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Sammendrag

De siste tidrene har det vert et okende fokus pé helse og kosthold. Sjemat er en viktig kilde til
helsemessige gunstige fettsyrer. Spesielt er det de langkjedede, flerumettede omega-3
fettsyrene som har vist seg a ha flere positive effekter for human helse. Problemet med disse
langkjedede marine fettsyrerne nar det kommer til & benytte dem i matproduksjon er at de har
lett for & harskne. For & hindre eller forskinke denne oksidasjon har det blitt utviklet mange
naturlige og syntetiske antioksidanter. De fleste matprodusenter vil foretrekke naturlige
antioksidanter framfor syntetiske, og er interessert i nye kilder for naturlige alternativer.
Tokoferoler og flavonoider er naturlige antioksidanter og ansees som mye tryggere enn de

syntetiske antioksidantene BHA og BHT

Malet med dette arbeidet var & underseke antioksidative egenskaper ekstrakter av rd blabeer,
kokt blébar og bléaskjell hadde pa selolje i et oljesystem og emulsjonssystem, i tillegg
undersegkte vi hvordan de virktet 1 et vandig system. Vi prevde ogsd & finne optimal mengde

a-tokoferol 1 selolje.

Vi fant at ekstrakter fra blabaer hadde gode antioksidative egenskaper i et oljesystem. I dette
systemet viste likevel bldskjell & ha den beste antioksidative effekten da den ved siste
uttaksdag bare hadde halvparten s hoy PV og AV som seloljen (kontroll). I emulsjonene
hadde verken blaber eller blaskjell antioksidativ effekt. Ingen av ekstraktene sé ut til & virke
hemmende pé oksidasjon i et vandig system.

I forsegket pd & finne optimal konsentrasjon av a-tokoferol fant vi 1 det siste forseket hvor
seloljen hadde statt lagret i 4 méaneder ved 4°C at konsentrasjoner pa 200, 300, 600 og 1000

ppm ga god inhiberende virkning pa oksidasjon av seloljen.
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1 Bakgrunn

De siste tiarene har det veert et skende fokus pa helse og kosthold. Mye av dette skyldes at det
har veert en utvikling i1 folkets helse, spesielt 1 den vestlige verden, som har skapt bekymring.
Diabetes og fedme blir omtalt som folkesykdommer, og hjerte—karsykdommer er et stort
problem. Mange av disse problemene skyldes folks manglende variasjon av matvarer. I den
senere tid har det blitt mer tydelig hvilken betydning en god diett har for & hindre utvikling av
kroniske sykdommer som blant annet diabetes, kreft og hyperaktivitet (Halvorsen et al. 2002 ).
Forholdet mellom ugunstig fett og mer sunt fett er skjevfordelt. Norske myndigheter anbefaler
et variert kosthold som inkluderer frukt og grennsaker samt generelt mat som er lite prosessert.
En slik diett kan vare medvirkende til 4 forebygge utviklingen av overnevnte
livsstilsykdommer.

Sjemat er en viktig kilde til helsemessige gunstige fettsyrer. Spesielt er det de langkjedede,
flerumettede omega-3 fettsyrene som har vist seg a ha flere positive effekter for human helse.
Markedet har derfor sett et potensial i & gi folk lettere mulighet til & kjope varer som
inneholder disse sunne fettsyrene. Problemet med disse langkjedede marine fettsyrene nar det
kommer til & benytte dem i matproduksjon er at de har lett for & harskne.

For & hindre eller forskinke denne oksidasjon har det blitt utviklet mange naturlige og
syntetiske antioksidanter. Men av de syntetiske er det bare butylhydroksyanisol (BHA) og
butylhydrokytoluen (BHT) som blir mye benyttet. Noen syntetiske antioksidanter blir
mistenkt for & vaere kreftfremkallende. Det blir derfor spekulert i om disse antioksidantene vil
bli forbudte eller at matprodusenter bestemmer seg for ikke & benytte slike antioksidanter for
a tilfredsstille sine kunder. De fleste matprodusenter vil foretrekke naturlige antioksidanter
framfor syntetiske, og er interessert i nye kilder for naturlige alternativer. Tokoferoler og
flavonoider er naturlige antioksidanter og ansees som mye tryggere enn BHA og BHT, men er
pa langt ner like effektive og billige 1 bruk som de syntetiske (Asamarai et al.,1996).

Det er ogsa viktig & notere seg at selv om man kaller det naturlige antioksidanter ma ikke
inntaket av dem overdrives. Blir konsentrasjon av en naturlig antioksidant for hey, kan den

ogsa bli helseskadelig (Aune, 2007 ).

Fortuna oils ble opprettet 1 2004 og har et eget raffineringsanlegg 1 Kristiansund. De er et
globalt ledende selskap innen prosessering og handel av selolje for humant konsum. Fortuna

oils har gjennom sitt morselskap GC Rieber Skinn tilgang pd 50-60 % av all tilgjengelig

selolje pd verdensmarkedet. P4 hjemmesiden deres (www.fortunaoils.com) beskriver de seg



selv slik, ”Fortuna oils tilbyr selolje til et internasjonalt marked som ved et daglig bruk skal
bedre menneskers helse og livskvalitet”. Deres forretningside baserer seg pa & kontrollere
ravarene, ha tilgang pa verdensledende raffineringsteknologi og ha sterk organisasjon pa salg
og markedsforing. De leverer olje til det norske og skandinaviske helsekostmarkedet, men
eksporterer ogsa 1 tillegg til det asiatiske og russiske markedet. Révaren importeres

hovedsakelig fra Canada, men det finnes ogsé selolje fra norske farvann.

Malet med dette arbeidet er & undersoke antioksidative egenskaper ekstrakt fra rd blébar, kokt
blaber og blaskjell har pd selolje i et oljesystem og emulsjonssystem. I tillegg vil vi
undersgke hvordan de virker i et vandig system. Vi vil ogsa gjere forsek pa & finne optimal

mengde a-tokoferol i selolje.
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2 Teori

2.1 Helse og marine naringsmidler
Interessen for betydningen til marine naringsmidler 1 helsesammenheng begynte med legene

H.O. Bang og J. Dyerberg. Etter 4 ha studert eskimoene pa Grenland oppdaget de et monster
av pafallende lav dedelighet av hjertesykdom hos de grenlandske eskimoene sett 1 forhold til
en kontrollgruppe med dansker. Bang og Dyerberg merket seg at eskimoene pad Grenland
hadde et kosthold som 1 hovedsak besto av mye marint fode, sarlig sel og hval. I tillegg
merket de seg at eskimoene hadde et kosthold som i mye mindre grad besto av mettede
fettsyrer sammenlignet med den danske kosten. Det ble pavist at dietten til eskimoene
innholdt serlig mye av de langkjedede omega-3 fettsyrene eicosapentaensyre (EPA) 20:5n-3
og docosaheksaensyre (DHA) 22:6n-3. Etter videre undersekelser og sammenligninger ble det
konstatert at gronlenderne hadde mye lavere dedelighetsrate knyttet til hjerte-karsykdommer
enn den danske kontrollgruppen (Bang et al., 1971, Dyerberg et al.,1978).

Generelt mener de fleste helseeksperter at vi spiser for mye fett, og vi har fatt betydelig
kunnskap om at det ikke er likegyldig hvilke fettsyrer man far i seg. Allerede i 1961 anbefalte
The American Heart Assosiation (AHA) en omlegging av det amerikanske kostholdet for a
redusere hyppigheten av hjerte- og karsykdommer. Omleggingen gikk blant annet ut pd a
senke det totale fettinnholdet, spesielt mettet fett. 1 1962 kom den samme anbefalingen til
Norge 1 forbindelse med Nicolaysen-komitéens innstilling om sammenhengen mellom fett og
hjerte- og karsykdommer. Det ble anbefalt en reduksjon i det totale fettinnholdet til 30 % av
energien og en gkning av flerumettet fett til 10 % av kostens fettinnhold. I den senere tid har
blant annet World Health Organization (WHO) kommet med tilsvarende anbefalinger som
inneholder mél for den enskelige fordelingen mellom de energigivende naringsstoffene, med
vekt pé reduksjon av totalt fettinnhold til 25-30% og mettet fett til 7-10 % av energien (Nes et
al., 1998).

