NTNU - Norges teknisk-naturvitenskapelige universitet

Institutt for bioteknologi og matvitenskap

NTNU

BACHELOROPPGAVE 2021

20 studiepoeng

Effekt av blansjering pa antioksidantaktivitet og innhold av

polyfenoler i Saccharina latissima

The effect of blanching on antioxidant activity and the polyphenol content of

Saccharina latissima

utfgrt av

Anette Gjertsen

Mari Sliper

Dette arbeidet er giennomfgrt som ledd i bachelorutdanningen i matteknologi ved Institutt
for bioteknologi og matvitenskap, NTNU. Bruk av oppgavens innhold skjer pa eget ansvar.



Sammendrag

Malet med denne oppgaven var a undersgke hvilken effekt blansjering har pa tare nar det
gjelder antioksidantaktivitet og innhold av polyfenoler, med utgangspunkt i brunalgen
Saccharina latissima. Fire forskjellige metoder ble benyttet for @ male
antioksidantaktiviteten i atte ulike ekstrakter, bestdende av enten blansjert eller ikke-
blansjert tare, blansjeringsvann eller dryppvann. Det totale fenolinnholdet (TPC) i prgvene
ble malt ved bruk av Folin-Ciocalteu analysen. Den radikale slukningsaktiviteten ble deretter
malt med to ulike metoder, nemlig DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)-analyse og ABTS
(2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid))-analyse. Avslutningsvis ble det
utfgrt en FRAP analyse (Ferric Reducing Antioxidant Power) for @ male reduksjonsevnen til

antioksidantforbindelsene i de ulike ekstraktene.

For samtlige ekstrakter av S. latissima ble det pavist innhold av fenoler og
antioksidantaktivitet. Resultatene viste at aktivitetsnivaet i den blansjerte ra prgven var
sveert lavt sammenlignet med de tgrkede prgvene. Ved sammenligning av frysetgrket
blansjert tare og frysetgrket ra tare, framkom det at blansjering hadde en positiv effekt pa
det totale fenolinnholdet og antioksidantaktiviteten. Pavist antioksidantaktivitet i
blansjeringsvannet viser at en blansjeringsprosess vil fgre til tap av fenoler, og vil redusere
antioksidantaktiviteten i taren ved at komponentene trekkes ut i blansjeringsvannet. Funn
av antioksidantaktivitet i dryppvannet viser at en tineprosess vil medfgre tap av verdifulle
fenoliske forbindelser. Korrelasjon ble funnet mellom Folin-Ciocalteu og metodene DPPH,
ABTS og FRAP, og det ble observert signifikant samvariasjon mellom analysene. Resultatet
indikerer at polyfenoler bidrar til antioksidantaktiviteten. Basert pa funn i denne oppgaven
og tidligere studier konkluderes det med at blansjering kan ha bade positiv og negativ effekt

pa innholdet av polyfenoler og antioksidantaktiviteten i tare.



Summary

The aim of this study was to investigate the effects of blanching on kelp in terms of its
antioxidant activity and polyphenol content, based on the brown algae Saccharina latissima.
Four different methods were used to measure antioxidant activity in eight different extracts,
containing either blanched or unblanched kelps, blanching water, or drip water. The total
phenolic content (TPC) of each sample was measured with the Folin-Ciocalteu assay. Two
distinct assays were then used to measure the radical scavenging activity, namely DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic
acid)). Lastly, the reducing capacity of the antioxidant components in the various extracts

was measured with the FRAP assay (Ferric Reducing Antioxidant Power).

All extracts of S. latissima were found to contain phenols and antioxidant activity. The
results showed that the activity of the blanched raw sample was very low compared to that
of the dried samples. Comparison of freeze-dried blanched kelp-and freeze-dried raw kelp
shows that blanching had a positive effect on the total phenolic content and antioxidant
activity. The presence of antioxidant activity in the blanching water shows that the process
of blanching results in a loss of phenols and a reduction of the antioxidant activity in the
kelp by extracting the components into the blanching water. Similarly, the presence of
antioxidant activity in the drip water shows that the process of thawing results in a loss of
valuable phenolic compounds. Correlations were found between Folin-Ciocalteu and the
DPPH, ABTS and FRAP assays, indicating that polyphenols contribute to antioxidant activity.
The findings of this study as well as previous studies leads to the conclusion that blanching
can have both positive and negative effects on the polyphenol content and antioxidant

activity of kelp.
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Innledning

For a mgte etterspgrselen etter mat, for og drivstoff til en stadig voksende befolkning er det
viktig @ utnytte ressurser fra sjg og land i stgrre grad. Interessen for utnyttelse av tang og
tare som rastoff har de siste arene gkt i Europa, og forutsetningene for a etablere en
fremtidsrettet naering ligger godt til rette i Norge. Med fa innsatsfaktorer kan det dyrkes og
produseres store mengder biomasse med hgy ernaeringsmessig verdi. Makroalger har derfor
potensialet til 3 bli en viktig baerekraftig ressurs. | tillegg inneholder makroalger verdifulle
komponenter som blant annet fenoliske forbindelser og antioksidanter, som kan gi

helsemessige fordeler.

Malet med denne oppgaven har vaert a8 undersgke hvilken effekt blansjering har pa
antioksidantaktivitet og innhold av polyfenoler i tare, med utgangspunkt i brunalgen
Saccharina latissima. Studier som er utfgrt viser at blansjering har god effekt pa reduksjon
avjodiS. latissima (Nilsen m. fl. 2020). Ettersom nevnte tare inneholder store mengder av
jod, vil blansjeringen veere et viktig prosesstrinn. Det finnes forelgpig fa studier som ser pa
effekten blansjering har pa innholdet av fenoler og antioksidantaktivitet i tare, og industrien
vil derfor ha nytte av studier som kan bidra til gkt kunnskap pa omradet. Med bakgrunn i
teori om blansjering var det forventet at en blansjeringsprosess ville fgre til tap av
polyfenoler og redusere antioksidantaktiviteten i taren. Det var ogsa forventet a finne
antioksidantaktivitet i blansjeringsvannet, da blansjering bidrar til tap av vannlgselige

komponenter i vegetabiler (Fellows 2016 s. 525).



1. Teoretisk bakgrunn

1.1 Produksjon av makroalger i et beaerekraftperspektiv

Havet er en stor ressurs med potensiale til 3 vaere en viktig bidragsyter for a sikre
tilstrekkelig med mat til en stadig voksende befolkning. Det anslds at befolkningstallet i
verden vil stige til 9,8 billioner frem mot ar 2050. Matproduksjonen bgr derfor gkes med
70% for a kunne mgte behovet for mat. Med dette som utgangspunkt, bgr havets ressurser
utnyttes bedre slik at ogsa fremtidens behov for og etterspgrsel av mat, dyrefor, drivstoff og
legemidler kan imgtekommes. Produksjon av makroalger eller «tang og tare» har potensiale
til 3 bli en av de store fremtidige naeringene innen marin sektor, og vil veere en viktig naering
i arbeidet med a dekke etterspgrselen av ngdvendige ressurser. Makroalger inneholder en
rekke komponenter som kan benyttes i mat, bade som funksjonell ingrediens og som kilde
til ngdvendige og viktige naeringsstoffer. Produktive havomrader som kan benyttes til a
dyrke makroalger vil bidra til en ressursgkning og en grenn biogkonomisk nzering. @kt
kunnskap og kompetanse innenfor feltet er essensielt for at bedrifter skal kunne Iykkes i
produksjonen av matvarer produsert med makroalger som rastoff (Skjermo 2016; Skjermo

m. fl. 2014 s.6).

Var tids st@rste globale utfordring er klimaendringene. Selv om problematikken er
sammensatt er svaret pa hvordan utviklingen skal bremses enkel, utslippet av klimagasser
ma reduseres. Klimagassutslipp relatert til mat star for 25% av det globale utslippet og 8,5%
av Norges nasjonale utslipp (Oort og Holmelin 2019). Av den grunn vil et grgnt skifte innen
matproduksjon vaere en viktig bidragsyter for a redusere det totale klimagassutslippet.
Makroalger som primaerprodusenter trenger kun sollys og naeringsstoffer fra havet, samtidig
som de vokser og tar opp CO2, og gir derfor et ngytralt karbonavtrykk (Skjermo m. fl. 2014
s.35). «Kjente ressurser — uante muligheter» er navnet pa regjeringens biogkonomistrategi.
Strategien har som hensikt a bidra til verdiskapning og sysselsetting, samtidig som den skal
bidra til 3 redusere klimagassutslipp og sgrge for mer effektiv og baerekraftig
ressursutnyttelse. Havet rommer uutnyttede muligheter, og blant nye eller hittil lite
utnyttede arter, vil makroalger som rastoff vaere et viktig bidrag (Regjeringens

biopkonomistrategi 2016 s. 5, 53).



1.2 Dyrking og produksjon av makroalger globalt

Historisk sett har biomasse fra makroalger blitt benyttet til mat, dyrefér, gjgdsel og som
jordforbedringsmiddel rundt om i verden (Schiener m. fl. 2015). Dyrking av makroalger har
tradisjonelt vaert praktisert i Asia, som star for rundt 99% av den globale produksjonen (FAO
2012 s.41). Av de asiatiske landene er Kina den stgrste produsenten av makroalger og star
for omtrent 60% av det totale volumet pa verdensbasis, som i 2015 utgjorde nesten 14
millioner tonn biomasse (FAO 2018 s. 8-9). Bruksomrader for makroalgene har i hovedsak
veert knyttet til mat, og produksjon av alginat, agar og karragenan (Schiener m. fl. 2015; FAO
2018 s. 62). 1 2018 passerte den globale arlige produksjonen av makroalger 30 millioner
tonn. Den totale produksjonen har mer enn tredoblet seg fra 10,6 millioner tonn i 2000 til
32,4 millioner tonn i 2018 (FAO 2020 s.29). De siste arene har ogsa interessen for dyrking av
makroalger gkt i Europa, hvor brunalgene Saccharina latissima og Alaria esculenta har vaert
spesielt i fokus pa grunn av evnen til 3 kunne oppna et hgyt utbytte av biomasse, samt pa

grunn av innholdet av verdifulle naeringsstoffer (Stévant m. fl. 2017).

1.3 Norsk tareindustri

| mange tiar har Norge drevet med hgsting av vill tare, og den kommersielle utnyttelsen er i
dag begrenset til den ville bestanden. Norge er i dag en av verdens stgrste
alginatprodusenter og utvinner arlig rundt 150 000 tonn stortare (Fiskeridirektoratet 2020).
| 2014 ble den fgrste tillatelsen til dyrking av makroalger i Norge gitt, og allerede fem ar
senere har 475 dyrkningstillatelser blitt utlevert, de fleste i Vestland, Nordland og
Trgndelag. Det ble i 2019 til sammen dyrket 111 tonn sukkertare (S. latissima) og butare (A.
esculenta), til en verdi av 4,4 millioner kroner (Norderhaug m. fl. 2020 s. 7). En rapport fra
2012 anslo at omsetningsverdien i den norske tang- og tareindustrien vil gke til 40 milliarder
frem mot 2050, basert pa dyrking og hgsting av 20 millioner tonn biomasse (Olafsen m. fl.
2012). Innsatsfaktorene for a kunne dyrke frem store biomasser med makroalger er svaert
enkle og allerede til stede i Norge. Med sin lange kyst bestdende av havomrader med god
vannkvalitet, og hgye kompetanse nar det gjelder havbruk, ligger forutsetningene til rette
for & etablere en fremtidsrettet naering som kan utnytte havets ressurser pa en baerekraftig

mate. Norge som ledende nasjon innen lakseoppdrett, benytter i dag store mengder



soyaprotein i foret, importert fra Brasil. Havbruksnaeringen ser etter alternative
proteinkilder og utpeker tare som en mulig naturlig erstatning (Skjermo m. fl. 2014 s.24;
Skjermo 2016). For a kunne bli en Ipnnsom industri med dyrking i storskala ma det utvikles
metoder for effektivisering av innhgsting, samt gode lagringsmetoder, som bade er
kostands- og energieffektive. Ved videre oppskalering er det viktig a finne gode
prosesseringsmetoder som utnytter rastoffet pa best mulig mate (Norderhaug m. fl. 2020 s.

5, 9).

