avhenge av blant annet rastoffets geometri (stgrrelse og
form) (Tung, Morello og Ramaswamy, 1989). Selv om butaren ble distribuert til et tynt lag i
vakuum-posene, kan det hende at varmetilfgrselen ikke var homogen nok for hele butaren og
dermed ha fert til at deler av rastoffet ble underprosessert. Videre ble butaren tint far

blansjering, men opptiningen av rastoffet kan ha vert inhomogent og ufullstendig gjennom
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deler av rastoffet, og dermed bidratt til heye standardavvik. Ublansjert butare samt
blansjeringsbetingelsene 60 °C-90 sekunder og 80 °C-180 sekunder var blant de med spesielt
store standardavvik pa henholdsvis 0,11, 0,21 og 0,11 g GAE/100 g butare tarrvekt.
Standardavvik for 60 °C-90 sekunder (0,43 + 0,11 g GAE/100 g butare terrvekt) kan bidra til
forklare et hgyere polyfenolniva, sammenlignet med ublansjert, ra butare (0,32 + 0,11 g
GAE/100 g butare tarrvekt). Videre ble standardavvikene lavere, ved hayere
temperaturbehandling (figur 6). Blansjeringsbetingelse 90 °C-180 sekunder (SD=0,01) og 90
°C-900 sekunder (SD = <0,01) hadde lavere standardavvik og er dermed mer palitelig. Samtidig
kan disse betingelsene (90 °C-180 sek og 90 °C-900 sek) gi en indikasjon pa at homogen
varmetilfarsel har veert tilstrekkelig ved hgyere temperaturer, men dette ble ikke bevist ved
statistiske analyser for temperatur (p=0,143). Det er ogsa viktig & papeke at polyfenoler er
ustabile komponenter som kan pavirkes av en rekke faktorer (lys, temperatur, oksygen,
proteiner, pH og enzymatisk aktivitet). Disse faktorene kan ogsa ha bidratt til de store
standardavvikene (Bgkowska, Kucharska og Oszmianski, 2003; Volfet al., 2014). Polyfenolers
ustabilitet kan videre ha hatt en innvirkning pa det lave polyfenolutbyttet funnet for ublansjert

butare.

Ublansjert butare ble vist til & ha et innhold pa 0,32 + 0,11 g GAE/100 G butare tarrvekt ((figur
6, (vedlegg B, tabell 1)), ett innhold som er lavt sammenlignet med andre studier, som fant et
TPC-innhold mellom 0,37 og 4,0 % (Wang, Jonsdéttir og Olafsddttir, 2009; Stévant et al., 2018;
Tibbetts, Milley og Lall, 2016; Kopperud, 2018; Skadal, 2018; Schiener et al., 2015) (tabell 3).
Polyfenolniva funnet for ublansjert butare stemte best overens med en studie utfgrt av Roleda
et al. (2019) som fant et niva pa 0,37 %. Likevel er TPC funnet i denne oppgaven lavere enn
majoriteten av litteraturen som ble funnet og variasjonene i niva er derfor verdt a diskutere.
Blant annet ble butare benyttet i denne oppgaven fryselagret og tint far blansjering. Wirenfeldt
(2017) fant signifikant tap av polyfenolinnhold i fryst S. latissima sammenlignet med fersk alge.
Dette kan indikere at butarens lave polyfenolniva kan stamme fra drypptap, ved fryselagring
samt opptining, og dermed ha fart til lekkasje av polyfenoler. Videre vil de rapporterte TPC-
nivaene (0,37- 4,0 %) veere avhengig av anvendte ekstraksjonsmetoder og -midler. | litteraturen
er det lite standardisert metodikk og det er derfor vanskelig & direkte sammenligne nivaene.
Samtidig har Folin-Ciocalteu metoden sine ulemper ved at andre reduksjonsmidler kan
interferere med malt mengde polyfenoler (Margraf et al., 2015). De refererte studiene har alle
benyttet seg av Folin-Ciocalteu metoden, men brukt ulike ekstraksjonsmidler (aceton, vann,

etanol og metanol) samt ulike blandingsforhold av disse (tabell 3). Kopperud (2018) studerte
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TPC-utbytte ved ulike blandingsforhold av etanol og vann, og fant et hgyere polyfenolutbytte
ved 30 % etanol, sammenlignet med 50 %, som ble benyttet i denne oppgaven. Ved a benytte
ekstraksjonsmiddel med et annet blandingsforhold kan kanskje polyfenolutbyttet ha veert
hagyere i dette studiet.

Kopperud (2018) sine resultater pa 1,5 g GAE/100 g ekstrakt tgrrvekt med samme
ekstraksjonsmiddel (etanol:vann, 1:1) skal veere sammenlignbare med resultater funnet for
ublansjert butare i denne oppgaven (0,32 + 0,11 g GAE/ 100 g butare terrvekt) da
ekstraksjonsmiddel, ekstraksjonsmetode, hgstedato (mai) og dyrkested (Fraya, Norge) var de
samme. Det lave polyfenolinnhold i denne oppgaven er overraskende, da polyfenoler er
rapportert til & veere hgye i mai, selv om ulike studier har rapportert hgyest TPC-niva ved ulike
arstider (bade om varen og vinteren) (Roleda et al., 2019; Stévant et al., 2018; Schiener et al.,
2015). Likevel ma det tas i betraktning at eksterne faktorer som vanntemperatur samt
tilgjengelighet pa lysmengde og -intensitet (Rajauria et al., 2015; Maehre et al., 2014;
Ingergaard, 2010) fra ar til ar kan ha bidratt til forskjellen funnet mellom denne oppgaven og
Kopperud (2018). Denne pastanden kan understgttes med resultater funnet av Gager et al.
(2020) som viste signifikant forskjell i TPC-innhold i butare (hgstet om varen fra samme sted)
fra ar til ar (2015 og 2016).