Mengden enumettede og flerumettede fettsyrer i kosten kan gjerne ekes. Det er imidlertid
ikke likegyldig hvilke flerumettede fettsyrer man inntar. Det ndvarende forholdet mellom
omega-6 og omega-3 fettsyrer ligger rundt 10/1, mens det anbefalte forholdet er estimert til &
vare 4/1 (Parry et al., 2005). Det er derfor gitt anbefalinger om & oke mengden omega-3 uten
a oke inntaket omega-6 fettsyrer (Simopoulos et al., 1999). Spesielt er det inntaket av de
langkjedede omega-3 fettsyrene som man generelt burde spise mer av, og disse finner man
bare 1 sjgmat. Det er vitenskapelig bevist at langkjedede omega-3 fettsyrer har helbredende

effekt pd personer som har vart plaget med hjerte- og karsykdommer. Samtidig er det ogsé
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bevist at det har en forbyggende virkning pa personer som aldri har vert utsatt for hjerte- og
karproblemer (Jones, 2002). I tillegg finnes det gode indikasjoner pa at langkjedede omega-3
fettsyrer kan ha positive effekter pa flere andre sykdommer og pa normal utvikling. Spesielt
med tanke pd utvikling av nervevev/hjerne hos foster, immunologiske sykdommer og
betennelser (Connor, 2000, Ruxton et al. 2004). Spiser man lite fisk til daglig ber man ta
kosttilskudd av omega-3, men de beste virkningene oppnés ved & spise varierte maltider fisk,
her spesielt feit fisk, siden den har heoyest innhold av de viktigste flerumettede fettsyrene.

Vitenskapskomiteen for mattrygghet (VKM) publiserte 1 mars 2006 rapporten Et helhetssyn
pd fisk og sjomat i norsk kosthold. Her var det foretatt en vurdering som omfattet
erneringsmessige fordeler ved konsum av fisk og annen sjemat. Dette ble sett i forhold til
helserisiko forbundet med inntak av forurensninger og andre uenskede stoffer som fisk og
annen sjomat kan inneholde. Det viste seg at en gjennomsnittlig nordmann spiser ca. 2
fiskeméltider per uke, med en fordeling mellom mager og feit fisk pa 2:1. Konklusjonen var at
vi generelt kan spise mer fisk. Det kom ogsé frem i rapporten at blant de som spiser lite fisk
ville en gjennomsnittlig ekning pa 1 méltid fisk i1 uken redusere risikoen for fatalt hjerteinfarkt

med 4 %.

2.2 Selolje

Som nevnt tidligere har det vist seg at eskimoene har et kosthold som ikke bare inneholder
mye fiskefett, men som ogsa er rikt pa lipider fra marine pattedyr.

Det gjennomsnittlige inntaket av selolje hos eskimoene ligger rundt 8-9 gram per dag, likevel
er det relativt fa studier om hvilken effekt selolje har for risikofaktorer pd hjerte-
karsykdommer. Docosapentaen syre (DPA) er tilstedevarende i mye storre grad i selolje enn i
fiskeolje, og den er derfor en signifikant komponent i eskimoenes diett. Men alt dette tatt i
betraktning er det forsket betydelig mer pé effekten fiskeolje har pa hjerte- karsykdommer enn
effekten til selolje (Conquer et al., 1999).
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2.3 Funksjonell mat
Mange forbrukere, strategiplanleggere og matprodusenter har i den siste tiden blitt sveert

interessert 1 forholdet mellom kosthold og helse. Matprodusenter ser muligheten til & utvikle
potensielle nye produkter, mens myndighetene ser utfordringen i hvordan dette kan reguleres i
en mer gunstig helsemessig retning. Det er derfor blitt satt i gang forskning pa hvordan man
skal forbedre helseegenskapene til mat og matingredienser i den retning at det skal utvikles
sakalt funksjonell mat (Malla et al., 2007).

Mat blir definert som funksjonell hvis de inneholder eller er tilsatt komponenter som pa en
fordelaktig mate har innvirkning pa en eller flere funksjoner i kroppen, men kan ogsé veare
funksjonell hvis potensielle skadelige komponenter har blitt fjernet fra matvaren (Hornstra,

1999).

2.4 Oksidasjon av fettsyrer

Informasjonen til denne delen er 1 hovedsak hentet i Olsens kompendium “Lipidkjemi — med

vekt pa fisk” (2007)

Oksidasjon er en kjedereaksjon der oksygen og fettsyrer blir bundet sammen. Fettsyrene
brytes deretter trinnvis ned til mindre og flyktige forbindelser som etter hvert vil gi
ubehagelig lukt og smak. Noen av disse forbindelsene er svart reaktive og kan skade
aminosyrer, karbohydrater, vitaminer og DNA. I marine oljer blir fettsyrer oksidert gjennom
ikke-enzymatiske (autokatalytiske) mekanismer. Antall dobbeltbindinger har betydning for
hvor raskt oksidasjonen vil gd. Dette er fordi dobbeltbindinger svekker bindingen mellom C-
atom og hydrogen. Jo flere dobbeltbindinger, desto flere angrepspunkter har fettsyren og
derved kan kjedereaksjon starte raskere. Sjgmat med det heye innholdet av langkjedede
flerumettede fettsyrer er sarlig utsatt for oksidasjon.

Autooksidasjon av umettede fettsyrer deles inn 1 tre faser, initiering (induksjon), propagering

(kjedereaksjon) og terminering (avslutning).
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Figur 2.1: Gir et oversiktsbilde av hvilke mekanismer som ligger til grunn for
fettsyreoksidasjonen (Olsen, 2007).

Initieringsfasen starter med at et hydrogenatom (®H) tapes i en ustabil binding i en umettede
fettsyre (RH) og et fettsyreradikal (Re) dannes.

Kjedereaksjon settes 1 gang ved at dette reaktive fettsyreradikalet raskt reagerer med oksygen
slik at det dannes et fettsyreperoksidradikal (ROOe). Dette vil sd reagere med et nytt
hydrogenatom i en ustabil binding i en umettet fettsyre. Resultatet er et fettsyreperoksid
(ROOH) og er nytt fettsyreradikal (Re) som binder oksygen. Dermed er kjedereaksjon
oppstétt.

Fettsyreperoksider er de primare harskningsproduktene og disse er uten lukt og smak. De er
ustabile og brytes lett ned til nye radikaler. Bade peroksider og radikaler kan virke tilbake pa
initieringsfasen ved & bidra til dannelsen av fettsyreradikaler (ROe®). Dette fettsyreradikalet
kan fragmenteres til mindre molekyler kalt sekundere harskningsprodukter som alkoholer,
aldehyder og ketoner. Dette er flyktige forbindelser og gir opphav til harsk lukt og smak.
Mengden reaktive fettsyreperoksider og oksidasjonsprodukter (radikaler) eker eksponentielt
inntil de begynner a reagere med seg selv (termineringsfasen). P& dette stadiet av oksidasjon
har produktet ofte en svart ubehagelig harsk lukt og smak. Lukt- og smaksintensiteten av de
sekundere harskningsproduktene er s& sterk at degradering av en mindre mengde

flerumettede fettsyrer er tilstrekkelig til at produkter blir uspiselige.
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Figur 2.2: lllustrasjon av oksidasjonsforlopet i et lukket system (i en PUFA) med dannelse av
primeere, sekundcere og teertiere oksidasjonsprodukter gjennom initiering, propagenering og
terminering (Olsen, 2007).