1.4 Saccharina latissima

Brunalgen Saccharina latissima, ogsa kjent som sukkertare, er den mest vanlige tarearten a
dyrke i Europa (Bruhn m. fl. 2019). S. latissima finnes langs hele norskekysten, og tilhgrer
ordenen Laminariales. Sukkertaren kan na en lengde pa inntil 4 meter, og kan vokse ned til
30 meters dyp avhengig av lysforhold. Livslgpet til S. latissima er relativt kort og spenner
over 2-4 ar (Indergaard 2010; Artsdatabanken 2006). Arten har et ernaeringsmessig verdifullt
innhold som bestar av mineraler, essensielle aminosyrer, flerumettede fettsyrer,
antioksidanter og fenoliske forbindelser (Stévant m. fl. 2017; Nielsen m. fl. 2020). | enkelte
brunalger kan innholdet av jod veere sveert hgyt, og S. latissima spesielt rik pa sporstoffet
(Ho og Redan 2020). | europeisk sukkertare har det blitt oppdaget et jodinnhold sa hgyt som
6500 mg/kg torrvekt. @vre anbefalt daglig inntaksniva for voksne ligger til ssmmenlikning pa
600 pg jod/dag. Muligheten for a innta for store mengder av sporstoffet som kan fgre til
negative helsekonsekvenser, gjgr at tareindustrien trenger a utvikle og finne frem til

prosesseringsbetingelser som kan redusere innholdet av jod i ferdige produkter (Nielsen m.

fl. 2020).

Figur 1.1: S. latissima som er benyttet som rastoff i denne oppgaven. (Nores.no)



1.5 Bioaktivitet i makroalger

Makroalger inneholder verdifulle bioaktive forbindelser og har et ernaeringsmessig innhold
som kan gi helsemessige fordeler. Potensialet for makroalger som funksjonell ingrediens er
derfor stort, og rastoffet kan utnyttes for a ekstrahere ut nyttige komponenter (Holdt og
Kraan 2011). Den kjemiske sammensetningen i makroalger vil variere etter sesong og
dyrkningsomrade, og maksnivaene av verdifulle komponenter vil sjelden veere til stede pa
samme tid (Schiener m. fl. 2015; Holdt og Kraan 2011). Samtidig vil sesongen for hgsting av
makroalger begrense seg til varen, pa grunn av begroing om sommeren da

havtemperaturene er hgyere (Stévant m. fl. 2017).

Vanninnholdet i makroalger er svaert hgyt og kan utgjgre opptil 94% av biomassen. | tillegg
er makroalger kjent for a ha et hgyt innhold av karbohydrater, ofte mer enn 70%, som
inkluderer blant annet cellulose, alginat, karragenan og glukaner (Ho og Redan 2020).
Polysakkaridene har mange bruksomrader i ulike produkter som stabilisator,
fortykningsmiddel og emulgator, og har hgy kommersiell verdi, og er viktige i bade
farmasgytisk industri og naeringsmiddelindustri (Holdt og Kraan 2011; Salehi m. fl. 2019).
Karbohydratrike makroalger kan ogsa veere en mulig lgsning pa barekraftig produksjon av
biodrivstoff (Kraan 2013). En betydelig del av biomassen i marine alger bestar av aske, som
inkluderer mineraler og sporstoffer, og brunalger kan ha et askeinnhold pa over 50% av
t@rrvekten (Schiener m. fl. 2015; Holdt og Kraan 2011). Proteininnholdet i makroalger er
generelt lavt, spesielt i brunalger som inneholder mindre proteiner enn det som er funnet i
red- og grennalger. S. latissima som er hgstet pa samme omrade kan eksempelvis ha et
proteininnhold mellom 1,3-10,8% t@rrvekt (Salehi m. fl. 2019). Lipidinnholdet i makroalger

er generelt sett lavt, og kan variere fra 0,12-6,73% tgrrvekt (Pérez m. fl. 2015).

Flere studier har ogsa pavist mengden av bade vann- og fettlgselige vitaminer i makroalger,
som askorbinsyre (C-vitamin), tokoferoler (E-vitamin), karotenoider (pro-vitamin A), samt
vitamin B12. Resultater fra flere studier viser imidlertid at biotilgjengeligheten for vitamin
B12 ikke ngdvendigvis er spesielt god (Ho og Redan 2020; Schiener m. fl. 2015). En viktig
antioksidant som finnes i marine alger er karotenoidet fucoxanthin, et pigment som i
brunalger har vist seg a ha flere helsefremmende virkninger, blant annet hemmende effekt
pa kreftceller, samt effekt pa fedme og diabetes. Videre er makroalger en rik kilde til flere

naturlige antioksidanter som polyfenoler, som i brunalger kan nd opp mot 25% av



tgrrvekten. Florotanniner som er en viktig gruppe av fenolforbindelser i makroalger, har vist
bioaktive effekter som blant annet antioksidantaktivitet, antibiotika og beskyttelse mot
straling. Sammenlignet med rgd- og grgnnalger, inneholder brunalger hgyere
konsentrasjoner av florotanniner, og fenolinnholdet kan variere fra <1% til 14% av
tgrrvekten (Stévant m. fl. 2017; Holdt og Kraan 2011). Samtidig inneholder ikke makroalger
kun gnskede forbindelser, da de har en tendens til 3 absorbere og akkumulere tungmetaller
fra havet over tid, som ved sveert hgye konsentrasjoner kan fgre til negative helseeffekter

(Salehi m. fl. 2020).

1.6 Fenoliske forbindelser

Fenoliske forbindelser blir ansett for a vaere blant de viktigste naturlige antioksidantene, og
er en av hovedbidragsyterne til antioksidantaktiviteten. Fenolene inneholder én eller flere
aromatiske ringer, som er knyttet til én eller flere hydroksylgrupper over et stort omrade
(Machu m. fl. 2015). Strukturen til fenolforbindelsene varierer i stor grad fra helt enkle til
mer komplekse molekyler. Polyfenolene deles inn i ulike klasser basert pa antallet
fenolringer molekylet inneholder, samt de strukturelle elementene som binder fenolringene
sammen. Hovedklassene av polyfenoler er flavonoider, fenolsyrer, tanniner, stilbener og
lignaner. Spesielt flavonoider regnes som viktige antioksidanter pa grunn av sitt hgye
redokspotensial, som gir dem muligheten til 3 opptre som reduktanter og hydrogendonorer
som lett gir fra seg elektroner. Flavonoidene kan videre deles inn i undergruppene
antocyaniner, flavoner, isoflavoner, flavonoler, flavanoner og flavanoler. Strukturen til
flavonoidene bestar av to aromatiske ringer, A og B, koblet sammen med en 3-karbonbro,

vanligvis i form av en heterosyklisk ring C (Ignat m. fl. 2010).
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Figur 1.2: Generell struktur pa flavonoider funnet i alger: (A) Flavoner og (B) Flavonoler. (Cotas m. fl.
2020)

Opptil flere tusen polyfenoliske strukturer har blitt identifisert som sekundzaere metabolitter
i planter (Machu m. fl. 2015). Polyfenoliske forbindelser er blant de mest effektive
antioksidantene i brunalger, og det finnes generelt et hgyere innhold i brunalger
sammenlignet med grgnn- og rgdalger (Vasanthi m. fl. 2020; Pérez m. fl. 2015).
Antioksidantaktiviteten til polyfenolene er sterkt relatert til fenolringene, som fungerer som
elektron-feller som fjerner radikaler. Florotanniner som er den mest vanlige fenoliske
forbindelsen i flere brunalger, har eksempelvis opptil atte sammenkoblede ringer, og er
derfor en kraftigere radikal-fjerner enn andre polyfenoler (Cotas m. fl. 2020; Wang m. fl.
2009). Polyfenoler blir stadig mer etterspurt av bade forbrukere og naeringsmiddelindustri,
spesielt pa grunn av sin gode antioksidanteffekt og de antibakterielle og
betennelsesdempende egenskapene (Machu m. fl. 2015). Imidlertid er det usikkerhet
knyttet til biotilgjengeligheten for ulike polyfenoliske forbindelser. Det kan blant annet
oppsta interaksjon mellom polyfenoler og andre komponenter som eksempelvis proteiner
eller karbohydrater, som kan pavirke absorpsjonen og dermed opptak av stoffene i kroppen.

Mer forskning pa omradet er derfor ngdvendig (Manach m. fl. 2004).



1.7 Antioksidantaktivitet

1.7.1 Antioksidantaktivitet og naturlige antioksidanter

Antioksidanter er en betegnelse pa ulike stoffer som forsinker eller hemmer oksidasjon av
frie radikaler (Mahdi-Pour, m. fl. 2012). Naturlige antioksidanter i mat har fatt gkt
oppmerksomhet de siste arene ut fra et mattrygghets-perspektiv, og blir ansett for a vaere
et godt alternativ til syntetiske antioksidanter, som i noen tilfeller har vist seg a ha negative
helseeffekter (Mitterer-Daltoé m. fl. 2020). Antioksidantenes funksjon er a ngytralisere frie
radikaler i levende celler, som kan ha en negativ virkning pa levende organismer. Reaktive
oksygenarter (ROS) eller oksidativt stress oppstar som en ugnsket, men naturlig konsekvens
under cellemetabolismen og kan potensielt veere skadelig (Akar m. fl. 2017). Oksidativt
stress kan ogsa oppsta fra eksogene kilder som luftforurensning, organiske lgsemidler og
plantevernmidler (Gulcin 2020). For lave nivaer av antioksidanter eller manglende balanse
mellom prooksidanter og antioksidanter kan fgre til oksidativt stress, en prosess som spiller
en viktig rolle nar det gjelder blant annet betennelsessykdommer, kreft eller tidlig aldring
(Akar m. fl. 2017). En annen viktig funksjon antioksidanter har er a forhindre lipidoksidasjon
i mat, som kan pavirke matens sensoriske egenskaper, samt redusere den ernaeringsmessige
kvaliteten i produktet (Jacobsen m. fl. 2019). Lipidoksidasjon induseres av oksygen i naerveer

av blant annet varme, lys, metallioner eller frie radikaler (Laguerre m. fl. 2007).

Begrepet antioksidantaktivitet omhandler kinetikken eller hastigheten til en reaksjon
mellom en antioksidant og en prooksidant eller radikalet som reduseres eller fjernes (Apak
m. fl. 2013). Effektive antioksidanter kan sies a veere «radical scavengers», som hemmer
oksidasjon ved kjedereaksjon ved at de fungerer som hydrogendonor eller som akseptor av
frie radikaler, og dermed skaper stabile radikaler. Denne gruppen av antioksidanter har
hovedsakelig en fenolisk struktur (Huang m. fl. 2005). Antioksidanter kan kategoriseres som
enten primaere eller sekundaere basert pa deres mekanisme. Primaere antioksidanter er frie-
radikalslukkere («radical scavengers»), og vil som oftest donere et hydrogenatom. De kan
enten forsinke initieringsfasen eller forstyrre propageringsfasen ved auto-oksidasjon. Videre
kan de reagere med lipid- og peroksidradikaler og konvertere forbindelsene til mer stabile
produkter. Sekundzere eller forebyggende antioksidanter kan redusere hastigheten pa

lipidoksidasjoner ved en rekke mekanismer, eksempelvis ved binding av metall-ioner, ved a



slukke reaktive oksygen arter eller absorbere UV-straling (Rojita og Satpal 2011; Gulcin

2020).

Et betydelig antall studier som har blitt utfgrt viser at antioksidanter er essensielle for a
forebygge og opprettholde en god helse, pa grunn av evnen til 3 redusere oksidativt stress.
Ved a male antioksidantaktivitet i naeringsmidler eller i biologiske prgver som eksempelvis
tare, kan den ernaeringsmessige kvaliteten sikres, og effekten antioksidantene har i
naeringsmidlet kan studeres for a forhindre og behandle sykdommer som er relatert til

oksidativt stress (Munteanu og Apetrei 2021; Apak m. fl. 2013).

1.7.2 Syntetiske antioksidanter

Syntetisk fremstilte antioksidanter benyttes som tilsetningsstoff i fettholdige matvarer for a
motvirke oksidativ harskning. De syntetiske antioksidantene er mer aktive enn de naturlige
antioksidantene og tilsettes derfor mat i lavere konsentrasjoner, ettersom de naturlige
antioksidantene ikke er rene stoffer sammenlignet med de syntetiske (Pokorny 2007). De
mest brukte syntetiske antioksidantene i naeringsmiddelindustrien er BHA (butylated
hydroxyanisole, E 320), BHT (butylated hydroxytoluene, E 321), TBHQ (tert-
butylhydroquinone, E 319) og PG (propyl gallate, E 310) (Gulcin 2012; Silva og Lidon 2016).
Propyl gallate (propyl 3,4,5-trihydroksybenzoat) som benyttes som referanse til forsgkene i
denne oppgaven, er en ester fremstilt av gallesyre. Den fenoliske antioksidanten har mange
biologiske funksjoner, og blant de viktigste er evnen til 8 forhindre oksidasjon av frie
radikaler. Propyl gallate er en effektiv radikal-slukker bade i hydrofile og lipofile miljger
(Becker 2007; Medina m. fl. 2013).