Frysetarking av ublansjert butare ble utfart for tillaging av algeekstrakt. Fryseterking kan ha
bidratt til det lave polyfenolutbyttet funnet i ublansjert butare da terkemetoden vil gi et visst tap
av TPC (Le Lann, Jégou og Stiger-Pouvreau, 2008). Likevel vil ikke frysetgrking av algen
forklare forskjellene funnet i TPC for denne oppgaven sammenlignet med litteratur, da studiene

referert i tabell 3 ogsa har benyttet seg av frysetarking.

6.1.2 Kvantifisering av AO-kapasitet i butare blansjert ved ulike betingelser
Det ble vist signifikante forskjeller i AO-kapasitet (AO-kapasitet er omvendt proporsjonal med

ECso-verdi) mellom blansjeringsbetingelsene (p=0,036) (figur 7). Ublansjert butare (ECso=
25,2 £ 7,8) hadde signifikant bedre AO-kapasitet enn butare blansjert ved 70 °C-180 sekunder
(ECs0= 50,5 £ 11,6), 90 °C-90 sekunder (ECso= 46,9 + 13,4) og 90 °C-180 sekunder (ECso=
49,8 + 9,6). Betingelsen 90 °C-180 sekunder hadde en reduksjon pa 49 % og var blant de med
lavest AO-kapasitet. En reduksjon pa 49 % i AO-kapasitet er delvis i samsvar med Jaiswal,
Gupta og Abu-Ghannam (2012) sine funn, med en reduksjon pa 60-65 % i kal (80-90 °C, opptil
6 min) (tabell 5). Det ble funnet fa studier som omhandlet reduksjon i AO-kapasitet i
makroalger som fglge av blansjering, foruten Susanto et al. (2017) som fant en reduksjon pa 33

% ved 40 °C i 15 min for S. ilicifolium. Reduksjon i AO-kapasitet i kal og for S. ilicifolium er
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derimot ikke direkte sammenlignbart med resultater funnet i denne oppgaven, da det ble
benyttet ulike blansjeringsbetingelser. Videre ble det funnet signifikante forskjeller mellom
temperaturene (p=0,016) og holdetidene (p=0,036). Dette tyder pa at bade en gkning i
temperatur og holdetid pavirker tap av AO-kapasitet i butare.

Det er vanskelig & vurdere hvor vidt forholdene mellom blansjeringsbetingelsene er korrekte.
Det var forventet en gradvis nedgang i AO-kapasitet ved hgyere temperatur- og tid-
kombinasjoner. Blansjeringsbetingelse 70 °C-180 sekunder (ECs0=50,5 + 11,6) og 80 °C-90
sekunder (ECs0=27,2 £ 14,6) er de som avviker mest i reduksjonen av ECso-verdi ((figur 7),
(vedlegg C, tabell 2)). Grunnet begrenset med tid ble ikke disse betingelsene analysert pa nytt,
men da disse har hgye standardavvik kan det antas at arsakene er de samme som beskrevet for
TPC (inhomogen oppvarming av rastoff) (kapittel 6.1.1), men den samme nedgangen i
standardavvik ved gkende temperatur ble ikke vist for AO-kapasitet.

Kvantifisering av AO-kapasitet i ublansjert butare (ECso-verdi pa 25,2 + 7,8) i denne oppgaven
var lavere sammenlignet med flere andre studier som har rapportert ECso-verdier i omradet 0,1-
6,4 (Wang, Jonsdattir og Olafsdottir, 2009; Kopperud, 2018; Zubia et al., 2009). Disse nivaene
varierer en god del og kan skyldes ulike fremgangsmater (nar det gjelder pH, reaksjonsmiddel
og DPPH-konsentrasjon i standard og prgve), men ogsa ytre faktorer som oksygen, pH og lys
(Sharma og Bhat, 2009). Som nevnt i kapittel 6.1.1 vil ekstraksjonsmidler, benyttet av ulike

studier, variere og dermed fare til ulike resultater blant publikasjonene (tabell 3).

Fremgangsmaten som ble benyttet henviste til en absorbans som burde ha veert mellom 0,2-0,8
(HIST, 2019). Dette omradet ble ikke oppnadd under analysering av AO-kapasitet i oppgaven,
da DPPH-lgsningen og prevene hadde en absorbans pa henholdsvis 2,3-2,9 og 0,5-2,8.
Kopperud (2018) rapporterte ogsa absorbansverdier over 0,8 ved kvantifisering av AO-
kapasitet med samme fremgangsmate. For a kunne oppna en absorbans mellom 0,2 og 0,8 ber
DPPH-lgsningen ha en konsentrasjon pa 50-100 pM (Molyneux, 2004). Resultatene funnet i
denne oppgaven kan derfor vaere usikre med tanke pa studiesammenligning. Samtidig ble dette
oppdaget etter COVID-19 situasjonen og det var derfor ikke mulig & verifisere pastanden om
at absorbansverdiene funnet for denne studien ikke kan sammenlignes med andre, da det ikke

ble utfart en absorbsjonsgradient.