[ avsluttingsfasen vil mengden peroksider reduseres og det vil dannes polymere
fettsyreforbindelser. Nivdet av sekundare harskningsprodukter flater ut siden de er flyktige
vil man fa en nedgang av disse. De kan ogsa reagere med andre forbindelser i maten og gi en

gulaktig farge pa produktet.

2.4.1 Faktorer som pavirker autooksidasjon
For at det skal foreckomme autooksidasjon, méa det vare tilgang til oksygen. Andre faktoere

som temperatur, pro- og antioksidanter og lys vil ogsd ha innvirkning pa oksidasjon.
Hastigheten pa fettsyreoksidasjon eker nar temperaturen eker. Prooksidanter vil stimulere
oksidasjonen, mens antioksidanter vil hemme oksidasjon. Transisjonsmetaller som jern og
kobber er kraftige prooksidanter siden de kan skifte mellom to valenser Fe*" - Fe*™ og Cu™ -
Cu”". Disse kan bade virke i initieringsfasen ved & danne fettsyreradikal og i kjedereaksjon
ved a bryte ned fettsyreperoksid.

Autooksidasjon er en nedbrytningsprosess som er uunngaelig og umulig & stoppe fullstendig.
Men det finnes flere effektive metoder for & forksinke den. Ved for eksempel & fjerne oksygen
fra produktet med vakuumpakking eller glassering vil dette forlenge holdbarheten.
Oksidasjonen vil ogsa hemmes hvis man reduserer energitilforselen ved & senke temperaturen

eller skjerme produktet for lys.
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2.5 Lipider

Lipider er en stor, uensartet gruppe biologiske stoffer. Disse kan loses i organiske vaesker og
er tilnermet uleselige i vann. Lipider som triglyserider er i praksis helt hydrofobe og leses
best i1 organiske lgsningsmidler som eter, kloroform og benzen. Mens membranlipider som
fosfolipider og glykolipider har badde en hydrofob og hydrofil del og leses best i polare
organiske vasker som metanol og etanol.

Man kan inndele lipidene i 3 hovedkategorier etter hvilken funksjon de har i organismen.

2.5.1 Depofett
Depotfettets hovedfunksjon er & fungere som energilager og bestar oftest av triacylglyseroler

(triglyserider). Basisen for triglyseridenes funksjon som opplagsn@ring er det heoye

energiinnholdet per vektenhet.

2.5.2 Membranlipider
Av membranlipider skiller man mellom fosfolipider, glycolipider og kolesterol.

Fettsyresammensetningen 1 membranlipidene er viktig for funksjonen til membranene.
Organismens fettsyresammensetning reflekterer i betydelig grad fettsyreinnholdet 1 kosten.
Hos fisk er fettsyresammensetningen i membranlipidene og i depotfettet (triglyseridene)
forskjellig. Det totale nivaet av flerumettede fettsyrer er pa cirka 45-50 % i fosfolipidene, dvs.

3 til 4 ganger hoyere enn det man finner 1 triglyseridene.

2.5.3 Lipider med spesifikke biologiske funksjoner
Med kolesterol som utgangspunkt syntetiseres en rekke lipider med viktige biologiske

funksjoner; steroider hormoner, gallesalter og vitamin Ds. Felles for alle disse er at de har fatt
koblet pa kjemiske grupper (-OH, -COOH, -O-) som gjor at de er noe mer hydrofile enn

kolesterol.

2.5.4 Fettsyrer
Nar man snakker om fett 1 kostholdssammenheng sa mener man egentlig fettsyrer. Dette er

alifatiske karboksylgrupper, R-COOH, der R er hydrokarbonkjeden og —COOH er
karboksylgruppa. Det mest vanlige er at fettsyrene har mellom 12 og 22 karbonatomer. I
plante og dyrefett finner man oftest fettsyrer med 16 og 18 C-atomer, mens marine
organismer har store innslag av fettsyrer med 20 og 22 C-atomer.

Det fins 3 hovedklasser fettsyrer, mettede, enumettede og flerumettede, disse vil variere fra og

ha mellom null til seks dobbeltbindinger.
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Mettede fettsyrer finner man mye av i meierifett og dyrefett, og de mest dominerende mettede
fettsyrene i mat er myristinsyre 14:0, palmitinsyre 16:0 og stearinsyre 18:0. Det er disse som
man burde redusere inntaket av og som ikke burde utgjere mer enn 7-10 % av energiinntaket.
Enumettede fettsyrer som man finner mye av i blant annet planteoljer, som oliven- og rapsolje,
finnes ogsa 1 marint fett, samt netter. Eksempler pad enumettede fettsyrer er palmitolensyre
16:1, oljesyre 18:1, disse er dominerende i mat. Det som er karakteristisk for umettet fett, er at
det er mykt, evt. flytende ved romtemperatur og delvis flytende ved kjeleskapstemperatur. Jo
flere dobbeltbindinger som forekommer i fettsyren, jo lavere smeltepunkt vil det ha.
Flerumettede fettsyrer (polyunsaturated fatty acids, PUFA) har 2 til 6 dobbeltbindinger og 20

til 22 C-atomer. Disse fettsyrene finner vi mye av i marint og vegetabilsk fett.

2.5.5 Essensielle fettsyrer
Det finnes enkelte fettsyrer som dyr og fisk ikke kan syntetisere selv og derfor ma fa tilfort

via kosten. Disse er essensielle fettsyrer. Dyr mangler enzymet som gjor det mulig & plassere
dobbeltbindinger nermere methylenden i fettsyrer enn karbonatom nummer 9. Bare planter
og planteplankton har enzymer som kan gjere dette. Linolsyre (18:2n-6) og a-linolensyre
(18:3n-3) er essensielle fettsyrer. Disse gir opphav til henholdsvis arakidonsyre 20:4n-6 og
EPA 20:5n-3 som igjen gir opphav til eicosanoidene.

2.5.6 Eicosanoider
Eicosanoidene betegnes ofte som hormonlignende stoffer eller fettsyrehormoner. Som viktige

hormoner fungerer de ved sméd konsentrasjoner og regulerer mange fysiske prosesser. De
spiller for eksempel en sentral rolle ved dannelse av blodpropp, betennelsesreaksjoner,

allergiske reaksjoner og ved celledeling.

2.6 Antioksidanter

Stoffer som hemmer oksidasjon blir ofte kalt antioksidanter.

Disse kan fungere pa flere mater:

1. Ved & redusere (tilbakedanne/fjerne) frie radikaler, inkludert fettsyreradikal,
hydroksylradikal og fettsyreperoksidradikal (radikal scavengers; fri radikal fangere)

2. Ved & neytralisere (quenching) singlet oksygen for dette far reagert med for eksempel
fettsyrer.

3. Ved & binde opp (kjelatere) transisjonsmetaller slik at disse ikke (eller bare i liten grad)

kan fungere som prooksidanter.
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Man skiller mellom heymolekylare og lav molekylaere antioksidanter.

Heymolekylare antioksidanter er proteiner og enzymer og disse virker gjennom & fjerne eller
ufarliggjore reaktive oksygenforbindelser (ROS) som dannes 1 den levende organismen.
Enzymet superoksid dismutase omdanner superoksid (O2°) til hydrogenperoksid (H,O,) slik

at dannelse av singlet oksygen (‘O,) hemmes (ligning 1).

20, +2H" 2> H,0,+0;(ligning 1)

Enzymet katalase bryter deretter H,O, ned til oksygen og vann (ligning 2).

2H,0, 2> 2H;0+ O, (ligning2)

Glutathione peroxidase er et enzym som katalyserer omdannelse av fettsyreperoksider til en
stabil fettsyrealkohol (ROH) og dermed kan kjedereaksjon i fettsyreoksidasjon hemmes
(ligning 3). Tripeptidet glutathion (glu-gly-cys) (GHS) virker som elektrondonor. Oksidert
gluthation (GSSG) vil 1 en levende organisme tilbakedannes av enzymet glutathionreduktase

til redusert GHS.