1.8 Effekter av blansjering

Blansjering benyttes for a forlenge holdbarheten og kvaliteten pa vegetabiler fgr de
eksempelvis blir fryst, tgrket eller hermetisert og prosessen blir tradisjonelt utfgrt ved at
rastoff blir kokt eller dampet i vann. Prosesskriterier for blansjering som tid, temperatur og
trykk bestemmes av hvilken type rastoff som behandles, stgrrelsen pa rastoffet, samt i hvor

stor grad rastoffet er oppdelt. Blansjering vil gke holdbarheten til rastoffet av flere grunner,



men hovedhensikten er at enzymer som bidrar aktivt i en nedbrytningsprosess blir
inaktivert. Andre viktige fordeler med blansjering er at prosessen vil bidra til a redusere
antall mikroorganismer, fjerne forurensning pa overflaten i tillegg til 8 bevare farge, smak og
gke rastoffets naeringsverdi. Blansjering ved bruk av vann har mange fordeler, men
metodene kan gi tap av proteiner, vitaminer, fenoliske komponenter, samt andre

vannlgselige komponenter i rastoffet (Reis 2017 s. 7).

Fenoliske komponenter som finnes i planter er ofte bundet opp i celleveggen, men finnes
ogsa i lgselig form. Ved blansjering vil plantens store overflateareal vaere omsluttet av vann,
og i kombinasjon med hgye temperaturer kan prosessen bidra til denaturering av
celleveggen, samt fenoliske forbindelser. Vannlgselige fenoliske forbindelser kan ogsa la seg
ekstrahere ut av rastoffet og lekke ut i blansjeringsvannet (Reis 2017 s. 51-52). Hvilken
effekt blansjering har pa fenoliske komponenter i Saccharina latissima og makroalger
generelt er lite beskrevet i litteraturen. Studier viser at blansjering har god effekt pa
reduksjon av jod, og er derfor et viktig prosesstrinn for makroalger som er tiltenk konsum
(Nielsen m. fl. 2020; Ho og Redan 2020). Blansjeringsprosessen vil ogsa kunne pavirke
antioksidantaktiviteten og den radikale slukningsaktiviteten. Faktorer av betydning vil blant
annet veere tid og temperatur, samt i hvilken grad rastoffet er kuttet opp.
Antioksidantkapasiteten kan ogsa variere etter varmetoleransen til de ulike forbindelsene

(Reis 2017 s. 53-54).

1.9 Terkemetoder

Fersk tare inneholder store mengder vann som bidrar til at fersk tare har hgy vekt og volum.
Det hgye vanninnholdet bidrar til 3 komplisere lagringen ved at rastoffet forringes raskt
etter innhgsting. Derfor er det hensiktsmessig a terke makroalgene slik at rastoffet blir
enklere a handtere samtidig som holdbarheten forlenges. Ved a redusere vannaktiviteten vil
vekst av mikroorganismer reduseres, noe som bidrar til 8 opprettholde kvaliteten under
lagring. En tgrkeprosess kan resultere i forringelse i makroalgenes funksjonelle egenskaper
samt antioksidant egenskaper ved at rastoffets kjemiske sammensetning endres (Amorim

m. fl. 2020).
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De vanligste metodene for tgrking er frysetgrking og lufttgrking. Ved frysetgrking benyttes
vakuum og fryst rastoff, samt lave temperaturer for a fjerne vann fra produktet. Vannet
fiernes ved hjelp av sublimasjon, som vil si at trykk og temperatur senkes slik at isen
fordamper direkte (Fellows 2016 s. 930-931). Frysetgrking er en skansom metode da det
ikke benyttes hgye temperaturer for a fjerne vann. Studier har vist at metoden gir et bedre
utbytte av naeringsstoffer i makroalger sammenlignet med andre tgrkemetoder (Amorim m.
fl. 2020). Lufttgrking benytter varm luft i sirkulasjon for a dehydrere produktet. Varmluft vil
varme opp rastoffet slik at porene apner seg og vanndamp frigjgres. Vanndampen blir
fraktet vekk ved hjelp av varmluften som sirkulerer rundt produktet. Siden rastoffet tgrkes
fra overflaten, kan rastoffet fa varmeskader dersom temperaturen blir for hgy. Et
varmeskadet produkt vil fa en hard overflate som ikke slipper gjennom vaeske, noe som

resulterer i at vann vil bli fanget inne i produktet (Fellows 2016 s. 663, 667- 671).

1.10 Ekstraksjon

Ekstraksjon har som hensikt a trekke komponenter ut fra et rastoff som eksempelvis tare,
for sa a separere konsentrat fra rastoff (Fellows 2016 s. 235). Tradisjonelt benyttes
organiske Igsemidler for a ekstrahere fenoliske forbindelser ut av makroalger.
Ekstraksjonsvaesken vil da inneholde Igsemidler som etanol, metanol eller aceton som
fortynnes med vann. For a gke konsentrasjonen av fenoler i ekstraktet er det vanlig a varme
opp Igsningen, men temperaturen ma ikke overstige 92°C, da fenoliske forbindelser vil
degraderes ved sa hgye temperaturer (Besednova m. fl. 2020). Tradisjonelle metoder for
ekstraksjon er i ferd med a bli utkonkurrert av moderne ekstraksjonsmetoder som
eksempelvis superkritisk vaske-ekstraksjon og trykkveeskeekstraksjon. Grunnen til at nye
ekstraksjonsmetoder utvikles er at tradisjonelle metoder gir et lavere utbytte, samt at
ekstraktet vil inneholde andre forbindelser som forstyrrer malingene. Tradisjonelle metoder
har ogsa lang ekstraksjonstid og krever store volum av en eller flere organiske Igsemidler,
som bidrar til en st@grre miljgforurensning (Matos m. fl. 2021; Getachew m. fl. 2020). Et
forspk utfgrt i 2014 (Matos m. fl.) som sa pa det totale fenolinnholdet i tare, fant at
ekstraksjon ved bruk av destillert vann s ut til & veere den mest effektive fremgangsmaten

for omtrent alle de analyserte tareprgvene. En annen studie utfgrt av Wang m. fl. (2009)

11



fant derimot et hgyere innhold av fenoler i ulike makroalger ved bruk av 70% aceton som

Igsemiddel, sammenlignet med vann.

1.11 Metoder for maling av antioksidantaktivitet

For maling av antioksidantaktivitet finnes det mange ulike metoder a velge mellom. Blant de
viktigste metodene er Folin-Ciocalteu metoden som maler totalt fenolinnhold og FRAP-
(Ferric Reducing Antioxidant Power) metoden, som baserer seg pa overfgring av et enkelt
elektron (SET-mekanisme), i tillegg til metodene DPPH og ABTS som innebaerer overfgring av
bade et elektron og et hydrogenatom (HAT-mekanisme). Analysene baserer seg pa kjemiske
reaksjoner og bestemmes spektrofotmetrisk. Ingen av metodene vil alene veaere tilstrekkelig
for a vurdere den totale antioksidantaktiviteten, da hver enkelt metodene har sine
begrensninger. Det er derfor ngdvendig a inkludere flere ulike metoder for a danne et mer

riktig bilde av den helhetlige antioksidantaktiviteten i en prgve (Munteanu og Apetrei 2021).

1.11.1 Folin-Ciocalteu metoden

Folin-Ciocalteu- metoden er en velkjent og utbredt metode for bestemmelse av totalt
fenolinnhold i planteekstrakter (Munteanu og Apetrei 2021). Det grunnleggende prinsippet
bak metoden er en oksidasjon-/reduksjonsreaksjon, hvor en fenolgruppe blir oksidert og et
metallion blir redusert (Agbor m. fl. 2014). Polyfenoler som finnes tilgjengelig i
planteekstraktet reagerer med det spesifikke redoks-komplekset Folin-Cicoalteu reagens
(FCR), og det dannes et blatt kromofor som bestar av et fosfotungsten-fosfomolybden-
kompleks, som males ved 765 nm. Innholdet av polyfenoler er proporsjonalt med den bla
fargen, og en dypere farge indikerer derfor hgyere absorbans. Metoden har flere fordeler
som at den er enkel, sensitiv og presis. En viktig ulempe ved metoden er at en del ikke-
fenoliske reduserende stoffer er til stede under reduksjonen av FCR. Forstyrrende stoffer
kan eksempelvis vaere reduserende sukker eller enkelte aminosyrer, som kan medfgre at det

males en for hgy konsentrasjon av fenoler (Hudz m.fl. 2019; Munteanu og Apetrei 2021).

12



1.11.2 DPPH radikal slukningsaktivitet metoden

DPPH-metoden er en av de mest brukte og anerkjente spektrofotometriske metodene for
maling av antioksidantaktivitet i planteekstrakter. DPPH-radikalet har et uparet elektron
lokalisert ved nitrogenatomet, som reduseres ved at det mottar et hydrogenatom fra en
antioksidant som fungerer som hydrogendonor (Chen m. fl. 2020). Metoden er basert pa
antioksidantenes evne til a fjerne eller binde frie radikaler, giennom a redusere opprinnelig
konsentrasjon av radikalet, og dermed endre farge pa Igsningen fra dyp lilla til gul. DPPH-
radikalet har maksimum absorbans pa 517 nm (Akar m. fl. 2017). Metoden viser hgy

stabilitet, er enkel @ utfgre og har lave kostnader (Chen m. fl. 2020).

1.11.3 ABTS radikal slukningsaktivitet metoden

Metoden gar ut pa a male antioksidanters kapasitet til 8 ngytralisere det stabile radikale
kationet 2,20-azinobis(3- ethylbenzthiazolin-6-sulfonic acid) (ABTSe+), som er et bla/grgnt
kromofor med maksimum absorbans ved 734 nm. Ved tilsetting av antioksidanter vil
intensiteten pa fargen reduseres, grunnet at det radikale kationet ABTSe+ reduseres til
ABTS. Lavere absorbans viser gkt antioksidantpotensiale. ABTSe+ reagerer raskt med bade
naturlige og syntetiske antioksidanter, og metoden tillater derfor bestemmelse av et bredt
spekter av antioksidantforbindelser (Munteanu og Apetrei 2021). Andre fordeler ved
metoden er at den er enkel i bruk, og at ABTSe+ er Igselig i bade organiske Igsemidler og
vann, som gjgr det mulig a bestemme antioksidantkapasiteten til bade hydrofile og lipofile
forbindelser. Det ser likevel ut til at vannlgselige reaksjoner vil veere foretrukket (Gulcin
2020). Metoden kan videre benyttes over et bredt pH-spekter, men reaksjonsmekanismene
kan ogsa endres etter pH-verdi, og eksempelvis kan elektronoverfgring lettere skje ved sur

pH (Munteanu og Apetrei 2021).

1.11.4 FRAP-metoden

FRAP-metoden maler antioksidantenes evne til a redusere treverdig jern-tripyridyltriazine
(Fe3*- TPTZ) til toverdig jern (Fe?*- TPTZ). Reaksjonen skjer ved lav pH (3,6) hvor sistnevnte

vil utvikle en dyp bla farge som males ved maks absorbans pa 593 nm (Gulcin 2020). FRAP-
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metoden er enkel, rask og har lave kostnader. Forsgk har imidlertid vist at resultater fra
malinger kan variere avhengig av analysetid. Det kan derfor veere mulig at reaksjonen ikke er
fullstendig ved et bestemt tidspunkt for maling av absorbans, da ulike antioksidanter krever

forskjellige reaksjonstider for pavisning (Munteanu og Apretei 2021).

2. Materialer og metoder

2.1 Rastoff

Ramateriale som ble benyttet til forsgkene var Saccharina latissima, mottatt fra bade
SINTEF Ocean og Seaweed Solutions AS (SES). Mottatt rastoff fra SINTEF var hgstet ved SES
sitt anlegg. Prgvematerialet var blansjert og frysetgrket, samt blansjert og lufttgrket ved
40°Ci ca. 20-25 timer. Blansjeringsbetingelser for dette rastoffet er ikke oppgitt, men en

standard pa 85°Ci 120 sekunder er sannsynligvis benyttet.