Pearson korrelasjonstest ble utfert i blansjeringsstudiet og viste svert liten korrelasjon (r= -
0,193) mellom polyfenolinnhold og AO-kapasitet. Dette stemmer ikke med Dudonné et al.

(2009), som fant en hgy korrelasjon mellom disse (R=0,939). Liten korrelasjon stammer mest
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sannsynlig fra signifikante forskjeller funnet mellom ulike blansjeringsbetingelser i AO-
kapasitet og ingen funnet i polyfenolinnhold. Dette kan komme av at det er andre bioaktive
komponenter, som for eksempel fucoxanthin, som kan ha gitt utslag i kvantifisert AO-kapasitet
(Lee et al., 2016; Gupta og Abu-Ghannam, 2011).

6.1.3 Effekt av blansjering pa enzymaktivitet i butare
Hensikten med blansjering var i hovedsak a inaktivere enzymaktivitet i butare. Det er fa

publikasjoner som omhandler maling av enzyminaktivering i makroalger og det er heller ingen
standardisert metodikk. I vegetabilier er det vanlig a teste restaktivitet av enzymene peroksidase
og katalase for a kontrollere at blansjeringsbetingelsene har veert tilfredsstillende (Reyes De
Corcuera, Cavalieri og Powers, 2004). Derfor ble dette ogsa testet for blansjering av butare selv
om metodene for katalase (kapittel 4.2.5) og peroksidase NTNU (2017) ikke er direkte utformet

for analysering av makroalger.

Katalasetest ble utfart pa ublansjert butare og blansjeringsbetingelsene 60 °C-90 sekunder, 70
°C-90 sekunder og 80 °C-90 sekunder. Det ble observert svak O-dannelse (brusing) for
ublansjert butare og ingen O2-dannelse for de resterende blansjeringsbetingelsene (tabell 8).
Resultatene indikerte at ublansjert butare (n=4) viste en svak restaktivitet av enzym. Likevel er
det viktig a papeke at observert O,-dannelse var meget svak og oppstod flere sekunder etter
tilsats av 5 % H>0». Siden det ikke ble funnet studier som har benyttet samme analysemetode
er derfor store usikkerheter rundt hvor vidt metoden kan benyttes for makroalger. Det er dermed

vanskelig & konkludere med en enzyminaktivering ved 60 °C-90 sekunder.

Peroksidasetesten ble vist til & vaere lite optimal for makroalge som rastoff og det ble derfor
ikke oppnadd resultater. Ved utfarsel av testen ble det ikke observert fargeomslag (tabell 8).
Metoden NTNU (2017) beskriver forskjellig grad av fargeomslag til brun. Ved tilsats av vann
til rastoffet ble det observert lekkasje av rastoffets brun/grgnne farge ut i vannet. Det var dermed

vanskelig & observere om et fargeomslag, ved tilsats av reagensene, fant sted.

Da enzyminaktivering ved de ulike blansjeringsbetingelsene ikke kunne bevises ved
peroksidase- og katalasetest, matte valg av optimal blansjeringsbetingelse baseres pa
resultatene funnet for kvantifisering av polyfenolinnhold og AO-kapasitet samt en
blansjeringsbetingelse som mest sannsynlig ga enzyminaktivering. Det ble ikke funnet
signifikante  forskjeller mellom blansjeringsbetingelsene for polyfenolinnhold og
standardavvikene til de fleste blansjeringsbetingelsene var hgye, foruten betingelsene 90 °C ved

180 og 900 sekunder. Det ble derimot funnet signifikante forskjeller mellom
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blansjeringsbetingelsene for AO-kapasitet, hvor ublansjert butare var signifikant forskjellig fra
70 °C-180 sekunder, 90 °C-90 sekunder og 90 °C-180 sekunder. Det var et gnske & bevare
polyfenoler, og dermed AO-kapasitet i butare og valget av optimal blansjeringsbetingelse ville
statistisk sett ha veert en av blansjeringsbetingelsene som ikke viste signifikante forskjeller fra
ublansjert butare, for AO-kapasitet. Likevel var det viktig a serge for tilstrekkelig blansjering
da ufullstendig varmebehandling kan fare til enzymfrigjgrelse og er dermed mer skadelig
sammenlignet med ra produkt (Reyes De Corcuera, Cavalieri og Powers, 2004; Fellows, 2017).
Goncalves et al. (2010), Shivhare et al. (2009) og Ruiz-Ojeda og Pefias (2013) fant 100 %
reduksjon i peroksidase- og katalaseaktivitet, ved blansjeringsbetingelse 90 °C i >2 min i gulrot
0g grgnne bgnner og blansjeringsbetingelsen som var mest lik med 90 °C i >2 min var hgyeste
temperatur-tid-kombinasjon; 90 °C-180 sekunder. Blansjeringsbetingelsen 90 °C-180 sekunder
ble derfor valgt som mest gunstig og ble derfor benyttet videre i lagringsforsgket.

6.2 Lagringsstudie utfgrt for lakseburger

6.2.1 Utvikling av lakseburgerresept
Tilsats av butare ble bestemt til & utfares i frysetarket form, pa bakgrunn av et hgyt vanninnhold

(75- 90 %) i butare (Ingergaard, 2010; Schiener et al., 2015; Maehre et al., 2014). Frysetarking
er rapportert til & gi redusert mikrobiell aktivitet, grunnet lavere vannaktivitet i produktet (Ratti,
2001) og tilsats av frysetagrket butare ble derfor vurdert som en mindre risiko for gkt mikrobiell
vekst i lakseburgerne. Nar det gjelder tekstur av lakseburgerne, ble en eventuell tilsats av butare,
som ikke hadde gjennomgatt en dehydreringsprosess, vurdert til & gi lakseburgerne en blgtere

konsistens. 1 tillegg ble det antatt at burgerne ikke ville holde sin opprinnelige form.