ROOH +2GSH > ROH + H,0 + GSSG (ligning 3)
Nivaene av de antioksidative enzymene i organismen vil normalt bare i mindre grad kunne

pavirkes av kosten.

2.6.1 Naturlige antioksidanter
Lavmolekylare antioksidanter er kunstige eller naturlige stoffer som enten er fettloselige eller

vannleselige. Det er de som ofte blir tilsatt i neringsmidler for & hemme harskningsutvikling
eller for & berike produktene med hensyn pé innhold av antioksidanter.

Fenoler er naturlige antioksidanter. Disse fungerer ved & avgi et hydrogenatom og dermed
flerne reaktive radikaler som for eksempel fettsyreradikaler Re, fettsyreperoksidradikal;
ROOe, fettsyrealkylradikal; ROe, eller hydroksylradikal;@#OH som er dannet i mat eller i

levende organismer:

Re/ROOe/ROe/eOH +TH, - RH/ROOH/ROH/H,0 + THe (ligning 4)
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TH, kan vare tokoferol eller en annen fenolisk antioksidant. Produktene som dannes kan
enten vare en intakt fettsyre (RH), et fettsyreperoksid (ROOH), en fettsyrealkohol (ROH)

eller vann. THe er et antioksidantradikal som er lite reaktivt (ligning 4).

Tokoferoler er de mest kjente og mest brukte antioksidantene. Naturlig finnes det 4
forskjellige former for tokoferoler (a, B, ¥ og d), disse er tilstede 1 ulike mengdeforhold i
planteoljer. a-Tokoferol har heyest vitamin-E aktivitet (100 %) og er den som blir mest brukt.
Tokoferolenes sterke side er at de klarer seg relativt godt i varme omgivelser, og er derfor
velegnet 1 produkter som skal bevares under varmebehandling. De har best virkning hvis de
blir tilsatt i matvarer hvor innholdet av tokoferol er liten eller lik null. Det er ogsa vist at
tokoferol ogsd kan ha prooksidativ virkning og fere til okt harskning i vegetabilske oljer. Det
har vist seg at a-tokoferol gir prooksidativ virkning ved konsentrasjoner heyere enn 0,01 % i
lopet av de tidlige autooksidasjon stadiene i flesk, korn og olivenolje triacylglyceroler

(Pokorny et al., 2001).

I de fleste plante og planteprodukter finner man polyfenoler, noen inneholder mer enn andre.
Deres biologiske funksjon er & beskytte plantene mot UV-straling og generelt hindre
oksidasjon av biologiske molekyler. De gir ogsé farge til frukt, baer og andre plantedeler.
Polyfenoler blir ansett & ha sterke antioksidative egenskaper. Deres antioksidative aktivitet er
mye hgyere in vitro enn andre kjente antioksidanter.

Flavonoider er en stor gruppe av polyfenoliske antioksidanter som finnes naturlig i blant annet
gronnsaker, frukt, te og vin (Hertog et. al 1993). Det er blitt identifisert over 4000 forskjellige
flavonoider 1 planter. Flavonoidene er vannleselige, ofte fargerike med et Co-Cs-Cq
karbonskjelett. De viktigste gruppene flavonoider er anthocyaniner, flavonoler, flavoner og
flavanoler. Disse fungerer som radikalfangere og vil ogsd kunne binde metaller.
Grunnstrukturen til flavonoider bestar av A og B aromatiske ringer som er forbundet med en
3-karbon alifatisk kjede som oftest er kondensert med et oksygenatom. B-ringen kan ha
hydroksylgrupper og methoxygrupper (R»-Rs) pé en eller flere av karbonatomene. Man mener
det er disse hydroksylgruppene i B-ringen som gir stoffene antioksidative egenskaper (Olsen
2007). Forholdet mellom inntak av flavonoider og en reduksjon i risikoen for & utvikle enkelte
sykdommer som hjerte-karsykdommer og kreft er blitt bekreftet i en rekke epidemiologiske

studier (Mattila et al., 2006).
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2.6.2 Syntetiske antioksidanter
Av syntetisk antioksidanter er det BHA og BHT som oftest blir benyttet som tilsetningsstoffer

i neringsmidler. BHA er en syntetisk fenol mens BHT er en syntetisk antioksidant. Begge er
noksa stabile 1 forhold til varme og brukes i stor grad for & hindre harskning av fett og olje.
Det er diskusjonen rundt kreft som har pékalt sterst oppmerksomhet ved bruk av disse
antioksidantene. Det er blitt pavist kreft i formagen hos en andel rotter (30 %) som fikk 2 %
BHA i foret hver dag i 6-12 méneder. Doser péa 0,5 % BHA gav ikke svulster. Hos dyr uten
formager fant men ikke holdepunkter for kreftutvikling. Dette gjor der vanskelig & vurdere
kreftrisiko for mennesker pé grunn av at vi mangler formage. Men Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives and Contaminants (JECFA) har likevel satt akseptabelt daglig
inntak (ADI) pa BHA til 0-0,5 mg/kg kroppsvekt. Som antioksidant har BHA en
mengdebegrensning pa 100-200 mg/kg av fett 1 varen. I Norge har man et dagsinntak pa 0,03-
0,05 mg/kg kroppsvekt.

Hos mennesker blir 75 % av inntatt BHT skilt ut av urinen. BHT anses ikke for a representere
en risiko for gentoksisitet hos mennesker. Men heye doser (500 mg/kg kroppsvekt/dag) har
den vist & gke antall leversvulster hos rotter. I studier for kombinasjonseffekter mellom BHT
og andre kjente kreftfremkallende stoffer har den vist seg (ved hey dose) & virke som en kreft
promotor. JECFA har satt ADI-verdi av BHT til 0-0,3 mg/kg kroppsvekt og den har samme
mengdebegrensing som BHA (Aune, 2007).

I for er ethoxyuin et mye tilsatt syntetisk antioksidant. Enkelte er bekymret for dyrenes helse
og for at stoffet skal overfores til mennesker via kjottet. Enkelte bivirkninger er pavist ved
bruk av ethoxyuin som er tillatt & bruke med konsentrasjoner opptil 150 mg/kg(-1) (0,015 %) i
dyrefor. Det er derfor gjort undersegkelser for & ogsa finne mindre skadelige antioksidanter til

forprodukter (Blaszczyk & Skolimowski, 2007).

2.6.3 Blabaer

Blébaer (Vaccinium myrtuiius) herer til lyngfamilien og er vanlig over de nordlige og sentrale
delene av Europa, Amerika og Asia. Den er en av Norges vanligste planter, og vokser fra
lavlandet og til langt opp pa snaufjellet, fra helt nord i landet til helt i sor. Den trives best i
granskog og foretrekker litt fuktige og solfylte steder, og modnes i juli/august. Den er ogsa
blant baerene som er best kjent for sine potensielle gunstige helsemessige egenskaper.

En analyse av totalt innhold av antioksidanter som ble gjort pa blant annet blaber viste at
blaber var av dem som fikk heyest utslag pa innhold av antioksidanter med 8,23 mmol/100g

(gjennomsnitt) (Halvorsen et al., 2002).
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Av blédbars mange aktive komponenter inneholder den mye anthocyaniner. Dette er en av de
viktigste gruppene av plantepigmenter og er mye brukt som fargestoff i matvarer. Sammen
med andre fenoliske komponenter har de evne til & hemme frie radikaler. Men det er enna
uvisst om anthocyaniner har helsemessig god effekt alene eller om det er deres samvirkning
med andre fenoliske komponenter som gir de gode antioksidative egenskapene (Konczak &
Zhang, 2004). Epidemiologiske studier har vist at et heyt fruktinntak har en positiv
sammenheng med reduksjon i dedelighet av hjerte- karsykdommer og enkelte typer kreft
(Faria et al., 2005).