S. latissima mottatt fra SES, ble dyrket og hgstet ved deres sjganlegg utenfor Frgya i Norge. |
uke 21 mai 2020 ble S. /atissima hgstet og videre oppbevart i tanker med filtrert sjgvann
(~8°C) gjennom dagen og over natten, fgr tarebiomassen ble sendt til Hitramat for
prosessering. Ramaterialet hadde ingen eller liten begroing. Mottatt rastoff var fersk og hel
tare blansjert i vannbad ved 80°C i 120 sekunder (50 g. v.v./L ferskvann), samt
blansjeringsvann med samme betingelser, som var benyttet ved én runde blansjering og ti
runder blansjering. Blansjert S. latissima og blansjeringsvann ble fryst (-20°C) ved Hitramat
og deretter transportert til NTNU Glgshaugen hvor rastoffet ble videre fryst (-40 eller -80°C).
| tillegg ble det mottatt frysetgrket ra tare som ikke var blansjert, ellers med samme

betingelser.
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2.2 Flytskjema

En oversikt over rastoff, ekstrakter og utfgrte metoder vises i figur 2.1. Flytskjema gir et

forenklet bilde av mottatt og ferdigprosessert rastoff av S. latissima, samt det praktiske

arbeidet som startet med tillaging av ekstrakter.

Blansjert:

Frysetgrket dH20
Lufttgrket (40°C) 1:20 og 1:5

S. latissima —» | Blansjertellertgrket | — ) Ekstrakt

Dryppvann,
blansjeringsvann, 10x

blansjeringsvann

v

Folin-Ciocalteu

DPPH radikal
slukningsaktivitet

ABTS radikal
slukningsaktivitet

FRAP (Ferric
Reducing
Antioxidant
Power)

Figur 2.1: Flytskjema som viser forbehandling av mottatt rastoff, tillaging av ekstrakt og metoder

utfgrt for maling av antioksidantaktivitet.

2.3 Tillaging av ekstrakter

Ved tillaging av ekstrakter ble det kun benyttet destillert vann (dH.0) som

ekstraksjonsveeske. Tabell 2.1 gir et oversiktlig bilde over de atte ekstraktene, hvor rastoffet

kommer fra, samt valg av fortynningsforhold.
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Tabell 2.1: Oversikt over ekstrakter av S. latissima, hvor rastoffet kommer fra, samt
fortynningsforhold.

Ekstrakter av S. latissima Mottatt Fortynning
rastoff (dH20)

FT. BL. Frysetgrket og blansjert SINTEF 1:20

LT. BL. Lufttgrket (40°C) og blansjert SINTEF 1:20

BL. RA Blansjert ra SES 1:5

FT.RA Frysetgrket ra SES 1:20

D.V. Dryppvann (tinevann) SES -

BL.V Blansjeringsvann SES -

10x BL.V. (A) | Blansjeringsvann benyttet 10 ganger SES -

10x BL.V. (B) | Blansjeringsvann benyttet 10 ganger SES -

2.3.1 Torket rastoff (blansjert og ra)

10,0 gram tgrket S. latissima ble knust til pulver ved hjelp av en stavmikser. Av knust
tarepulver ble 0,500 (+ 0,005) gram veid ut i et sentrifugergr og tilsatt 10 ml dH,O.
Ekstraktene ble vortexet godt fgr de ble plassert i bevegelig vannbad ved 80°C i 10 minutter.
Videre ble ekstraktene avkjglt i romtemperatur fgr de pa nytt ble grundig vortexet og
plassert pa kjglerom (1-4°C) over natten. Neste dag ble ekstraktene igjen vortexet godt fgr
de ble sentrifugert ved 5500 rpm i 20 minutter. Ekstraktene ble til slutt filtrert i foldefilter

(520 B %> 320mm).

2.3.2 Blansjert rastoff

Blansjert og fryst S. latissima ble tint pa kjglerom over natten (1-4°C) fgr 10,0 gram ble knust
til puré ved hjelp av en stavmikser. Deretter ble 2,000 + 0,005 gram veid ut i et sentrifugergr
og tilsatt 10 ml dH,O0. Videre ble ekstraktet behandlet pa samme mate som for det tgrkede

rastoffet.
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2.3.3 Blansjeringsvann og dryppvann

Etter at blansjert og fryst S. latissima ble tint pa kjglerom over natten (1-4°C), ble dryppvann
eller tinevann fra den blansjerte taren tatt ut av posen og benyttet som ferdig ekstrakt.
Mengdeforholdet mellom den fryste taren og dryppvannet er ukjent. «Blansjeringsvann x
10» er blansjeringsvann som er gjenbrukt, det vil si at vannet er brukt pa nytt for ti
blansjeringer pa rad. Ekstraktene med blansjeringsvann og dryppvann ble videre behandlet

pa samme mate som for tgrket eller blansjert rastoff.

2.4 Metoder for maling av antioksidantaktivitet

Antioksidantaktivitet ble malt for samtlige atte ekstrakter ved bruk av Folin-Ciocalteu
metoden, DPPH radikal slukningsaktivitet metoden, ABTS radikal slukningsaktivitet metoden
og FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) metoden. Propyl gallate (PG) ble benyttet som

referanse for kalibrering til alle metoder.

2.4.1 Folin-Ciocalteu metoden

Det totale fenolinnholdet ble bestemt etter Folin-Ciocalteu metoden beskrevet av Singleton
m. fl. (1999). En fortynningsserie (0.5-2 mM) med PG ble tillaget og benyttet som
standardkurve for kalibrering. 5 ml dH.0, 0.5 ml Folin-Ciocalteu reagens og 0.5 ml ekstrakt,
blankprgve (80% metanol) eller PG ble deretter blandet i rg@r og vortexet. Etter 3 minutter
ble 1 ml 20% Na,COs tilsatt pr@vene og blandet, fér 3 ml dH,0 ble tilsatt og utgjorde et
totalvolum pa 10 ml per rgr. Prgvene ble vortexet, dekket med folie og satt til inkubering i 1

time i romtemperatur. Absorbans ble til slutt malt ved 725 nm med vann som referanse.

2.4.2 DPPH radikal slukningsaktivitet metoden

DPPH metoden for maling av antioksidantaktivitet ble utfgrt som beskrevet av Thiansilakul
m. fl. (2007). Dagen fgr maling ble DPPH-Igsningen gjort klar ved a tilsette 0.15 mM DPPH i
96% etanol, fgr Igsningen ble dekt til og satt pa rgring over natten ved 4°C. En serie med
fortynninger (10-30 uM) av PG ble benyttet som standardkurve for kalibrering. Videre ble

1.5 ml ekstrakt og 1.5 ml DPPH-Igsning blandet i prgvergr og vortexet godt. Blankprgve ble
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tillaget pa samme mate med 80% metanol i stedet for ekstrakt. Prgvene ble deretter tildekt
med folie og inkubert ved romtemperatur i 30 minutter, fgr absorbans ble lest av
spektrofotometrisk ved 517 nm, med 96% etanol som referanse. DPPH radikal

slukningsevne ble utregnet etter fglgende formel:

Aprgve

. . - 1 "
DPPH radikal slukningsaktivitet (%) = (1 _Ablank) 100%

Aprgve er her absorbansen til prgven, og Ablank er absorbansen til blankprgven.

2.4.3 ABTS radikal slukningsaktivitet metoden

ABTS metoden for maling av antioksidantaktivitet ble utfgrt etter fremgangsmaten
beskrevet av Nenadis m. fl. (2004). ABTSe+ Igsningen ble gjort klar dagen fgr maling, ved a
ferst tilsette 25 ml 7 mM ABTS i dH,0, for deretter a tilsette 440 pl 140 mM K;S,0s.
Blandingen ble dekket med folie og satt i romtemperatur over natten. ABTSe+ Igsningen ble
sa fortynnet med 80% metanol til absorbansen var 0.75 + 0.05 ved 734 nm, med vann som
referanse. Videre ble en serie med fortynninger av PG (10-40 uM) benyttet til 3 lage
standardkurve, som ble benyttet til kalibrering. Deretter ble 2 ml ABTSe+ blandet med 200
ul ekstrakt, blankprgve (80% metanol) eller PG og vortexet. Prgvene ble tildekket og
inkubert i 6 minutter i romtemperatur, f@r absorbans ble malt ved 734 nm med vann som

referanse. ABTS radikal slukningsevne ble utregnet etter fglgende formel:

Aprgve

. . A o) = —
ABTS radikal slukningsaktivitet (%) = (1 Ablank

) * 100%

Aprgve er her absorbansen til prgven, og Ablank er absorbansen til blankprgven.

2.4.4 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) metoden

Reduksjonsevnen til ekstraktene ble malt etter FRAP metoden som beskrevet av Benzie og
Strain (1996), med enkelte modifikasjoner. FRAP-reagenset ble tillaget samme dag som
malingen, og bestod av 5 ml 19 mM Jern-Igsning (FeClz-6H20), 5 ml 10 mM TPTZ-Igsning
(2,4,6-Tri(2-pyridyl)-2-triazine) i 40 mM HCl og 50 ml acetatbuffer. Blandingen ble inkubert i
varmeskap ved 37°C frem til bruk. En standardkurve med fortynninger (31.25-1000 uM) av
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PG ble gjort klar for a benytte til kalibrering. Videre ble 10 pl ekstrakt, blankprgve eller PG
blandet med 30 pl dH20 og 300 ul ferdig oppvarmet FRAP-reagens i en mikroplate, og
inkubert i varmeskap ved 37°C i 30 minutter. Blankprgven bestod av 40 pl dH,0 og 300 pl
FRAP-reagens. Prgvene ble deretter satt inn i en plateleser og ristet i 3 sekunder, f@r
absorbans ble malt ved 593 nm. FRAP metoden ble utfgrt i to omganger, fgrste omgang som
beskrevet over, og i andre omgang ble 30 ul dH,0 erstattet med ekstrakt fgr maling av

absorbans, grunnet at ikke alle prgvene viste utslag ved fgrste maling.

3. Resultater

| fgrste del av resultatene presenteres forskjellene i antioksidantaktivitet og totalt
fenolinnhold for de ulike prgvene av S. latissima. Siste del av resultatene viser korrelasjon

mellom det totale fenolinnholdet og antioksidantaktiviteten fra analysene.

3.1 Antioksidantaktivitet i S. latissima

Resultatene for malt antioksidantaktivitet ved bruk av de fire forskjellige metodene Folin-
Ciocalteu, DPPH, ABTS og FRAP er fremlagt under. Samtlige ekstrakter er benyttet for
analyse for alle metodene. Alle malingene er utfgrt med tre replikater (n=3) og
standardavviket er vist ved hjelp av feilstolper. Noen absorbansmalinger er forkastet da de
avviker i stor grad fra de to andre malingene, og derfor er beregninger pa noen av prgvene
utfgrt med kun to replikater. For Folin-Ciocalteu metoden er resultatene fremstilt ved
[konsentrasjon av fenoliske komponenter i ekstraktet (ug/ml)] for samtlige prgver, mens for
prever med kjent t@rrvekt eller vatvekt er det totale fenolinnholdet vist ved [ug propyl
gallate ekvivalenter (PGE)/g t@rket/vat alge]. Resultatene fra DPPH og ABTS viser radikal
slukningsaktivitet (RSA [%]). For FRAP-analysen er resultatene fremstilt ved konsentrasjon av
redusert jern vist i [ug/ml] for samtlige pr@ver, og for prgver med kjent tgrrvekt eller vatvekt
er reduksjonsevnen vist ved | ug PGE/g tgrket/vat alge]. FRAP-analysen ble utfgrt i to

omganger, med enkelte modifikasjoner i omgang to (som beskrevet i utfgrelsen).
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3.1.1 Folin-Ciocalteu metoden, totalt fenolinnhold

For analysen Folin-Ciocalteu (vedlegg A) fremstilt i figur 3.1 viste de tgrkede prgvene det
hgyeste innholdet av fenoler. Hgyest konsentrasjon av ekstraherte fenoler ble funnet i
frysetgrket blansjert (FT. BL.) og lufttgrket blansjert (LT. BL.) S. latissima med henholdsvis
97,03+1,0 pg/ml og 94,43+3,2 pg/ml. Prgven blansjert ra (BL. RA) viste den nest laveste
konsentrasjonen av fenoler med 25,86 + 1,43 ug/ml. Videre viser figur 3.2 resultatet av det
totale fenolinnholdet i pregvene som har kjent t@grrvekt eller vatvekt. Sammenlignet med

preven blansjert rd (BL. RA) viste alle de tgrkede prgvene et svaert hgyt innhold av fenoler.
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Figur 3.1: Konsentrasjon av fenoler i S. latissima vist som pg/ml for analysen Folin-Ciocalteu (n=3).