Lakseburgerne (80 g) ble tilsatt blansjert (90 °C-180 sekunder), pulverisert butare i
konsentrasjoner; 0,41 % butare i LBK, 1,66 % i MBK og 2,99 % i HBK. Bestemmelse av
konsentrasjon butare skulle i farste omgang baseres pa konsentrasjon butare i korrelasjon med
antimikrobiell aktivitet. Grunnet manglende litteratur som setter sgkelys pa mengde pulverisert
butare som gir en bestemt antimikrobiell effekt, samt at estimering av mengde alge tilsatt viste
seg a vere vanskelig (tabell 9), ble det valgt & fokusere pa jodinnhold i butare, fra et

matrygghetsperspektiv.

6.2.2 Risikovurdering av butarekonsentrasjon i lakseburger
Jodmangel er ansett som et globalt helseproblem, da jod er essensielt for kroppens utvikling

(Fuge og Johnson, 2015; Zimmermann, 2011). Butare er rapportert til & akkumulere store

mengder jod (Maehre et al., 2014) og kan derfor veere en potensiell kilde. Likevel kan butare
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veere en av risikofaktorene for overdrevent inntak og kan overskride NNR sine anbefalte
grenseverdier for en voksen person (NNR, 2014).

Butarekonsentrasjoner i de ulike lakseburgerne (kontroll, LBK, MBK og HBK) ble beregnet ut
ifra rapporterte jodkonsentrasjoner i butare (tabell 2). Flere publikasjoner har undersgkt
jodinnhold i butare, men innholdet varierer i stor grad (220- 1,238 mg I/kg butare tgrrvekt). Det
ble valgt & ta utgangspunkt i SES (2016) sin oppgitte jodkonsentrasjon (450 mg I/kg butare
tarrvekt), da butaren var hentet fra Seaweed Energy Solutions AS og det ble antatt at jodinnhold

var omtrent den samme.

Konsentrasjoner i LBK og MBK (per 80 g lakseburger) ble beregnet for a kunne oppna Al (150
pg I/ dag) og @G (600 ug I/ dag) (NNR, 2014). Konsentrasjon i HBK overskrider @G (1049
ug 1/80 g), men her var det et fokus pa a kontrollere en eventuell antimikrobiell effekt.
Jodkonsentrasjonene som ble beregnet var tatt pa bakgrunn av at én person inntar én 80 grams
burger. Likevel er det reelt & anta at personen vil konsumere jod fra andre kilder eller flere 80
grams burgere, og vil i sa fall overskride anbefalt jodinntak.

Det ble derimot ikke tatt hensyn til biotilgjengeligheten for jod. Dermed vil jodkonsentrasjoner
for LBK, MBK og HBK veere lavere enn tidligere beregnet. Romaris—Hortas et al. (2011) har
rapportert en biotilgjengelighet pa 17 %, mens Dominguez-Gonzalez et al. (2017) og Combet
et al. (2014) beskrev en biotilgjengelig pa henholdsvis 30 og 33 %. Ved 4 ta utgangspunkt i en
biotilgjengelighet pa 17 % vil kroppen ta opp 26 pg I/ 80 g lakseburger for LBK, 102 ug I/ 80
g lakseburger for MBK og 178 ug 1/ 80 g lakseburger for HBK. HBK vil da vaere mest aktuell
for & oppna Al, mens LBK og MBK vil ligge naer NG. Ved en biotilgjengelighet pa 30 % vil
kroppen ta opp 45, 180 og 315 g I/ 80 g lakseburger for henholdsvis LBK, MBK og HBK og
dermed vil MBK vare mest aktuell for & oppna Al. Samtidig har det blitt foreslatt et trygt inntak
pa 12-35 g butare terrvekt/ dag (Bak, 2019), noe som ikke stemmer overens med beregnede
verdier funnet i denne oppgaven. Et trygt inntak pa 12-35 g butare terrvekt/dag er basert pa
sesongvariasjon av jod, akseptable, gvre grenseverdier av jodinntak og en biotilgjengelighet pa
17 % (Bak, 2019). Forskjellen funnet i denne oppgaven, sammenlignet med inntak av butare
beskrevet av Bak (2019), kan stamme fra at referansen mest sannsynlig har benyttet seg av et
jodinnhold i butare pd 248 mg 1/kg, noe som er lavere enn benyttet i denne oppgaven (450 mg
I/kg). Samtidig er det viktig & papeke at det beregnede inntaket (12-35 g butare tarrvekt/dag)
funnet i Bak (2019) egentlig stammer fra publikasjonen; Seasonal, site and depth variation and
chemical risk evaluation of total iodine in offshore commercially cultivated Faroese Saccharina
latissima, Alaria esculenta and Laminaria digitata (2019), med hovedforfatter Urd Grandorf
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Bak, men denne ble ikke funnet tilgjengelig. Det er derfor vanskelig & vurdere hvilke
grenseverdier av inntak 1/dag som ble benyttet ved beregning av 12-35 g butare tgrrvekt/dag og

disse grenseverdiene kan vare forskjellige fra hva NNR (2014) har oppgitt.