En analyse mélte totalt innhold i blaber av fenol (milligram gallesyre ekvivalent/g pulver) og
anthocyanin (milligram cyanidin-3-glucoside ekvivalent/100g frepulver). Blidbar fikk et

innhold pa henholdsvis 15,8 + 0,63 fenol og 7,4 + 0,35 anthocyanin (Parry et al., 2006).

2.6.4 Blaskjell
Langs store deler av norskekysten kan man finne bléskjell av typen Mytilus edulis liggende

med tangen i fjeera. Blaskjell vokser ved temperaturer fra 0-25°C, men ideell temperatur ligger
pé 15-20°C. Bléskjell er en god kilde til jern, selen og vitamin B12, og de inneholder lite (1-2
%), men sunt fett (Eksportutvalget for fisk). Av den totale mengden fett i bldskjell inneholder
de mye av de langkjedede flerumettede fettsyrene (Khan et al. 2006).

Biokjemien til bléskjell variere i forhold til mattilgang, reproduksjon og forurensningsforhold.
Bléaskjell er derfor mye benyttet som indikator for kontrollering av miljg og
forurensningsforhold. Den brukes pd grunn av dens evne til & samle forurensninger og
organismens mange biologiske reaksjonene til xenobiotiske kjemikalier kan deretter bli brukt
som marker med hensyn pé eksponering av slike stoffer (Regoli ef al., 1998)

Det har de siste arene blitt stor interesse for enzymaktiviteten involvert i metabolismen av

xenobiotiske kjemikalier i blaskjell.

2.7 Emulsjoner
En emulsjon bestar av to ikke-blandbare vasker (vanligvis olje og vann), hvor den ene er

fordelt i den andre i form av dréper. Man skiller mellom to typer fettemulsjonssystemer alt
etter om det er oljedraper fordelt i en vannfase eller omvendt. Typiske olje-i-vann
emulsjonsprodukter er majones, melk og supper. Mens margarin og smer er typiske vann-i-
olje produkter. For & kunne lage en emulsjon som er kinetisk stabil over lengre tid (uker,
méneder eller ar) kan man benytte kjemiske substanser kalt emulgatorer. Dette er

overflateaktive molekyler som tilsettes for homogenisering og disse vil blande seg i
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henholdsvis olje- og vanndrdper under homogeniseringen. Disse tilsettes for emulsjonen
homogeniseres. Praver man & homogenisere rein olje med rent vann, vil man ferst observere
en emulsjon, men etter kort til vil fasene separeres. Det vil da ligge et lag olje over et lag vann.
Det er store forskjeller mellom lipidoksidasjon i bulk oljer og emulgert olje. Lipidoksidasjon
er blitt grundig studert i bulk oljer og det er en forholdsvis god forstéelse av hvilke faktorer
som pavirker oksidasjon i slike systemer. Emulsjonssystemer er derimot mindre utforsket, og
kunnskapen rundt hvilke faktorer som pévirke lipidoksidasjon i systemer hvor fettet er spredt
som emulsjonsdraper er fremdeles begrenset (Coupland & McClements, 1996). Denne
manglede kunnskapen er overraskende med tanke pd den store mengden mat som foreligger

enten delvis eller fullstendig som emulsjon.
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3. Materialer og metoder

3.1 Materialer

3.1.1. Ekstrakter
Ekstraktene som ble benyttet var fra bléber, blaskjell og vitamin E.

Bliabgera var av typen Vaccinium myrtillus og ble hindplukket hesten 2006 i
Kveafjord i Troms.

Blaskjell (Mytilus edulis) kom fra sjeanlegget Vestfjord skjell 1 Kvefjord.
Blaskjellene var atmosferisk fryseterket ved varmeteknisk avdeling ved NTNU-
SINTEF 1 Trondheim. Frysetorkeprosessen er en patentert terkeprosess basert pé
varmepumpe og fluidized beb. Bléskjell benyttet i denne oppgaven ble dyrket i juni
2005. Med temperatur pa ca 12°C. Bléskjellene ble fyst 08.06.05 og tint igjen oktober
2006.

Vitamin E, ekstraktet var av typen £ - a — tocoferol approx. 95 % HPLC fra Sigma
Aldrich Inc., St.Louis, USA.

Trolox, 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-carboxylic acid, Aldrich Inc.,
St.Louis, USA.

3.1.2 Oljer

Selolje ble levert av Fortuna Oils AS, Kristiansund. Bade tilsatt og ikke tilsatt vitamin
E (tokoferol). Oljen ble porsjonert, skyllet med nitrogen og fryst ned.
Mpoller's tran (tran) og Gaea extra virgin oil (olivenolje) ble kjopt pad Kremer,

Tromse.

3.1.3 Emulgatorer

Fettloselig emulgator, bestdende av polare (phospho-, lyso.phospho og glyko-)
lipider. Basert pa soya lektin.
Vannleselig stabilisator, bestiende av carrageenan standardisert med sukker,

xanthangum og guargum.
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3.2 Oksidasjonsforsgk

3.2.1 Modellforsok

Poenget med modellforsgket var & bli kjent med analysemetodene, samt & kunne karakterisere
stabiliteten og fettsyresammensetningen til seloljen vi videre skulle benytte i analysene av
antioksidantekstraktene. For & karakterisere seloljen benyttet vi to andre oljer i forseket.
Seloljen som var levert fra Fortuna Oils var ikke tilsatt a-tokoferol eller noen annen form for
antioksidant. Dermed for & fa et begrep om hvor stabil seloljen var ble den analysert mot en
olje tilsatt antioksidant, samt en olje som inneholdt lite flerumettet fett. Vi benyttet tran som
er tilsatt dl-a-tokoferylacetat (2mg/ml) fra fabrikanten, og olivenolje.

Det ble forst gjort et vektekningsforsek hvor 5 gram av hver olje (3 paralleller) ble satt til
inkubasjon med temperatur pa 30°C. Det ble tatt daglige veieprover av oljene og forseket gikk
over en periode pa 27 dager.

De samme oljene ble ogsé testet i en Oksypress (Mikrolab, Aarhus, Danmark). Det ble veid
opp ca. 3 g av hver olje (2 paralleller) og ble kjort pd 50°C med trykk pé 3,5 bar i 140 timer.
Olivenolje ble kjort pd 90°C. Det ble ogsa gjort en identifisering av fettsyresammensetningen
til oljene hvor prevene ble metylert etter en modifisert metode av Stoffel, Chu & Ahrens

(1959). Vi mélte ogsa anisidinverdi (AV) og peroksidverdi (PV) av oljene.

3.2.2 Ekstrakt i olje
Seloljen som ble brukt som kontroll og testolje i dette forseket var allerede tilsatt 1100 ppm

da den ble sendt fra Fortuna Oils i Kristiansund. 2000 ppm med ekstrakt fra ra blabaer, kokt
bldbar og blaskjell ble det veid ut og overfort til 6 kolber (a 2 paralleller) hver fylt med 30 g
selolje. For & fa oljen til & harskne i ensket tempo ble provene inkubert i varmeskap. Dette
ville gke de fysiske pavirkningene til oljen og framskynder harskningsprosessen. Oljen ble
satt i ristemaskin (Innova 4300 Incubator Shaker, New Brunwich Scientific) ved 45°C.
Forsgkene ble utfort etter utgangspunkt fra Pettersens (2006) modell for testing av naturlige
antioksidanter beskrevet i “Natural antioxidant assassment: Stabilizing effect on marine
lipids”. Prevene ble tatt ut av inkubering etter 4, 17, 21 og 25 timer og testet for peroksider og

anisidininnhold.
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3.2.3 Ekstrakt i olje-i-vannemulsjon
Emulsjonene ble laget med felgende mengdeforhold (vises i prosent av total mengde):

o 15% selolje

e 75% H,O

e 0,3 % fettloselig emulgator

e 0,5 % vannleselig stabilisator

e 0,05 % ekstrakt
Under tillagingen ble det benyttet en thermomix (Thermomix, Vormerk).
Emulgatorene ble blandet med seloljen i 1 minutt pd moderat hastighet. Deretter ble
vannfasen tilsatt og rert pA maks fart i 1 minutt. Alt ble deretter kjort i 5 minutter ved 70°C
ved moderat hastighet. Det siste minuttet ble alt kjort med full hastighet.
Siden blaskjell og bare halvparten av blabaera ikke hadde gjennomgatt varmebehandling, ble
ikke disse kjort med en temperatur pad 70°C. Dette for ikke & edelegge komponenter som

kanskje ikke ville tale varmebehandlingen.