Standardavviket er vist ved feilstolper.
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Figur 3.2: Totalt fenolinnhold i tgrket og blansjert S. latissima malt i ug PGE/g alge tgrrvekt (t.v.) eller

vatvekt (v.v.) ved Folin-Ciocalteu analysen (n=3). Standardavviket er vist ved feilstolper.
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3.1.2 DPPH radikal slukningsaktivitet

| DPPH radikal slukningsaktivitet analysen (vedlegg B) fremstilt i figur 3.3, fikk prgven
blansjeringsvann benyttet ti ganger hgyest aktivitet med 73,5+2,0% (10x BL.V. (B)) og
73,45+1,3% (10x BL.V. (A)). Samtlige av de tgrkede prgvene av S. latissima viste ogsa en
hgyere radikal slukningsaktivitet enn den blansjerte ra prgven, som viste den nest laveste
aktiviteten med 29,7+3%. Lavest slukningsaktivitet ble funnet i dryppvannet (D.V.) med
24,519%.
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Figur 3.3: Radikal slukningsaktivitet for DPPH (n=3). Standardavviket er vist ved feilstolper.
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3.1.3 ABTS radikal slukningsaktivitet

Analysen for ABTS radikal slukningsaktivitet (vedlegg C) fremstilt i figur 3.4 viste store utslag
for mange av prgvene. Frysetgrket blansjert (FT. BL.) og lufttgrket blansjert (LT. BL.) S.
latissima viste hgy radikal slukningsevne med henholdsvis 97,95+0,6% og 96,89+0,2%.
Omtrent like store utslag pa slukningsaktivitet ga blansjeringsvann benyttet ti ganger med
97,69+0,08% (10x BL.V. (A)) og 97,56+ 0,21% (10x BL.V. (B)), tett fulgt av frysetgrket ra (FT.

RA) med 93,3+6,6%. Prgven som viste lavest slukningsaktivitet var blansjert ra (BL. RA) med

19,9+3,2%.
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Figur 3.4: Radikal slukningsaktivitet for ABTS analysen (n=3). Standardavviket er vist ved feilstolper.
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3.1.4 FRAP metoden, reduksjons kapasitet

FRAP analysen (vedlegg D) viser forskjellene i reduksjonskapasitet mellom de ulike prgvene.
| figur 3.5 (omgang 1) viser blansjeringsvann som er benyttet ti ganger (10xBL.V. (A)) den
hgyeste reduksjonsevnen med 27,5+9,6 ug/ml, etterfulgt av lufttgrket blansjert (LT. BL.) S.
latissima med 24,46+1,1 pg/ml. Prgven frysetgrket ra (FT. RA) med 12,1+5,1 pg/ml, viser
omtrent halvparten sa stor reduksjonskapasitet som prgven frysetgrket blansjert (FT. BL.),
malt til 21,8+4,5 pug/ml. Videre viser figur 3.6 (omgang 1) resultatet av
reduksjonskapasiteten til prgvene som har kjent t@rrvekt eller vatvekt. Resultatene viser de
samme forholdene mellom prgvene som i figur 3.5. Det ble ikke pavist reduserende evne i

ekstraktene blansjert ra (BL. RA) og dryppvann (D.V.) i omgang 1.

Fra modifisert FRAP analyse (omgang 2) fremstilt i figur 3.7 viser lufttgrket blansjert (LT. BL.)
S. latissima det hgyeste reduksjonspotensialet med 94,53+5,6 ug/ml, etterfulgt av prgven
frysetgrket blansjert (FT. BL.) med en reduksjonsevne pa 84,3+46,9 ug/ml. | figur 3.8
(omgang 2) som kun viser ekstrakter av S. latissima som har kjent tgrrvekt eller vatvekt,
viser prgven blansjert ra (BL. RA) igjen sveert lav reduksjonskapasitet sammenlignet med de

tgrkede prgvene.
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Figur 3.5: Reduksjonskapasitet malt i konsentrasjon av redusert jern i prgvene, vist ved pug/ml for

analysen FRAP (n=3) for omgang 1. Standardavviket er vist ved feilstolper.
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Figur 3.6: Ferric reducing antioxidant power (FRAP) malt i ug PGE/g alge t@rrvekt (t.v.) eller vatvekt

(v.v.) for omgang 1 (n=3). Standardavviket er vist ved feilstolper.
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Figur 3.7: Reduksjonskapasitet malt i konsentrasjon av redusert jern i prgvene, vist ved pg/ml for

analysen FRAP (n=3) for omgang 2. Standardavviket er vist ved feilstolper.
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Figur 3.8: Ferric reducing antioxidant power (FRAP) malt i ug PGE/g alge torrvekt (t.v.) eller vatvekt

(v.v.) for omgang 2 (n=3). Standardavviket er vist ved feilstolper.

3.2 Korrelasjon mellom totalt fenolinnhold og antioksidantaktivitet

For 3@ bestemme om det var samvariasjon eller korrelasjon mellom de ulike
analysemetodene ble en korrelasjonsanalyse gjennomfgrt. Korrelasjonskoeffisient og
signifikansen ble beregnet i Excel Office 365 ved a benytte dataanalysevertgyene korrelasjon
og variansanalyse. For DPPH og ABTS ble gjennomsnitt av verdiene for radikal
slukningsaktivitet benyttet, mens for Folin og FRAP ble gjennomsnitt av verdiene for

konsentrasjon vist ved pg/ml i ekstraktene brukt.

3.2.1 Sammenheng mellom DPPH og ABTS

Under viser figur 3.9 en signifikant positiv korrelasjon mellom DPPH RSA (%) og ABTS RSA
(%). Korrelasjonskoeffisienten ble bestemt til a vaere r= 0,83 (n=8) som gir en signifikant

positiv korrelasjon som ligger innenfor 95% konfidensintervallet (p<0,05).
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Figur 3.9: Korrelasjonsgrafen mellom analysene DPPH og ABTS der verdiene for radikal

slukningsaktivitet (%) er benyttet (r=0,83; p<0,02).

3.2.2 Sammenheng mellom DPPH og Folin-Ciocalteu

Under viser figur 3.10 en signifikant positiv korrelasjon mellom analysene DPPH RSA (%) og

Folin-Ciocalteu der verdiene for konsentrasjon av antioksidanter vist ved pg/ml i ekstraktet

er benyttet. Korrelasjonskoeffisienten ble bestemt til & vaere r= 0,71 (n=8) som gir en svak

positiv korrelasjon som ligger innenfor 95% konfidensintervallet (p<0,05).
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Figur 3.10: Korrelasjonsgrafen som viser samvariasjon (r=0,71; p<0,05) mellom analysene DPPH

radikal slukningsaktivitet (%) og Folin-Ciocalteu (konsentrasjon av fenoler [ug/ml] i ekstraktet).

27



3.2.3 Sammenheng mellom DPPH og FRAP

Figur 3.11 viser en signifikant positiv korrelasjon mellom analysene DPPH RSA (%) og FRAP,
der verdiene for konsentrasjon av redusert jern [ug/ml] i preven i omgang 1 er benyttet.
Korrelasjonskoeffisienten ble bestemt til a veere r= 0,92 (n=8) som gir en sterk positiv

korrelasjon som ligger innenfor 95% konfidensintervallet (p<0,05).
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Figur 3.11: Korrelasjonsgrafen som viser samvariasjon (r= 0,92; p<0,002) mellom analysene DPPH

radikal slukningsaktivitet (%) og FRAP omgang 1 (konsentrasjon av redusert jern i prgven vist ved

ug/ml).

3.2.4 Sammenheng mellom ABTS og Folin-Ciocalteu

Under viser figur 3.12 en signifikant positiv korrelasjon mellom analysene ABTS RSA (%) og
Folin-Ciocalteu der verdiene for konsentrasjon av fenoler [ug/ml] i ekstraktet er benyttet.
Korrelasjonskoeffisienten ble bestemt til a veere r= 0,94 (n=8) som gir en sterk positiv

korrelasjon, som ligger innenfor 95% konfidensintervallet (p<0,05).
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Figur 3.12: Korrelasjonsgrafen som viser samvariasjon (r= 0,94; p<0,001) mellom analysene ABTS
radikal slukningsaktivitet (%) og Folin-Ciocalteu (konsentrasjon av fenoler vist ved pg/ml i

ekstraktet).

3.2.5 Sammenheng mellom ABTS og FRAP

Under viser figur 3.13 og figur 3.14 en signifikant positiv korrelasjon mellom analysene ABTS
RSA (%) og FRAP, der verdiene for konsentrasjon av redusert jern i prgven [ug/ml] er
benyttet. For ABTS og FRAP omgang 1 (figur 3.13) ble korrelasjonskoeffisienten bestemt til a
vaere r= 0,94 (n=8) som gir en sterk positiv korrelasjon som ligger innenfor 95%
konfidensintervallet (p<0,05). For ABTS og FRAP omgang 2 (figur 3.14) ble
korrelasjonskoeffisienten bestemt til a veere r= 0,83 (n=8) som gir en svak positiv korrelasjon

som ligger innenfor 95% konfidensintervallet (p<0,05).
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Figur 3.13: Korrelasjonsgrafen som viser samvariasjon (r= 0,94; p<0,001) mellom analysene ABTS

radikal slukningsaktivitet (%) og FRAP omgang 1 (konsentrasjon av redusert jern i prgven vist ved

[ug/ml).
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Figur 3.14: Korrelasjonsgrafen som viser samvariasjon (r= 0,83; p<0,02) mellom analysene ABTS

radikal slukningsaktivitet (%) og FRAP omgang 2 (konsentrasjon av redusert jern i prgven vist ved

ug/ml).
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Korrelasjonsberegningene for DPPH og FRAP omgang 2 gir en korrelasjonskoeffisienten pa
r=0, 67 og en p- verdi pa 0,066. Korrelasjonene mellom analysene er ikke signifikant og

korrelasjonsgrafen for DPPH og FRAP omgang 2 er derfor ikke presentert i resultatene.

4. Vurdering

Hovedmalet med denne oppgaven var a finne ut hvilken effekt blansjering har pa tare nar
det gjelder antioksidantaktivitet og innhold av polyfenoler, med utgangspunkt i brunalgen
Saccharina latissima. Et delmal har derfor vaert 3 sammenligne fire forskjellige metoder som
maler antioksidantaktivitet ved hjelp av ulike mekanismer, samt undersgke om metodene

korrelerer.

4.1 Totalt fenolinnhold, Folin-Ciocalteu

| Folin-Ciocalteu analysen ble det funnet et hgyt fenolinnhold i samtlige pr@ver som enten
var frysetgrket eller lufttgrket, sammenlignet med den blansjerte ra prgven. Et interessant
funn var at prgven som bade var frysetgrket og blansjert viste et hgyere innhold av fenoler
enn den frysetgrkede ra prgven. Forskjellen mellom prgvene kan tyde pa at blansjeringen
har hatt en positiv effekt pa innholdet av fenoler. Samme trend var a se for
antioksidantaktiviteten spesielt i ABTS- og FRAP analysen. Ut fra disse resultatene kan det se
ut som at det er vanskeligere a ekstrahere ut fenoliske forbindelser fra tare som ikke har

vart giennom en tgrkeprosess.