Samtidig er det flere faktorer som kan ha en pavirkning pa lavere jodkonsentrasjon enn
opprinnelig beregnet. Jodkonsentrasjonen kan pavirkes av ulike prosesseringsmetoder som
vaske, tarke og varmebehandlinger (Nitschke og Stengel, 2016). Jodkonsentrasjonen benyttet i
denne oppgaven kan derfor antas til & veere lavere, da butaren ble péfert frysetarking og
blansjering.

6.2.3 Sensorisk beskrivelse

Oppgavens hovedmal var & undersgke om tilsats av butare kan gi gkt lagringsstabilitet i
lakseburger ved antioksidative- og antimikrobielle egenskaper i butare. Likevel er
forbrukeraksept en forutsetning ved produktutvikling. Ingen tekstur-, smak- og fargeanalyser
ble utfart pa lakseburgerne, men det ble gjort observasjoner av tekstur- og fargeendringer under
lagringsforsgket. Vurderingene som blir beskrevet videre blir derfor basert pa observasjonene.

Under blansjeringsstudiet ble det observert fargeendring i butare. Ra butare med en brun farge
ble forandre til en grenn farge ved blansjering (90 ° C-180 sek) (figur 8). En grann farge kan
assosieres med grgnne vegetabilier og kan derfor gi en starre aksept hos vestlige forbrukere,
enn brun farge (Stévant, 2019; Bonazzi og Dumoulin, 2011). Den grgnne fargen ble derimot
observert til & endres til en markere grannfarge ved frysetgrking av butaren, som videre ble
tilsatt lakseburgerne. Fargeendringen observert etter dehydrering ma derfor vurderes i
sammenheng med tilsats av butare i laksefarsen da dette er endelig produkt. Det ble observert
tydelige fargeendringer pa laksefarsen, jo hgyere butarekonsentrasjon som var tilsatt (figur 9).
Fargeforandringen kunne spesielt sees i MBK og HBK, med en grgnn/brun farge. Farge pa
produktet kan vaere arsak til liten forbrukeraksept, spesielt med et fargeomslag fra oransje
laksefarge til mark grenn/brun farge, da denne fargen kan forbindes med fordervet produkt
(Hutchings, 1994). Kumarathunge, Jayasinghe og Abeyrathne (2016) utfgrte et forsgk med
fiskeburger, produsert fra lysrad fisk (Catla), tilsatt makroalgen Ulva lactuca. Det ble funnet en
signifikant forskjell i forbrukeraksept av fiskeburger tilsatt 0,5 %, nar det gjaldt fargeendring.
En videre gkning i algekonsentrasjon farte til en nedgang i aksept. | tillegg ble tekstur og smak
akseptert ved tilsats av alge ved konsentrasjon 0,5 % (Kumarathunge, Jayasinghe og
Abeyrathne, 2016). Basert pa denne studien kan det antas at LBK, med 0,41 % butare, hadde
blitt akseptert blant forbrukerne.
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Det ble ogsa observert teksturendring i laksefarsen, med gkende butarekonsentrasjon.
Teksturen endret seg fra en myk og blatlignende konsistens, til en tgrrere og fastere konsistens.
Kontrollfarsen falt fra hverandre under de mikrobiologiske analysene, mens HBK hadde en
fastere form. Da butare ble frysetarket for tilsats i lakseburger kan det antas at det har foregatt
en rehydreringsprosess, hvor vann fra farsen ble absorbert av algen. For a kunne konkludere for
en eventuell rehydreringsprosess, burde en vannaktivitetsanalyse ha blitt utfgrt for alle
lakseburgere, men dette ble ikke utfgrt. Vanntap ved dehydrering av butare ble derimot
undersgkt og det ble funnet et tap pa 84 % (tabell 12). Skadal (2018) testet rehydreringskapasitet
i butare og fant den til & vaere 7,4 g vann/g butare for 100 % rehydrering. Stévant (2019)
rapporterte en svellingskapasitet pa 10,2 ml/ g alge tarrvekt for S. latissima. Disse resultatene
kan tyde pa at observasjonene er korrekte. Teksturanalyse pa fiskeburger tilsatt redalgen
Kappaphycus alverezii ble studert av Senthil, Mamatha og Mahadevaswamy (2005). Det ble
funnet signifikante forskjeller i hardhet mellom kontroll (uten algetilsats) og 5 % algetilsats
(Senthil, Mamatha og Mahadevaswamy, 2005). Makroalgenes rapporterte svellingsevne er
interessant da alger kan bidra til en potensielt forbedret tekstur ved inkorporering i

matprodukter.

6.2.4 Bakterievekst i lakseburgere tilsatt butare
Antimikrobiell effekt av butaretilsats i ra, kjglelagret (4 °C) lakseburger (MA-pakket i CO2 60

%: N2 40 %) ble testet over 21 dager for pavisning av TPK, Pseudomonas spp. LAB og B.

thermosphacta.