3.2.4 Ekstrakt i et vandig system
Forsgket ble utfert etter metode beskrevet i artikkelen ”A Microtiter Plate Assay for

Screening Antioxidant Activity in Extracts of Marine Organisms” (Dunlap et al., 2003). Det
ble malt relativ absorbans ved 492 nm som et utrykk for oksidasjon. Poenget var & fi et
inntrykk av ekstraktenes evne til & forhindre oksidasjon av dihydrorhodamine- 1,2,3 (DHR)

som er et substrat som farges gulradt ved oksidering.

3.2.5 Optimal mengde a-tokoferol
Det ble gjort tre ulike forsek for & finne optimal mengde tokoferol.

Forsek 1: Selolje ble tilsatt 500, 750, 1000, 1500 og 2000 ppm (2 paralleller) a-
tokoferolekstrakt. I tillegg ble det laget en kontrollpreve med ren selolje. Provene sto inkubert
i varmeskap med temperatur pd 60°C med full tilgang pa oksygen. Det ble kjort peroksidverdi

analyse av provene etter 0, 24 og 48 timer.

Forsek 2: Selolje ble tilsatt 200, 300, 400, 500, 600, 1000 og 2000 ppm a-tokoferolekstrakt (2
paralleller). I tillegg ble det laget en kontrollprave med ren selolje. Provene ble inkubert i
varmeskap med temperatur pa 45°C. Det ble kjort peroksidverdi analyse etter 0, 22, 55 og 74

timer.
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Forsek 3: En kontrollprave med ren selolje og selolje tilsatt 200, 300, 400, 600, 1000 og 2000
ppm ble overfort til morke glassflasker, forseglet og satt i kjoleskap ved temperatur pa 4°C.
Etter 4 ha stdtt inkubert 1 kjoleskapet 1 4 mineder ble provene ble testet for peroksider og

anisiditall.

3.3 Generelle metoder

3.3.1 Torrstoffinnhold

Ved bruk av varmebehandling ble vannet fordampet, slik at terrstoffet ble oppkonsentrert. Tre
paralleller a 5 g ble veid og innkubert i varmeskap (Termaks, Heigar) ved 95 °C og veid til

konstant vekt var oppnadd. Terrvektprosenten ble regnet ut ved hjelp av folgende formel.

Ve —Va * 100 = % terrstoff

Vb

Va = Vekt skal
Vb = Vekt prove
V¢ = Vekt av skél med torket prove

3.3.2 Innhold av polyfenoler i blabaer
Denne delen av forsgket ble utfort av Ida Johanne Jensen ved Instituto del Frio, Ciudad

universitaria 1 Madrid (Jensen, 2007). Innholdet av polyfenoler ble bestemt ved & bruke Folin-

Ciocalteus metode (Singelton et al., 1999).

3.3.3 Ekstraksjon av blabeer- og blaskjellekstrakt
Ekstraksjon ble gjort etter en metode beskrevet i artikkelen “Citrus peel exstract — A natural

source of antiokxidant ”” (Rehman, 2006) men utfert med noen modifikasjoner. Blabar (420 g)
ble homogenisert ved hjelp av stavmikser. Halvparten ble kokt i 15 minutter. Deretter ble
blabar og blaskjell (50 g) overfort til ulike Dural kolber (1000 ml). Disse ble dyppet 1
flytende nitrogen for & fordele massen jevnt over et sa stort areal av kolben som mulig for a
effektivisere den péfelgende fryseterkingen. Prevene sto i vakuumfrysetorker (Heto FD3,
Medinor Produkter) i to degn tildekket i aluminiumsfolie for beskyttelse mot lyspavirkning.
Vakuumfrysetorking er en dehydreringsteknikk som gér ut pd & fjerne vann fra frosset produkt

via sublimasjon. Det vil si at vannet gér fra frosset tilstand til dampform uten forst & smelte.
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Fordelen med dette er at det bevarer de naturlige komponentene i produktet mye bedre en ved
for eksempel varmebehandling (Di Matteo, 2003). Terrstoff (blabaer og blaskjell (10 g)) ble
knust til pulverform med morter og overfert til Erlenmeyerkolber, tilsatt 100 ml metanol,
skyllet med nitrogen og forseglet med parafilm. Provene ble deretter satt pa risting pd en
platerotator (Laboratory-model G2 New Brunwich Scientific) ved romtemperatur (20°C) i 12
timer. Vasken ble filtrert gjennom kaffefilter (no 4). Den flytende vaesken ble skyllet med
nitrogen, forseglet og satt i kjeleskap. Den gjenverende massen i kaffefilteret ble pd nytt
tilsatt 100 ml metanol og satt til risting 1 nye 12 timer og samme prosedyre ble gjentatt.
Lesningene ble blandet sammen og lesemiddel (metanol) ble fjernet vha rotavapor (Heidolph
Laborota 4000, Biichi Vacuum Controller B-721) ved temperatur 35°C. Ekstraktene ble

deretter undersekt for antioksidative egenskaper.

3.3.4 Ekstraksjon av fett
Ekstrahering av fett ble gjort ved ekstraksjon med metanol og kloroform (Bligh & Dyers,

1959). Fra emulsjonene laget av blabarekstrakt, kokt blabarekstrakt og blaskjellekstrakt ble 7
g ble veid ut og overfert til teflonrer (3 paralleller) og tilsatt lik mengde (200 pl)
internstandard av fettsyren 17:0 (10mg/ml). Denne blir tilsatt slik at man kan kvantifisere
innholdet av de andre fettsyrene. Provene ble blandet godt. Deretter ble losningene filtrert
gjennom et foldefilter for & skille vaeske fra massen. Teflonreret ble skylt en ekstra gang med
5 ml kloroform og vasken filtrert en gang til for & fa med mest mulig av preven. Filtratet ble
tilsatt 9 ml 0,88% kaliumklorid (KCL) og mikset godt. Lasningene ble deretter sentrifugert 1
10 minutt for & skille vann/metanol fasen fra kloroform/fett fasen. Den forstnevnte fasen ble
sugd vekk ved hjelp av vannsug, mens kloroform/fett fasen ble helt over i en rundkolbe og
dampet inn via rotavapor (30°C, 100 bar). Det fettet som var igjen i kolben etter dampingen
ble lgst 1 5ml heptan, og dampet til terrhet under Nj-gass. Det totale fettinnholdet i

emulsjonene ble bestemt ved veiing.

3.3.5. Identifisering av fettsyrer
Lipidet metyleres med syre og trykkoking som derivatiserer fettsyrene til metylestere.

Provene ble metylert ved en modifisert metode etter Stoffel, Chu & Ahrens (1959).
Fettet/oljen ble lost 1 kloroform /metanol (1:1) slik at det ble 10 ml fett/olje per ml lesemiddel.
For 4 kunne bestemme fettsyresammensetningen ble det tatt 100 pl losning ut av prevene og
blandet med 0,9 ml kloroform og 2 ml 2% svovelsyre 1 metanol 1 kimaxrer. Disse ble trykkokt
ved 100°C i 1 time. Etterpa ble de tilsatt 3,5 ml Heptan og 3,5 ml 5% NaCl og blandet godt

slik at vi kunne se to atskilte faser. Heptanfasen ble pipettert over i et glassror og inndampet
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til terrhet ved hjelp av N»-gass, og deretter tilsatt 100 pl heptan og overfort til GC autosample
1or.