Nielsen (2018) underspkte i sin masteroppgave det totale fenolinnholdet for fersk, fryst og
blansjert S. latissima. Betingelser for blansjeringen var 30, 45 og 80°Ci 0, 30 og 120
sekunder, og ingen av prgvene ble tgrket. Det hgyeste innholdet av fenoler ble funnet i det
ferske rastoffet (0,75+0,30 mg PGE/g terrvekt), noe som indikerer at prosesseringen
reduserer det totale fenolinnholdet. Det ble ikke funnet noen klar sammenheng mellom
prosesseringstid- og temperatur, men nar det gjaldt tiden ble det funnet signifikante
forskjeller mellom de tre ulike temperaturene. | nevnte studie ble det funnet et
gjennomsnittlig totalt fenolinnhold pa 0,40+0,03 mg PGE/g tgrrvekt, i de blansjerte ra

prgvene ved 120 sekunder (Nielsen 2018 s. 31, 32, 52). Til sammenligning ble det funnet et
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totalt fenolinnhold pa 129,3+7,2 ug PGE/g vatvekt (0,13+0,007 mg PGE/g vatvekt) i eget
forspk for prgven blansjert ra, som er omtrent en tredjedel lavere. | studien til Nielsen
(2018) ble det benyttet en blanding av 60% etanol og destillert vann som
ekstraksjonsmiddel, mens det i eget forsgk kun ble benyttet vann. Valg av
ekstraksjonsmiddel er vist @ ha en effekt pa mengde fenoler som trekkes ut av ekstraktet, og
resultatet kan dermed ha blitt pavirket av dette. Polyfenoler er generelt mer Igselig i
organiske Igsemidler som etanol og aceton, som er mindre polare Igsemidler enn vann
(Wang m. fl. 2009). | tillegg vil den kjemiske sammensetningen i makroalger variere etter

tidspunkt for hgsting, og kan dermed pavirke innholdet av fenoler (Schiener m. fl. 2015).

En studie utfgrt av Susanto m. fl. (2017) sa pa effekter av forskjellig varmebehandling pa
brunalgen S. ilicifolium. Det totale fenolinnholdet ble undersgkt for bade fersk, blansjert,
kokt, dampet og sterilisert S. ilicifolium. Hgyest innhold av fenoler ble observert i de ferske
prevene, en observasjon som stemmer overens med funnet til Nielsen (2018).
Sammenlignet med de ferske prgvene som viste et totalt fenolinnhold pa 47,60+15,05 ug
GAE/mg ekstrakt, viste de blansjerte prgvene et totalt fenolinnhold pa 42,90+ 2,63 ug
GAE/mg ekstrakt. Blant de varmebehandlede prgvene var det likevel de blansjerte prgvene
som viste det hgyeste innholdet av fenoler, da det totale fenolinnholdet ble redusert ved
pkende temperaturer. De blansjerte prgvene ble imidlertid varmebehandlet ved 40°Ci 15

minutter og tgrket.

Det ble ogsa pavist en del fenoler i blansjeringsvannet. Ut fra resultatene kan det se ut som
det trekkes ut en stgrre andel fenoler i vannet ved fgrste blansjering, enn ved gjentatt
blansjering. | dryppvannet ble det pavist et litt stgrre innhold av fenoler enn i
blansjeringsvannet, som forteller at verdifulle fenolforbindelser ogsa forsvinner under
tining. Det er ikke funnet noen studier som ser pa innholdet av fenoler i blansjeringsvann

eller dryppvann.

4.2 DPPH og ABTS radikal slukningsaktivitet

Den radikale slukningsaktiviteten ble malt ved hjelp av DPPH analyse (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) og ABTS analyse (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)).
Bade DPPH og ABTS analysene baserer seg pa reduksjon av DPPH radikal eller ABTS radikal.
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Resultatene fra analysene viste at Saccharina latissima som bade var blansjert og tgrket ga
hgyest radikal slukningsaktivitet av alle prgvene i DPPH analysen, og var blant prgvene med
hgyest slukningsaktivitet i ABTS analysen. Ved sammenligning av den radikale
slukningsaktiviteten i pr@vene frysetgrket blansjert og lufttgrket blansjert var forskjellene
sma. Resultatene fra de nevnte prgvene kan antyde at valg av terkemetode er av mindre
betydning for prgvene som ble analysert i dette forsgket. Samme observasjon var ogsa a se i
Folin-Ciocalteu og FRAP analysen. Det kan tenkes at kombinasjonen av blansjering og
t@grking er gunstig med tanke pa mengde fenolforbindelser som ekstraheres ut av taren.
Blansjeringen kan ha bidratt til denaturering av eksempelvis enzymer som polyfenol
oksidase, som ellers ville kunne oksidert fenolkomponenter (Ho and Redan 2020). En
tgrkeprosess vil oppkonsentrere makroalgens tgrrstoff og det kan da tenkes at andelen
fenolkomponenter blir lettere tilgjengelig ved ekstraksjon. En studie utfgrt av Amorim m. fl.
(2020) som sa pa effekten av de ulike tgrkemetodene frysetgrking, lufttgrking (40°C) og
silica-tgrking pa antioksidantaktivitet i makroalger, fant lignende resultater. Resultater fra
studien for analysene DPPH og ABTS viste ingen signifikant forskjell mellom de ulike
tgrkemetodene. Studien konkluderte likevel med at frysetgrking er den mest skansomme
metoden, da metoden resulterte i en mindre endring i antioksidantpotensial og
pigmentinnhold sammenlignet med de andre tgrkemetodene. Dette kan forklares med at
frysetgrking ikke krever varme og vil bli giennomfgrt under vakuum der oksygentilgangen er

redusert (Amorim m. fl. 2019).

Ved en generell sammenligning av analysene kan det indikeres en trend som tilsier at
ekstraktene har hgyere radikal slukningsaktivitet i ABTS analysen, enn i DPPH analysen.
Funnet tyder pa at ekstraktene har gkt evne til a inhibere en stgrre andel av ABTS radikalene
sammenlignet med DPPH radikalene. Spesielt viste resultatene en svaert tydelig gkning i
radikal slukningsaktivitet for prgven frysetgrket ra, som ved ABTS analysen hadde nesten
like hgy aktivitet som prgvene frysetgrket blansjert og lufttgrket blansjert. | tillegg til en
liten gkning i blansjeringsvann benyttet kun én gang, har prgven blansjert ra en betraktelig
hgyere radikal slukningsaktivitet i DPPH analysen enn i ABTS analysen, og skiller seg derfor
ut fra de andre ekstraktene. Prgven blansjert ra er ogsa det ekstraktet som har gitt den
laveste slukningsaktiviteten i DPPH analysen, og den nest laveste aktiviteten i ABTS analysen
med unntak av prgven dryppvann. Den lave radikale slukningsaktiviteten i pr@ven blansjert
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ra kan ha sammenheng med skader som kan ha veert pafgrt rastoffet ved gjentatt mekanisk
bearbeiding, i form av kutting og deling av taren ved prosessering eller tillaging av ekstrakt.
Nar rastoffet deles i mindre biter vil en stgrre andel av taren vaere eksponert for oksidasjon,
som kan resultere i et lavere innhold av antioksidanter i ekstraktet som kan inhibere

radikaler (Zhang m. fl. 2009).

Samtlige prgver av blansjeringsvann har gitt utsalg i analysene og inneholder derfor
komponenter som bidrar til radikal slukning. Funnet tyder pa at en blansjeringsprosess vil gi
tap av komponenter med antioksidantegenskaper. Samme observasjon var ogsa se i studien
Nielsen m. fl. (2020) som paviste lavere radikal slukningsaktivitet i blansjert ra,
sammenlignet med fersk S. latissima i DPPH analysen. Dryppvann fra prgven blansjert ra
inneholder ogsa komponenter med antioksidantegenskaper som bidrar til radikal slukning.
Resultatene for dryppvann tyder pa at tineprosessen vil bidra til tap av komponenter med

antioksidantegenskaper, som ogsa var a se i Folin-Ciocalteu analysen.

4.3 Reduserende potensial - FRAP

Reduksjonskraften indikerer antioksidantaktiviteten til ekstraktet og uttrykker evnen
antioksidanter har til 3 donere elektroner, og dermed redusere de oksiderte
mellomproduktene i lipid-oksidasjonsprosessen, ved a opptre som primaere eller sekundaere
antioksidanter (Rajauria m. fl. 2010; Ungureanu m. fl. 2020). FRAP-analysen ble som nevnt
tidligere utfgrt i to omganger, hvor omgang 2 var modifisert. | omgang 1 viste prgven
blansjert ra og dryppvann ingen reduksjonsevne, men i omgang 2 viste begge prgvene
utslag. Forholdet mellom prgvene er ellers relativt likt for begge omgangene, og resultatene
er derfor vurdert samlet, med unntak av blansjeringsvannet. Ideelt sett ville det veert
hensiktsmessig a lage ekstrakter med en lavere fortynningsgrad for prgvene som ikke ga

utslag i omgang 1.

Resultatene for FRAP analysen viste i hovedsak de samme tendensene som resultatene i
Folin, med noen variasjoner. Spesielt var forskjellene i antioksidantaktivitet mellom prgven
frysetgrket ra og frysetgrket blansjert stgrre i FRAP, som viste et omtrent dobbelt sa stort

reduksjonspotensial for frysetgrket blansjert tare. Funnet kan tyde pa at blansjeringen har
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hatt en positiv effekt pa reduksjonsevnen. Observasjonen stemmer overens med funn i
studien til Rajauria m. fl. (2010), som fant at FRAP-verdien i brunalger utsatt for
varmebehandling (autoklavering med destillert vann) fortsatte a gke signifikant (p<0,05)
opp til 110°C fgr verdien sank, sammenlignet med ra, ikke varmebehandlede brunalger.
Observasjonen indikerer at ved a varmebehandle brunalger i vann opp til en temperatur pa

110°C, vil antioksidantaktiviteten kunne gke og reduksjonsevnen forbedres.

Nayyar (2016) sa i sin masteroppgave blant annet pa effekt av blansjering pa S. latissima, og
fant at frysetgrket ra tare viste omtrent dobbelt sa stor reduksjonsevne som frysetgrket
blansjert og blansjert ra tare. Signifikante (p<0,05) effekter av blansjering ble funnet i FRAP,
med reduserte verdier i de blansjerte prgvene sammenlignet med de ferske, noe som
indikerer tap av forbindelser med reduksjonskraft ved blansjering. Til sammenligning ble det
i eget forspk funnet et mye st@rre reduksjonspotensiale i prgven frysetgrket ra enn i prgven
blansjert ra, og funnet samsvarer derfor med ovennevnte studie. Derimot viste prgven
frysetgrket blansjert omtrent dobbelt sa stor reduksjonskraft som frysetgrket ra tare, noe
som star i kontrast til funn i studien til Nayyar (2016). Blansjeringsbetingelser for studien
utfgrt av Nayyar (2016) var 80°C i 1 minutt, samt at taren ble ekstrahert i 60% metanol. Til
sammenligning var blansjeringsbetingelser i egen studie 80°C i 2 minutter, og det ble
benyttet vann som ekstraksjonsmiddel. Det er ogsa viktig a nevne at FRAP-verdien i studien
til Nayyar (2016) var gitt ved umol FSE/g tare, og studien er derfor ikke direkte
sammenlignbar med eget forsgk (Nayyar 2016 s. 118, 121, 137-139, 143-144).

Fra omgang 1 viste blansjeringsvann benyttet kun én gang en neglisjerbar
reduksjonskapasitet sammenlignet med blansjeringsvann benyttet ti ganger. Funnet fra
denne omgangen kan tyde pa at gjentatt blansjering kan fgre til at antioksidanter i taren
slipper lettere ut i blansjeringsvannet. | omgang 2 (modifisert) var det ikke like stor forskjell i
reduksjonsevne mellom blansjeringsvann benyttet kun én gang, sammenlignet med
blansjeringsvann benyttet ti ganger, noe som kan indikere at antioksidanter slipper lettere
ut i vannet ved fgrste gangs blansjering. Funn fra omgang 2 viser dermed det motsatte av
funn fra omgang 1. Det ble ikke funnet studier som har gjort forsgk pa blansjeringsvann for

FRAP.
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4.4 Korrelasjon mellom totalt fenolinnhold og antioksidantaktivitet

Korrelasjon mellom analysene Folin-Ciocalteu og FRAP (omgang 1) ga en beregnet
korrelasjonskoeffisient pa 0,81 og en p-verdi pa 0,003. Resultatene fra korrelasjonen gir
derfor en signifikant korrelasjon mellom fenolinnhold og reduserende evne i ekstraktene. |
studier utfgrt av Dang m. fl. (2017) og Vasanthi m. fl. (2020) viste resultatene fra korrelasjon
mellom TPC (totalt fenolinnhold) og FRAP (reduksjonskapasitet i ekstraktet) en sterk
samvariasjon mellom analysene. Resultatene indikerer at fenoler i stor grad bidrar til den

reduserende evnen i ekstraktet.

Korrelasjonskoeffisienten r mellom analysene DPPH og Folin-Ciocalteu ble beregnet til 0,71
og en p-verdi pa 0,047. Korrelasjonen er derfor signifikant mellom DPPH radikal
slukningsaktivitet og totalt fenolinnhold. For analysene DPPH og FRAP ble
korrelasjonskoeffisienten r beregnet til a8 vaere 0,92 og p-verdien for korrelasjonen ble
beregnet til 0,001. Korrelasjonen mellom DPPH og FRAP viser en signifikant samvariasjon

mellom radikal slukningsaktivitet og reduserende evne i ekstraktene.