Ingen signifikante forskjeller i TPK mellom gruppene (p=0,995) ble funnet (figur 10).
Gjennomsnittlig TPK for alle gruppene var 3,87 + 0,26 log kde/g ved dag 0. Ved
sammenligning av kimtall med andre studier, utfart pa laksefilet, er initiell TPK omtrentlig pa
samme niva (2-4,24 log kde/g) (Hansen et al., 2009; Sallam, 2007; Fernandez, Aspe og
Roeckel, 2009). Videre fant Hansen et al. (2009) en TPK-verdi pa >3 log kde/g ved dag 10 i ra
laksefilet pakket i MA under samme gassbetingelser, som for lakseburgerne. En annen
publikasjon med samme pakkemetode, i kombinasjon med superkjaling, beskrev en TPK-verdi
3,5 log kde/g ved dag 7 (Fernandez, Aspe og Roeckel, 2009), mens Mace et al. (2012) viste til
TPK-verdi pa 5 log kde/g ved dag 3 ved MA-pakking (50 % CO2:50 % N). Det er derimot
viktig & presisere at studienes resultater er basert pa laksefilet og hgyere TPK-verdi for
laksefarse kan forventes. Ved dag seks gkte TPK for alle lakseburgerne til ca. 7,5 + 0,1 log
kde/g, som er over maksimum grenseverdi pa 7 log kde/g for ra, fersk fisk (Stannard, 1997).

Sammenlignet med refererte studier viste TPK en hgyere utvikling av veksthastighet (tabell
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11). Laksefarse vil prosesseres i starre grad enn laksefilet og risikoen for krysskontaminasjon
fra utstyr, mennesker og fra selve produktet, vil derfor veere starre (Gram og Huss, 1996). Selv
om produksjon av lakseburgerne ble utfgrt under sterile betingelser og ved lave temperaturer,
kan ikke produktet garanteres til & veere fri for kontaminasjon.

Pseudomonas spp. og LAB ble pavist i alle gruppene, men alle malingene var under metodenes
anbefalte kvantifiseringsgrenser (FisherScientific, 2011; NMKL, 2007) og skal derfor tolkes
med forsiktighet. Det ble pavist signifikante forskjeller i oppvekst av Pseudomonas spp., hvor
kontroll viste signifikant mer vekst av Pseudomonas spp. enn i MBK og HBK (figur 12). Sallam
(2007) paviste at nivaet av Pseudomonas spp. i ra laks (emballert i polyvinylidenfilm) gkte fra
3,2 log kde/g ved dag O til 8,73 log kde/g i lgpet av 15 dager. Under aerobe forhold vil
mikroflora i fisk ofte domineres av Pseudomonas spp (Gram og Huss, 1996; Sivertsvik, Jeksrud
0og Rosnes, 2002), men pakking under CO--betingelser vil inhibere disse bakteriene i
fiskeprodukter (Gram og Huss, 1996). Lakseburgerne i denne studien ble pakket i 60 % CO3,
noe som kan ha bidratt til at nivaet generelt var lavt. Forskjellen i kimtall ved dag 21 (2,49 log
kde/g) og 15 (8,73 log kde/g), funnet i denne oppgaven sammenlignet med Sallam (2007), er

mest sannsynlig pa grunn av ulike pakkeatmosfarer.

LAB ble pavist ved dag 6 for kontroll og dag 9 for LBK, MBK og HBK, men ingen signifikante
forskjeller ble funnet i noen av gruppene (figur 13). Etter 21 dager hadde kontroll gkt til 2,96 £
0,13 log kde/g, noe som er relativt lavt, sammenligning med 5,23 log kde/g etter 15 dager,
funnet av Sallam (2007). Vekst av B. thermosphacta ble ogsa analysert, men ble ikke pavist
under lagringsstudiet for noen av lakseburgerne. Oppvekst av TPK i butare ble ogsa testet, men

ikke pavist.

Det ble observert sporadisk oppvekst av ikke-distinktive kolonier pd L & H-agar og
Pseudomonas CFC-agar (figur 11) og ma tas hensyn til ved vurdering av oppvekst av
Pseudomonas spp. og TPK. Oppvekst var uavhengig av uttaksdag og preve, samtidig som at
koloniene varierte i starrelse og form. Det ble valgt a utelate identifisering av disse koloniene
da det var begrenset med tid pa laboratoriet. De svermende koloniene ble ikke tatt med ved

telling av kolonier da form, starrelse og utseende varierte i stor grad.

Det er vanskelig & vurdere hvor vidt antimikrobiell effekt i lakseburgerne ble oppnadd ved
butaretilsats. Kumarathunge, Jayasinghe og Abeyrathne (2016) fant et lavere totalt kimtall for
burgere tilsatt makroalge sammenlignet med kontroll. Dette tilsier at pulveriserte makroalger