Fettsyrer identifiseres som metylestere med gasskromatografi (GC) sammen med
flammeioniserende detektor (FID).

Det benyttet en gasskromatograf 6890N fra Agent technologies med autosampler 7683B,
splitless autoinjektor med temperatur 240°C, beeregass helium og flammeionisasjonsdetektor
som brant med mix av H, og luft med en temperatur pa 250°C. Gasskromatografen var utstyrt
med kolonne av typen Varian CP7419, kapilar 50,0m x 250pm x 0,25um med temperatur ved
start p4 50°C som ble holdt i 2 minutter, deretter 10°C/min til 150, s steg det 2°C/min til 205
og deretter 15°C/min til 255°C som ble holdt i 10 minutter. Fettsyrene i provene ble
identifisert ved & sammenligne retensjonstider med standarder, og arealet av hver enkelt

fettsyre ble lest av de ulike kromatogrammene.

3.4 Metoder for maling av oksidasjon

3.4.1 Vektokning

Selolje, tran og olivenolje ble inkubert i varmeskap (Termaks, Heigar) ved temperatur pa
31°C. Oljen ble fordelt i petriskéler (3 paralleller & 5 gram) og veid daglig i 27 dager med en
vekt med neyaktighet pad 0,1 mg. Fettsyreradikalets binding til oksygen fra lufta gjorde at

fettet oksiderte og vekten pa oljen gkte som en folge av dette.

3.4.2 Peroksidverdi (PV)
En vanlig kjemisk mate & bestemme oksidasjonsgraden 1 oljer pa er & benytte PV analyse.

Metoden ble utfert etter AOCS Official Method CD 8-53 (1993) og gér ut pd at
fettsyreperoksid oksideres til fettsyrealkohol med iodid som da reduseres til molekylart iod.
Videre titreres dannet iod med en standard natriumthiosulfatlesning, dette gjores for &
bestemme hvor mye oksidasjonsmiddel som har vaert forbrukt.

Stivelse blir brukt som indikator, fordi dannet iod vil binde seg til stivelse og gi en merk farge.
Nér iodet har blitt oksidert til iodid av thiosulfat, vil blafargen forsvinne og endepunktet for
titreringen er nadd. Ut fra forbrukt natrium tiosulfat (0,1 eller 0,01 M) kan mengden
fettsyreperoksid bestemmes.

Siden det var vanskelig & fa ekstrahert ut nok fett fra emulsjonene ble det gjort to ulike PV

analyser.
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Metode 1

1 gram fett ble lost i 30 ml eddiksyre:kloroform (2:3). Blandingen ble tilsatt 500 pl mettet
kalium iod. Dette fikk reagere 1 minutt for reaksjon ble stoppet med 30 ml H,O. Som
fargeindikator ble det tilsatt 5 ml stivelseslasning (5 %) som gav lesningen bléfarge. Deretter
ble det titrert (715 Dosmal autotritator, Metrohm) med natrium thiosulfat lgsning (0,1 eller

0,01 M) til fargeomslag.

PV kunne beregnes ut fra folgende formel:

10(1’11-1’12)

n; = Titrervolum av natrium tiosulfat
n, = Titrervolum av blindpreven
m = Oljemengde 1 gram

PV utrykkes her som milliequivalents av iod per kg olje (meq/kg) (Frankel, 2005).

Metode 2

Bestemmelse av PV-innhold i sma mengder olje ble gjort etter metode av Ueda et al. (1986),
ferrothiocyanattmetoden. Metoden gar ut pa at hydroperoksidene i fettet oksiderer Fe(II) til Fe
(IIT). Fe (III) reagerer videre med ammoniumthiocyanat ved oppbygging av et radt kompleks
som har sitt absorpsjonsmaksimum ved 500 nm.

Bestemmelse av PV ble beregnet ut fra en standardkurve basert pa Fe (II1)-lesning. Mengden
Fe (IIT) som ble brukt 1 standardkurven var 0, 50, 150, og 200 ul (Se vedlegg 1).

Alle provene ble mikset pa en vortex-mikser i 15 sekunder, etter 2 minutter ble de mikset 1
nye 45 sekunder. Absorbansen ble malt ved 500 nm i spektrofotometer (U-2001

Spectrophotometer, Hitachi Instruments Inc.)

PV ble regnet ut ved hjelp av folgende formel:

(Ab Spmve'AbSblank) *L
PV =

(55,84*m,*2)
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L = Stigningskoeffisient std-kurve (vedlegg 1)
m, = analysert mengde fett (g)
55,84 = atomvekt jern

Denne metoden gir PV i milliequivalents av oksygen per kg olje (meq oksygen/kg).

3.4.3 Anisidinverdi (AV)
Metoden ble utfert etter AOCS Official Method Cd 18-90 (1993) men med noen

modifikasjoner. AV baserer seg péa reaksjon mellom hgymolekylare karbonylforbindelser i
oljer og p-anisidin i iseddik. Metoden egner seg best nar karbonylforbindelsene inneholder
dobbeltbindinger. Reaksjonsproduktet blir gulfarget og kan maéles ved belgelengde 350 nm.
AV egner seg spesielt godt for oljer som har vert varmebehandlet, f.eks frityroljer eller andre

oljer der peroksidene er omdannet.

Reagenser
- Isooktan (2,2,4 tri metyl pentan ca 0 1 OD ved 350 nm).

- 0,25 % p-anisidin i eddiksyre.

10 ml isooktan ble tilsatt 0,1 g olje. Av dette ble 2,5 ml overfort til kyvetter. Det ble ogsa
laget en blindpreve som kun besto av 2,5 ml isooctan. Absobansen ble mélt ved 350 nm 1 et
spektrofotometer (U-2001 Spectrophotometer, Hitachi intruments Inc.). 500 pl p-anisidin i
eddiksyre fikk reagere i 10 minutter for s& & méle ny absorbans.

AV ble beregnet ut fra folgende formel

10 (1,2*%(Az2-A1))
AV =

m

A = Absorbans for tilsetting av anisidinlgsning
A, = Absorbans etter tilsetting av anisidinlesning

m = Innveid oljemengde i gram

3.4.5 Oksidasjon ved forbruk av oksygen (Oksypress)
En Oksypress (Mikrolab, Aarhus, Danmark) méler oksidasjon etter forbruk av oksygen. Dette

er en manipulert oksidasjonsanalyse hvor en beholder med olje varmes opp til ensket
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temperatur og fylles med O, til ensket trykk (bar). Oksidasjon av oljen vil redusere trykket i

beholderen og man kan fér se en grafisk fremstilling av oksidasjonsforlepet til oljen.

3.4.6 Antioksidativ effekt i vandig-system (DHR)
Som nevnt 1 kapitel 3.2.5 ville vi undersoke hvordan ekstraktene fungerte 1 et vandig system

ved a sjekke deres inhiberende virkning pé oksidasjon av DHR.
Reagensene her besto av:
1. Dihydrorhodamine-1,2,3, (DHR) Sigma, D1054 (2 mg kapsel).
2. APPH, 2,2'-diazobis (2-amidinopropane) dihydrochloride; Wako Chemicals 017-
11062.
3. Trolox, 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-carboxylic acid, Aldrich 238813.

Assayet ble overfort til en 96-brenners microtiter plate. Avlesningen ble gjort pa en

Spectramax 190 og tolkningen av data ble SOFTmax Pro brukt.

Tillaging av lgsningene

- DHR (500 uM) — kapsel ble fortynnet i 2.0 ml MeOH, 125 pul 10 mM EDTA (pH 8) og
7,875 ml Tris-HCL (100 uM, pH 7,4).