Undersgkelse av korrelasjon mellom ABTS og Folin-Ciocalteu ga en korrelasjonskoeffisient r=
0,94 som antyder en sterk samvariasjon mellom analysene. P-verdi for korrelasjon mellom
ABTS og Folin-Ciocalteu ble beregnet til 0,0005 og viser en signifikant korrelasjon mellom
radikal slukningsaktivitet og totalt fenolinnhold. For analysene ABTS og FRAP ble beregnet
korrelasjonskoeffisient r= 0,94 (omgang 1) og r= 0,83 (omgang 2), p-verdi ble henholdsvis
beregnet til 0,0005 og 0,01. Korrelasjonskoeffisientene og tilhgrende p-verdier for
analysene ABTS og FRAP viser en signifikant samvariasjon mellom radikal slukningsaktivitet
og reduserende evne i ekstraktet. Analysene ABTS og DPPH viste ogsa en sterk korrelasjon
med en beregnet korrelasjonskoeffisient pa 0,83 og p-verdi 0,02. Resultatet viser en

signifikant samvariasjon for radikal slukning mellom analysene.

Korrelasjonene viser generelt hgye korrelasjonskoeffisienter og lave p-verdier, som betyr at
det er en signifikant sammenheng mellom ekstraktenes innhold av fenoler (Folin-Ciocalteu)

og pavist antioksidantaktivitet i analysene DPPH, ABTS og FRAP.

36



4.5 Effekt av blansjering

For samtlige analyser i denne oppgaven ble det pavist liten antioksidantaktivitet i prgven
blansjert ra sammenlignet med de andre prgvene, som er et forventet funn. Det ble ogsa
pavist antioksidantaktivitet i blansjeringsvannet, som styrker forventningen om at en
blansjeringsprosess vil fgre til tap av fenoliske komponenter og antioksidanter. Ved a
sammenligne prgvene som enten var tgrket eller blansjert, med prgvene som bade var
blansjert og tgrket, viste resultatene fra samtlige analyser et stgrre utslag for sistnevnte
prever. Resultatet kan tyde pa at en kombinasjon av blansjering og terking vil fgre til gkt
aktivitet, ved at antioksidantforbindelser lettere lar seg ekstrahere ut av rastoffet etter en
blansjerings- og t@rkeprosess. For a undersgke dette naermere ville det veert svaert
interessant a giennomfgre samme analyser pa ra tare som ikke er utsatt for hverken
blansjering- eller tgrkeprosessering, og i tillegg sammenligne ulike ekstraksjonsmetoder og
ekstraksjonsvaesker. Ettersom det ved gjennomfgring av denne studien ikke var tilgang pa ra
eller fersk uprosessert tare, som ville gitt et bedre sammenligningsgrunnlag for de ulike
prgvene, har det blitt lagt mer vekt pa a se pa funn fra andre liknede studier. Blant studier
som ser pa hvordan makroalger og deres viktige bioaktive forbindelser blir pavirket av
varmeprosessering, konkluderer flere av studiene med at varmebehandling kan ha en
gunstig effekt pa makroalgers fenoliske komponenter, men det er samtidig en del studier

som antyder at varmebehandling kan ha negativ effekt (Ho and Redan 2020).

En studie utfgrt av Nielsen m. fl. (2020) sa pa effekt av blansjering knyttet til reduksjon av
jodinnhold i S. latissima. Resultatene fra studien viste en positiv effekt pa reduksjonen av
jod i taren, spesielt ved blansjeringsbetingelsene 80°C i 120 sekunder. | studien ble det ogsa
undersgkt hvilken effekt blansjering har pa antioksidantaktiviteten og innholdet av fenoler i
taren. Resultatene viste at det totale fenolinnholdet ble signifikant hgyere i prgvene som var
blansjert, sammenlignet med fersk tare. Studien konkluderte med at blansjering av S.
latissima ikke vil degradere verdifulle komponenter som antioksidantforbindelser, men tvert
imot forbedre biomassens innhold av helsegunstige komponenter. Ved sammenligning av
resultater for totalt fenolinnhold i nevnte studie og egen studie kan man se en lignende
trend i Folin-Ciocalteu analysen for prgvene frysetgrket ra og frysetgrket blansjert. Samme
trend ble ogsa funnet hos Rajauria m. fl. (2010) som paviste et signifikant hgyere innhold av

fenoler i varmebehandlet (autoklavert) irsk brun makroalge sammenlignet med ra alge. Det

37



totale fenolinnholdet fortsatte a stige ved gkende temperaturer opp til 95°C, men prgver
som ble utsatt for temperaturer over 95 °C fikk redusert utslag pa fenoler i analysen.
Forklaringen pa hvorfor prosessering kan fgre til gkt innhold av fenoler er forelgpig ikke god
nok, men en mulighet kan veere at prosessering bidrar til gkt effekt ved ekstraksjon av
komponentene (Ho and Redan 2020). | artikkelen av Ho og Redan (2020) blir resultater fra
flere studier sammenlignet for a se pa hvilken betydning varmeprosessering har for viktige
naeringsstoffer, fytokjemikalier og metallforurensinger makroalger. Resultatene fra ulike
studier viste at det totale fenolinnholdet i ferske alger varierte stort (fra <1 mg- 230mg/100g
GAE), og det kan derfor tenkes at rastoffets utgangspunkt vil ha betydning nar det gjelder

det totale fenolinnholdet.

En studie utfgrt av Amorim m. fl. (2012) sammenlignet fenolinnhold og antioksidantaktivitet
i ferske og kokte, térkede makroalger av typene Wakame (Undaria pinnatifida) og Kombu
(Laminaria sp.). Resultatene fra studien viste at koking ga et signifikant tap av polyfenoler i
Wakame, mens en liten gkning av fenoler ble observert i Kombu. Forskjellene i det totale
fenolinnholdet kan forklares med at makroalgene hadde ulik kjemisk struktur, samt at det
var forskjeller i polyfenolenes varmetoleranse. En annen forklaring kan veere at
cellestrukturen kan ha blitt svekket under koking, som kan ha gitt stgrre ekstraksjonseffekt
av fenoliske komponenter. Spektrofotometriske metoder kan gi et estimat pa innholdet av
fenoler og makroalgers antioksidantkapasitet, men resultater fra slike analyser bgr tolkes
med forsiktighet, da metodene ikke tar hensyn til andre komponenter i ekstraktet som kan

bidra til 3 forstyrre malingene (Ho and Redan 2020).

Nayyar (2016) sa i sin masteroppgave pa hvilken effekt blansjering og fryselagring har pa
flere ulike taretyper, deriblant S. /atissima. Resultatene fra studien viste at det totale
fenolinnholdet og tarens reduksjonskapasitet ble negativt pavirket av blansjering, mens den
radikale slukningsaktiviteten (DPPH) ble forbedret ved blansjering (Nayyar 2016 s. 129-139).
Konklusjonen fra studien var at blansjering ved 80°C i 1 minutt vil ha en negativ effekt pa det
totale fenolinnholdet og antioksidantaktivitet i S. latissima (Nayyar 2016 s. 143). Lignende
resultater fikk ogsa Cox m. fl. (2012) som sammenlignet ra og kokt Himanthalia elongata.
Taren ble kokt ved 80°C og 100°C i 35 og 40 minutter som ble funnet a veere den ideelle
tiden for & oppna sensorisk akseptabel tekstur. Ved sammenligning av totalt fenolinnhold

mellom prgvene ra og kokt H. elongata, hadde kokingen resultert i et tap av fenoler pa
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henholdsvis 82,31% og 85,5%. Studien utfgrt av Susanto m. fl. (2017) viste at ved
sammenligning av flere metoder for varmebehandling, var blansjert brunalge (40°Ci 15
minutter) den pr@gven med minst redusert fenolinnhold sammenlignet med fersk alge. For
DPPH analysen var det prgvene som ble utsatt for koking og sterilisering som viste den
hgyeste radikale slukningsaktiviteten, mens prgver som var blansjert og dampet hadde

redusert aktivitet sammenlignet med fersk makroalge.

Det er behov for flere studier pa hvilken effekt blansjering har pa fenoler og
antioksidantaktivitet i makroalger, da det forelgpig finnes fa studier som ser pa akkurat
denne formen for varmebehandling. Samtidig er det behov for a utvikle og finne frem til
gode metoder for & pavise polyfenoler og antioksidanter i rastoffer av tare. Dette vil vaere et
viktig arbeid for a finne optimale prosessbetingelser for blansjering, slik at ungdvendig tap
av verdifulle forbindelser reduseres til et minimum (Ho og Redan 2020). Det ma papekes at
det har veert utfordrende a sammenligne egne resultater med andres arbeid, da det er
mange faktorer som vil veere av betydning, eksempelvis behandling av rastoff ved tillaging

av ekstrakt samt rastoffets utgangspunkt.

4.6 Forlag til videre arbeid

Ettersom samtlige ekstrakter av blansjeringsvann fikk pavist antioksidantaktivitet og innhold
av polyfenoler, ville det vaert interessant a undersgke om blansjeringsvannet kan ha en
potensiell nytteverdi for naeringsmiddelindustrien og forbrukere. | den forbindelse kunne
videre arbeid eksempelvis ha veert d se pa muligheten for oppkonsentrering av verdifulle
antioksidantforbindelser fra blansjeringsvannet. Dersom blansjeringsvannet kan benyttes
flere ganger vil det vaere bade ressurs- og energibesparende i forbindelse med

prosesseringen av taren.

39



5. Konklusjon

For samtlige ekstrakter av Saccharina latissima benyttet i denne oppgaven ble det pavist
innhold av polyfenoler og antioksidantaktivitet. Viktige funn fra analysene var at prgven
blansjert ra viste svaert lav antioksidantaktivitet sammenlignet med de t@grkede prgvene.
Ettersom den blansjerte ra prgven viste et lavere innhold av fenoler og antioksidantaktivitet
enn prgven frysetgrket ra, kan funnet tyde pa blansjeringen i dette tilfellet ikke har bidratt
til gkt antioksidantaktivitet sammenlignet med tgrkeprosessen. Ved sammenligning av
prevene frysetgrket blansjert og frysetgrket ra har blansjeringen vist en positiv effekt pa
totalt fenolinnhold og antioksidantaktivitet i samtlige analyser. Som forventet ble det ogsa
pavist aktivitet i blansjeringsvannet. Funnet viser at en blansjeringsprosess vil fgre til tap av
fenoler og redusere antioksidantaktiviteten i taren ved at komponentene trekkes ut i
blansjeringsvannet. | dryppvannet ble det ogsa pavist antioksidantaktivitet, et funn som
viser at en tineprosess vil gi tap av verdifulle fenoliske forbindelser, og vil fgre til redusert
antioksidantaktivitet i taren. Resultatene fra de fire ulike analysene samsvarte i stor grad og
trenden var derfor lik pa tvers av metodene. Ved undersgkelse av korrelasjon mellom
analysemetodene ble det observert signifikant samvariasjon mellom analysen Folin-
Ciocalteu og DPPH, ABTS og FRAP. Resultatet indikerer at polyfenoler bidrar til
antioksidantaktiviteten. Generelt sa viser funn fra bade eget forsgk og litteratur at
blansjering kan ha bade positiv og negativ effekt pa innholdet av polyfenoler og
antioksidantaktiviteten i tare. Pa bakgrunn av denne observasjonen er det behov for videre
studier for a se naermere pa hvilken effekt blansjering har pa de verdifulle

antioksidantforbindelsene.
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Vedlegg

Beregninger for alle analysene og korrelasjoner er utfgrt ved hjelp av Excel Office 365.

Vedlegg A: Folin-Ciocalteu, totalt fenolinnhold

Standardkurve for propyl gallate ved Folin-Ciocalteu analyse er vist i figur 6.1 under.
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Figur 6.1 Standardkurve for propyl gallate i [mM] for Folin-Ciocalteu analysen.

Beregning av totalt fenolinnhold

For a finne konsentrasjon i [mMM] ble Excel funksjonen T.TEST benyttet. T.TEST beregner

konsentrasjonen ved a benytte den lineaere funksjonen til standardkurven for propyl gallate:
y = 0,8424x — 0,0005
Figur 6.2 Lineaere funksjon av standardkurven for propyl gallate for Folin- Ciocalteu analysen.

| den linezere funksjonen er y den malte absorbansen, mens x er konsentrasjonen (mM) av

propyl gallate.
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For a beregne totalt fenolinnhold i ekstraktene ble fglgende formel benyttet:

cV
Totalt fenolinnhold = p

Figur 6.3 Formel for beregning av totalt fenolinnhold.