kan ha en antimikrobiell effekt i fiskeburgere, selv om det ikke ble funnet signifikant forskjell
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i oppvekst av TPK og LAB mellom kontroll og burgere tilsatt butare. Pavist Pseudomonas spp.
0og LAB hadde verdier under kvantifiseringsgrensene og resultatene er dermed usikre. Det er
derfor viktig a papeke at det er flere faktorer enn tilsats av algen som kan ha hatt en innvirkning
pa hgyere oppvekst i kontroll, sammenlignet med burgere tilsatt butare. Eksempelvis kan de
lave nivaene av polyfenoler og AO-kapasitet, funnet i blansjeringsstudiet, forklare hvorfor det
ikke ble vist en tydelig antimikrobiell effekt. Det kan tenkes at butaren som ble benyttet ikke
hadde tilstrekkelig med innhold av polyfenoler for & oppna antimikrobiell effekt. Videre kan
observert hardhet i tekstur for HBK hatt en innvirkning pa lavere oppvekst av Pseudomonas
spp. i HBK, sammenlignet med kontroll. Det kan antas at vannaktivitet i farsen for LBK, MBK
og HBK har blitt redusert, grunnet svelling av butare og en reduksjon i vannaktivitet kan
redusere oppvekst av bakterier (Ratti, 2001). Saltinnholdet i butaren kan ogsa ha hatt en
innvirkning pa lavere oppvekst i burger med alge. Saltinnhold ble ikke analysert, men butare er
rike pa salter og det er rapportert et hgyt saltniva pa 36 mg/kg terrvekt (Stévant et al., 2017;
Stévant, 2019). Det er velkjent at salt har evnen til & redusere vannaktivitet (Albarracin et al.,
2011). Det kan derfor antas at gkt butarekonsentrasjon kan ha fart til at saltene i algen har gitt
redusert vannaktiviteten, men ogsa bidratt til LBK, MBK og HBK sin tekstur, ved gkende grad
av hardhet. Ingen signifikante forskjeller funnet for TPK, mellom kontroll og lakseburger tilsatt
butare, kan veare forarsaket av oppvekst av salttolerante bakterier, som for eksempel P.
phosphoreum, som ogsa er CO»-tolerant (Sivertsvik, Jeksrud og Rosnes, 2002; Waters og
LLoyd, 1985; Manivasagan, Venkatesan og Kim, 2015). Likevel vil denne pastanden avhenge
av mengde salt som er til stede i lakseburgerne, noe som er uvisst, i forhold til hvor nye salt

bakterien taler.

Lipidoksidasjon i lakseburgerne ble ikke studert i denne oppgaven grunnet begrenset med tid,
men det har blitt utfgrt studier hvor antioksidativ effekt mot lipidoksidasjon har blitt pavist i
fiskeburgere tilsatt makroalgeekstrakt (Jonsdottir et al., 2016; Ortiz, Vivanco og Aubourg,
2014; Wang et al., 2010). Det hadde veert interessant & undersgke hvilken effekt tilsats av
pulverisert butare hadde hatt pa lipidoksidasjon i laksefarse, da produksjon av farse vil
introdusere hgye nivaer av oksygen og dermed bidra til cellulzre forstyrrelser i laksen, noe som

farer til av lipidene er mer eksponert for oksidasjon (Undeland, Ekstrand og Lingnert, 1998).
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7 Konklusjon

Resultatene viste ingen indikasjon pa hvilken kombinasjon av blansjeringstemperatur og -
holdetid som ga best utbytte av bade polyfenoler og antioksidativ kapasitet, samt
enzyminaktivering i1 butare. Ingen forskjeller i tap av polyfenoler ble vist ved noen av de
undersgkte blansjeringsbetingelsene. Det ble derimot funnet forskjeller for antioksidativ
kapasitet i butare, men det ligger usikkerheter om hvor vidt resultatene er reelle da ble funnet
store standardavvik ved flere av betingelsene, som trolig oppstod fra inhomogen oppvarming
av vakuum-pakket butare. Metodikk benyttet i oppgaven for maling av enzymaktivitet i butare
var ikke optimal og det var derfor vanskelig & konkludere med hvilke blansjeringsbetingelser
som oppnadde enzyminaktivering. Det var dermed vanskelig & wvurdere optimal
blansjeringsbetingelse for butare. Likevel kan det konkluderes med at gkende temperatur og
holdetid pavirker reduksjon av antioksidativ kapasitet i butare, ved blansjering.

Lakseburgere tilsatt pulverisert butare indikerte ikke en gkt lagringsstabilitet, da det ikke funnet
lavere oppvekst av totalt psykotroft kimtall og melkesyrebakterier i ra lakseburger tilsatt butare,
sammenlignet med lakseburger uten tilsats. Det ble derimot funnet lavere oppvekst av
Pseudomonas spp. i lakseburgere tilsatt 1,66 og 2,33 % pulverisert butare enn for lakseburger
uten tilsats. Likevel er det vanskelig & vurdere om redusert oppvekst av Pseudomonas spp.
skyldes antimikrobiell effekt fra algen, da tilsats av salt fra algen eller en eventuell rehydrering
av vann fra laksefarse til alge (en hardhet i tekstur ble observert ved gkende
butarekonsentrasjon) kan ha veert arsaken til forskjell i lavere oppvekst av Pseudomonas spp.
ved tilsats av butare. | tillegg var oppvekst av Pseudomonas spp. relativt lavt i lakseburger, bade
med og uten butare. Lav oppvekst av Pseudomonas spp. kan antas a skyldes MA-pakking av
lakseburgerne under CO--betingelser. Samtidig ble det funnet lave nivaer av polyfenoler samt
antioksidativ kapasitet, sammenlignet med litteratur, som videre kan gi en mulig forklaring
hvorfor det ikke ble vist en gkt lagringsstabilitet. Videre arbeid rettet mot blansjeringeffekt pa
TPC og enzyminaktivering for bevaring av antimikrobielle og antioksidative egenskaper i
algen, er derfor av interesse da brunalger er rapportert til & ha haye nivaer av polyfenoler og har

potensialet som et eventuelt middel for & stabilisere matprodukter.
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8 Videre arbeid