Totalt fenolinnhold ble malt i ugPGE/g alge. | formelen er ¢ konsentrasjonen i [mM] som ble

kalkulert fra standardkurven med propyl gallate som vist over i figur 6.2. Videre ble [mM]

omgjort til ugPGE/ml ved a benytte molarmassen til propyl gallate (212,2g/mol). V[ml] er

volumet av Igsning benyttet i ekstraktet og m [g] er massen av alge i ekstraktet.

Absorbans, konsentrasjon og TPC bestemmelse FOLIN assays, 725 nm

Ekstrakt Ekstrakt Blank: Abs A u/blank|Abs B u/blank|Abs C u/blank

FT. BL. FT. BL. 0,001 0,38 0,388 0,385
LT. BL. LT. BL. 0,001 0,75 0,365 0,383
BL. RA BL. RA 0,001 0,097 0,108 0,1
FT. RA FT. RA 0,001 0,24 0,355 0,298
D.V. D.V. 0,001 0,107 0,117 0,112
BL. V. BL. V. 0,001 0,073 0,091 0,108
10xBL.V.(A) 10xBL.V.(A) 0,001 0,282 0,29 0,267
10xBL.V.(B) 10xBL.V.(B) 0,001 0,284 0,288 0,284

Figur 6.4 Absorbansmalinger for Folin-Ciocalteu analysen der blankprgven er trukket fra malt

absorbans. Rgde tall er ikke benyttet i videre beregninger.

Ekstrakt Gj. Snitt Abs u/ blank|Kons [mM] Kons [pugPGE/ml] |St. avvik [ugPGE/mI]| TPC[ugPGE/g alge]| St.avvik TPC
FT. BL. 0,38 0,46 97,03 1 1940,58 204
LT. BL 0,37 0,44 94,43 32 1888,55 64,1
BL. RA 0,1 0,12 25,86 14 129,32 72
FT. RA 0,3 0,35 75,21 14,5 1504,19 289,5
D.V. 0,11 0,13 28,47 1,3

BL. V. 0,09 0,11 23,09 a4

10xBL.V.(A) 0,28 0,33 70,68 2,9

10xBL.V.(B) 0,29 0,34 72,1 0,6

Figur 6.5 Beregnet konsentrasjon av pgPGE/ml og TPC[ug PGE/g alge] for Folin-Ciocalteu analysen.
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Vedlegg B: DPPH analyse, radikal slukningsaktivitet

Beregninger og formel

Standardavvik er beregnet ved hjelp av Excel funksjonen: STDAV.S.
Gjennomsnitt er beregnet ved hjelp av Excel funksjonen: =GJENNOMSNITT.
RSA (%) er beregnet ut fra felgende formel:

. . .. o _Apr‘ﬁve ®
DPPH radikal slukningsaktivitet (%) = (1 Ab—Iank} 100%

Figur 6.6 Formel for beregning av radikal slukningsaktivitet for DPPH analysen.

Aprove er den male absorbansen for ekstraktet og Ablank er absorbansen til blankprgven som

besto av ferdig DPPH reagens og 80% metanol.

Absorbans og beregnet RSA(%)

Absorbansmalinger for DPPH analyse (n=3) med beregnet gjennomsnitt og standardavvik er
vist i figur 6.7. Malinger markert med rgdt er ikke med regnet, da de avviker. Beregnet
giennomsnittlig RSA(%) og standardavvik for hvert ekstrakt er vist i 6.8 under. Vedlagt ligger

ogsa standardkurve for propyl gallate ved DPPH analysen i figur 6.9.

Absorbans og RSA (%) for DPPH assay, 517nm

Ekstrakt |Blank abs A abs B abs C St. awik |Gj.snitt

FT. BL. 0,85 0,33 0,33 0,37 0,02 0,34
LT. BL. 0,85 0,36 0,38 0,38 0,01 0,37
BL. RA 0,85 0,56 0,59 0,61 0,03 0,59
FT. RA 0,85 0,48 0,18 0,51 0,02 0,49
D.V. 0,85 0,65 0,56 0,72 0,06 0,64
BL. V. 0,85 0,57 0,58 0,28 0,01 0,58
10xBL.V.(4 0,85 0,23 0,21 0,23 0,01 0,23
10xBL.V.(H 0,85 0,24 0,21 0,23 0,02 0,23

Figur 6.7 Malt absorbans for ekstraktene og blankprgve ved DPPH analysen.



RSA (%) for DPPH assay, 517nm

Ekstrakt |RSA% Std. avvik
FT. BL. 59,94 2,7
LT. BL. 56,03 1,5
BL. RA 29,69 3,1
FT. RA 4219 24
D.V. 24,47 9,1
BL. V. 39,84 0,7
10xBLV.(A 73,45 1,3
10xBLV.(f 73,53 2,0

Vedlegg B side 2 av 2

Figur 6.8 Beregnet gjennomsnittlig og standardavvik av RSA(%) for ekstraktene.
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Figur 6.9 Standardkurve for propyl gallate [uM] ved DPPH analysen.
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Vedlegg C: ABTS analyse, radikal slukningsaktivitet

Beregninger og formel

Standardavvik er beregnet ved hjelp av Excel funksjonen: STDAV.S.
Gjennomsnitt er beregnet ved hjelp av Excel funksjonen: =GJENNOMSNITT.

For a beregne den radikale slukningsaktivteten (%) ble formelen under i figur 6.10 benyttet i

Excel:

. . - o\ _ (1 _ Apreve , . o
ABTS radikal slukningsaktivitet (%) = (1 Ab—mnk) 100%

Figur 6.10 Formel for radikal slukningsaktivitet for ABTS analysen.

Aprave er den male absorbansen for ekstraktet og Ablank er absorbansen til blankprgven som

besto av ferdig ABTS reagens og destillert vann.

Absorbans og beregnet RSA(%)

Absorbansmalinger for ABTS analyse (n=3) med beregnet gjennomsnitt og standardavvik er
vist i figur 6.11. Malinger markert med rgdt er ikke medregnet, da de avviker. | figur 6.12 er

beregnet gjennomsnittlig RSA(%) vedlagt og standardkurven for propyl gallate er vedlagt i

figur 6.13.

Absorbans og RSA (%) for ABTS assay, 734nm

Ekstrakt Blank Abs A Abs B Abs C St. avvik Gj.snitt

FT. BL. 0,73 0,017 0,018 0,01 0,00 0,02
LT. BL. 0,73 0,024 0,023 0,021 0,00 0,02
BL. RA 0,73 0,598 0,558 0,598 0,02 0,58
FT. RA 0,73 0,15 0,015 0,083 0,05 0,05
D.V. 0,724 0,578 0,477 0,441 0,03 0,46
BL. V. 0,724 0,445 0,465 0,388 0,01 0,46
10xBL.V.(A) 0,724 0,017 0,016 0,017 0,00 0,02
10xBL.V.(B) 0,724 0,016 0,019 0,018 0,00 0,02

Figur 6.11 Viser absorbansmalingene for ekstraktene i ABTS analysen. Rgde tall er ikke benyttet i
beregningene da de avviker.
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RSA (%) for ABTS assay, 734nm

Ekstrakt RSA% St. avvik

FT. BL. 97,95 0,6
LT. BL. 96,89 0,2
BL. RA 19,91 3,2
FT. RA 93,29 6,6
D.V. 36,60 3,5
BL.V. 37,15 2,0
10xBL.V.(A) 97,70 0,1
10xBL.V.(B) 97,56 0,2

Figur 6.12 beregnet gjennomsnittlig radikal slukningsaktivitet i analysen ABTS, samt tilhgrende
standardavvik.
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Figur 6.13 Standardkurve for propyl gallate [uM] i ABTS analysen.
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Vedlegg D: FRAP analyse, reduksjonskapasitet

Standardkurve for propyl gallate for FRAP analyse
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Figur 6.14 Standardkurve for propyl gallate [uM] ved FRAP analysen.

Absorbansmalinger for FRAP analyse, 593nm og beregning av reduserende

effekt i ekstraktene

Reduserende kapasitet ble malt i ugPGE/g alge. Konsentrasjonen i uM ble kalkulert fra
standardkurven (vist i figur 6.14) med propyl gallate og videre omgjort til ugPGE/ml ved 3
benytte molarmassen til propyl gallate (212,2g/mol) og delt pa 1073 for a fa riktig
benevning. Til slutt ble ekstraktene med kjent fortynning omgjort til ugPGE/g alge ved at
HUgPGE/ml ble delt pa ekstraktets fortynning som er 0,05 g/ml for tgrket alge og 0,2 g/ml for

vat alge.

For a finne konsentrasjon i uM ble Excel funksjonen T.TEST benyttet. T.TEST beregner
konsentrasjonen ved a plotte den lineaere funksjonen (figur 6.15) for standardkurven for

propyl gallate mot malt absorbans av ekstraktene som er vist i figur 6.16 og 6.18.
y =0,001x + 0,0738
Figur 6.15 viser den lineaere funksjonen til standardkurven med propyl gallate for FRAP analysen.

| den linezere funksjonen er y den malte absorbansen, mens x er konsentrasjonen (uUM) av

propyl gallate. Beregnede konsentrasjoner for ekstraktene er vist i figur 6.17 og 6.19 under.
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Ekstrakt abs. Al abs. B1 abs. C1 Abs. Gj. Snitt
FT. BL. 0,17633 0,19406 0,15045 0,174
LT. BL. 0,18564 0,18168 0,19181 0,186
BL. RA 0,0442 0,06164 0,07008 0,059
FT. RA 0,11135 0,15483 0,11289 0,126
D.V. 0,03716 0,07354 0,06346 0,058
BL. V. 0,06013 0,06408 0,08019 0,068
10xBL.V.(A) 0,17005 0,25506 0,17893 0,201
10xBL.V.(B) 0,17267 0,19144 0,15723 0,174

Figur 6.16 Absorbansmalingene og beregnet gjennomsnitt for FRAP analysen omgang 1.

Ekstrakt Kons (uM) | [ugPGE/ml]|St.av.[ugPGE/ml] [Fortynning: |ug PGE/T.V |St. avvik [ug PGE/T.V]
FT. BL. 102,88 21,83 45 0,05 436,61 90,3
LT. BL. 115,26 24,46 11 0,05 489,17 21,0
BL. RA 0,00 0,00 2,7 0,2 0,00 0,0
FT. RA 57,02 12,10 5,1 0,05 242,01 101,6
D.V. 0,00 0,00 3,9
BL. V. 0,53 0,11 2,2
10xBL.V.(A) 129,79 27,54 9,6
10xBL.V.(B) 103,04 21,87 3,5

Figur 6.17 Beregninger av gjennomsnittlig konsentrasjon og reduserende kapasitet for FRAP omgang

1.

Ekstrakt abs. A1 |abs. B1 abs. C1 Gj. Snitt

FT. BL. 0,64193 0,572 0,2171 047701
LT. BL. 0,5467| 0,53758 0,4958| 0,52669333
BL. RA 0,12597| 0,18489 0,16205| 0,15763667
FT. RA 0,21329| 0,27953 0,3444| 0,27907333
D.V. 0,0962| 0,11632 0,16657| 0,12636333
BL. V. 0,16371 0,1335 0,17085 0,15602
10xBL.V.(A) 0,36117| 0,31526 0,3471| 0,34117667
10xBL.V.(B) 0,31862| 0,32307 0,28677| 0,30948667

Figur 6.18 Absorbansmalingene og beregnet gjennomsnitt for FRAP analysen omgang 2.

Kons (uM) |[ugPGE/ml]|St.av.[ugPGE/ml] |Fortynning: |ug PGE/T.V |St. avvik [ug PGE/T.V]
397,26 84,3 46,9 0,05 1685,97 938,01
445,47 94,53 5,59 0,05 1890,56 111,76
87,37 18,54 6,12 0,2 02,7 0,23
205,2 43,54 13,5 0,05 870,88 269,95
57,03 12,1 7,46
85,31 18,21 4,08

265,46 56,33 4,48

234,71 49,81 4,08

Figur 6.19 Beregninger av gjennomsnittlig konsentrasjon og reduserende kapasitet for FRAP

omgang 2.