Bruk av butare som en stabiliseringsingrediens i naringsmiddelindustrien har et potensiale,
men det er en forutsetning & kunne etablere en blansjeringsmetodikk som bade beholder de
bioaktive komponentene, men ogsa sikrer enzyminaktivering. Blansjering av vakuum-pakket
butare i denne oppgaven ble utfart ved temperaturer mellom 60 og 90 °C ved 90 og 180
sekunder og viste ingen forskjeller i innhold av polyfenoler blant betingelsene. Det hadde veert
interessant a undersgke om polyfenolutbyttet hadde veart hgyere ved a blansjere ved mildere
betingelser, men da kan ufullstendig enzyminaktivering oppstd. Hovedmalet med blansjering
er 8 hemme enzymaktivitet og metodikken benyttet i denne oppgaven ble ikke funnet til & vaere
optimal. En etablert metodikk for @ male enzyminaktivering i makroalger er derfor av interesse,
spesielt hvis det er gnskelig a inkorporere hel alge i matprodukter. Vakuum-pakking av butare
ved blansjering ble nevnt som mulig arsak til hgye standardavvik ved kvantifisering av
polyfenolinnhold og AO-kapasitet. Det hadde derfor vert interessant & undersgkes hvordan
blansjering av rastoff direkte i kontakt med vann pavirker polyfenolutbyttet i forhold til
vakuum-pakking. Blansjering direkte i vann kan antas til a vaere gunstigere i kommersiell skala

da metoden bade kan vare tid- og kostnadshesparende.

Tilsats av pulverisert butare i lakseburgerne ga ikke forventet antimikrobiell effekt, men
konsentrasjonene som ble tilsatt var heller ikke beregnet ut ifra butarens antimikrobielle
egenskap. Pa grunn av lite litteratur som viser til korrelasjonen mellom mengde pulverisert alge
som vil gi en gitt antimikrobiell effekt mot visse forringelsesbakterier, kan videre arbeid rettet
mot akkurat dette bidra til & etablere alger som stabilisatorer i matprodukter. Selv om
lipidoksidasjonen ikke ble testet i denne oppgaven gjelder ogsa dette for den antioksidative
effekten av makroalger, da studier har vist en effekt mot lipidoksidasjon i sjgmatprodukter, men

det er ogsa studier som ikke funnet en antioksidativ effekt mot lipidoksidasjon.

Samtidig er forbrukeraksept av disse produktene viktig. Hvordan vil forbrukere akseptere
marine makroalger som ingrediens i allerede etablerte matprodukter, som for eksempel
lakseburger eller kjottkaker? Videre arbeid rettet mot tekstur-, farge- og smakaksept fra
forbrukere er anbefalt da inkorporering av marine alger i matindustrien er avhengig av

konsumentene.
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Vedlegg A\ Standardkurve og formler benyttet for beregning av TPC og AO-kapasitet.

Standardkurve
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Figur 1: Standardkurve utformet ved analysering av stamlgsninger for kvantifisering av TPC. a=10,244
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Formel 1: Formler for beregning av TPC (g GAE/100 g butare tgrrvekt) i butare. a= stigningstall til standardkurve utformet
ved analysering av standardlgsninger. Absorbansen malt ved 750 nm.
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Formel 2: Beregning av radical scavenging effect (%) ved kvantifisering av AO-kapasitet.
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Formel 3: Beregning av ECso-verdi ved kvantifisering av AO-kapasitet
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Figur 2: Trolox-standardkurve for testing av DPPH-Igsning.



Vedlegg B: Middelverdier ved kvantifisering av TPC og AO-kapasitet fra
blansjeringsstudiet.

Tabell 1: Middelverdier + standardavvik (n=3) for TPC (g GAE/100 g butare tgrrvekt) i butare behandlet ved ulike
blansjeringsbetingelser (60 °C, 70 °C, 80 °C og 90 °C i kombinasjon med blansjeringstid 90 og 180 sek samt 90 °C-900 sek).

Blansjeringsbetingelse Totalt polyfenolinnhold

(g GAE/100 g butare tarrvekt)

Ublansjert 0,32+0,11
60 °C - 90 sek 0,43+0,21
60 °C - 180 sek 0,25 + 0,06
70 °C - 90 sek 0,35+0,10
70 °C - 180 sek 0,27 £ 0,03
80 °C - 90 sek 0,22 £ 0,03
80 °C - 180 sek 0,25+0,11
90 °C - 90 sek 0,25+0,10
90 °C - 180 sek 0,23 +0,01
90 °C - 900 sek 0,16 + 0,00

Tabell 2: Middelverdier + standardavvik (n=3) for AO-kapasitet (EC50-verdi) i butare behandlet ved ulike
blansjeringsbetingelser (60 °C, 70 °C, 80 °C og 90 °C i kombinasjon med blansjeringstid 90 og 180 sek).

90 °C - 180 sek

Blansjeringsbetingelse AO-kapasitet
(ECso-verdi)

Ublansjert 252+7,8

60 °C - 90 sek 271,4+472

60 °C - 180 sek 35,0+4;3

70 °C - 90 sek 39,7+159

70 °C - 180 sek 50,5+11,6

80 °C - 90 sek 27,2+ 14,6

80 °C - 180 sek 41,8 +3,5

90 °C - 90 sek 46,9 + 13,4

49,8 £9,5




Vedlegg C: Gassammensetning i headspace under lagringsstudiet.

Gassammensetning i headspace —e—Kontroll
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Figur 1: Gassammensetning i headspace ved MAP-pakking av lakseburgere under lagringsstudie. Figur viser middelverdi av
CO:2 % for kontroll, lav butarekonsentrasjon (LBK), middel butarekonsentrasjon (MBK) og hgy butarekonsentrasjon (HBK)
ved hver uttaksdag, foruten uttaksdag 1. Det ble ikke vist signifikante forskjeller mellom gruppene (p= 0,230).
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