- Oksidanten APPH (50 uM) 67,8 mg (250 pmol) i 5,0 ml H,O

- Trolox (antioksidant, positiv kontroll). 5 fortynninger 50 pl/ml (80 uM), 25 pl/ml, 10 ul/ml,
5 pl/mlog 1 pl/ml.
- Stokklesninger av ekstraktene (10 mg/ml metanol) ble det laget med fortynningene;

1000 pg/ml, 500 pg/ml, 100 pg/ml og 50 pg/ml.

Oppsett assay: 96 brenners plate

DHR 30 ul
APPH 60 pl
Preve/kontroll (lest i MeOH) 60 pl
Til sammen 150 pl

Kinetisk data ble avlest ved 492 nm hvert andre minutt 1 60 minutter.
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4 Resultat og diskusjon

4.1 Torrvekt av ekstrakt.
Torrstoffinnholdet til blibzera hadde en gjennomsnittlig terrvektprosent pd 10,5 + 1,2.

Blaskjellekstraktet som ble benyttet i1 dette arbeidet var laget fra kokte blaskjell
(terrstoffinnhold 18,7 %) som ble teorket ved atmosferisk fryseterking ved NTNU i
Trondheim. Dette materialet hadde et vanninnhold pd 1,2 % (Lie, 2005). Materialet ble

benyttet direkte 1 vare ekstraksjoner.

4.2 Innhold av polyfenoler i blabzer
Blaber hadde et innhold av ekstraherbare polyfenoler pd 7,2 + 0,3 g per 100 gram torrstoff.

Dette samsvarer med resultater fra forsek utfert av Zheng og Wang i1 2003, der det totale
innholdet polyfenoler i blabar ble malt til 4,1 mg gallesyre ekvivalenter/g fersk prove. Dette

tilsvarer 6,8g ekstraherbare polyfenoler pr 100g terrstoff.

4.3 Modellforsgk

Poenget med modellforseket var & bli kjent med de ulike metodene vi skulle bruke i oppgaven,
samt a fa et begrep om stabiliteten til seloljen som skulle benyttes under de ulike analysene.
Seloljen som ikke var tilsatt antioksidanter ble testet sammen med tran og olivenolje. Tran

siden den var tilsatt antioksidant og olivenolje pa grunn av den ulike fettsyresammensetningen.

4.3.1 Vektokningsforsok

3,5
3,0 - ~ o—P
—e— Selolje

. 25 J
g
5 20 —=—Tran
N
X
0 15 == Olivenolje
> ’
-t
X
Q ']’0 4

0,5

0,0 —

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Tid (degn)

Figur 4.1: Vektutvikling av oljene som uttrykk for oksidasjon. Selolje, tran og olivenolje (5 gram) ble inkubert i
varmeskap ved temperatur 30°C i 27 dogn. St. avik £ 0,0.
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Figur 4.1 viser at selolje var den minst stabile oljen med en initieringsperiode pa ca. 3 dager.
Fra dag 3 til dag 11 ekte vekten med 1,9g. De neste 16 dagene eker vekten ytterligere med
1,1g. Mot slutten av forsgket (fra dag 21) flatet kurven ut, og det ble observert at oljen i
petriskdlene hadde sterknet. Dette skyldtes i hovedsak polymerisasjon. Tran hadde en
initieringsperiode pa narmere 12 dager. Deretter okte vekten med ca. 3g fram til siste

forseksdag. Olivenoljen holdt seg stabil gjennom hele forseket.

4.3.2 Oksidasjon ved forbruk av oksygen (Oksypress)
I Oksypress mélte vi stabiliteten til oljene etter hvor raskt de forbrukte oksygen.

Selolje hadde en initieringsperiode pa 25 timer, mens oksidasjonen i tran startet etter 90 timer.
Forsgket ble avsluttet etter 140 timer og da hadde ikke olivenoljen startet & oksidere. Et nytt
forsek med olivenolje ble kjort med heyere temperatur (90°C), da fikk den en
initieringsperiode pé 25 timer.

Det oppsto hele tiden problemer med lekkasje ved gjennomfering av dette forseksoppsettet,

derfor ble metoden kun benyttet under modellforseket.
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4.3.3 Fettsyresammensetning
Tabell 4.1 viser fettsyresammensetningen til olivenolje, tran og selolje. Olivenolje innholdt

lite flerumettet fett og mye enumettet fett, spesielt innholdt den mye (73 %) av fettsyren
18:1n-9 (oljesyre).

Fettsyresammensetningen til tran og selolje var relativt lik. Innholdet av de viktige
langkjedede omega-3 fettsyrene EPA, DPA og DHA (tabell 4.1) i tran var samlet 21,0 %
mens seloljen innholdt 18,8 %. Det kan imidlertid bemerkes at selolje innholdt mer DPA.

Tabell 4.1: Fettsyresammensetning for olivenolje, tran og selolje angitt i areal %. Kun fettsyrer med < 1 % er
tatt med. Oljene ble metylert ved metode av Stoffel, Chu og Ahrens (1959) og FFA-analyse gjort med
gasskromatografi (GC-FID)

Olivenolje Tran Selolje

Fettsyrer areal % areal% areal%
14:0 0,0 3,9 52
14:1 0,0 0,0 1,0
16:0 11,9 11,8 9,2
16:1 1,1 7,2 17,7
18:0 29 25 1,4
Ukjent 0,0 2,6 4,2
Ukjent 0,0 0,0 1,4
18:1n-9 73,2 20,4 17,7
18:1n-7 2,0 4,3 4,5
18:2 6,3 21 2,0
18:3 0,0 1,2 0,0
Ukjent 0,0 4,6 1,5
20:1 0,0 11,0 9,3
22:1 0,0 7,3 2,1
20:5 EPA 0,0 8,3 6,7
22:5 DPA 0,0 1,1 4,0
22:6 DHA 0,0 11,6 8,1

> EPA, DPA,DHA 0,0 21,0 18,8

Som forventet hadde de tre oljene ulikt oksidasjonsforlep. Vektekningsforseket (figur 4.1)
viste at vekten til tran var mye mer stabil enn seloljen. Dette skyldes sannsynligvis at tran var
tilsatt antioksidant i form av dl-a-tokoferylacetat (2mg/ml). I tillegg kan plassering av
fettsyrer i triglyserider vaere av betydning. De flerumettede fettsyrene i fiskeolje (tran) er i
hovedsak plassert 1 2. posisjon, mens selolje har nesten alle (98 % av EPA og DHA) 1 1 og 3
posisjon (Vognild et al., 1998). Dette kan ha en betydning om hvor lett de er eksponert for
oksidasjon. Helt fersk raffinert selolje kontra tran kjopt i butikk kunne selvsagt ogsa bidratt til
det ulike oksidasjonsforlepet. Tran kjopt 1 butikk kan ha en holdbarhet fra 1-2 &r, og noyaktig
hvor gammel var var er vanskelig & vite. Tran kan da forventes a oksidere fortere enn den

ville gjort 1 helt fersk tilstand og forskjellene ville da ha blitt sterre i tranens faver.
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Fettsyresammensetningen (tabell 4.1) til selolje og tran viste seg & vare relativt lik. Tran
hadde en total mengde av de flerumettede fettsyrene EPA, DPA og DHA pa 21,0 % bare 2,2
% mer enn selolje. Olivenolje derimot inneholdt ingen av disse fettsyrene. Dette forklarer
selvsagt 1 hovedsak hvorfor den holdt seg stabil gjennom hele forseket. Andelen flerumettede
langkjedede fettsyrer har innvirkning pa oljens stabilitet. Disse fettsyrene har opptil 5 og 6
dobbeltbindinger, og som nevnt tidligere gir det heye antallet dobbeltbindninger flere
angrepspunkter under oksidasjonen. Dermed blir det en kortere induksjonsperiode og
kjedereaksjonen vil starte raskere.

De samme grunnene som nevnt over kan vaere med a forklare resultatet av Oksypress forseket.
Selolje som inneholder mye PUFA og ingen antioksidanter oksiderte etter bare 25 timer. Tran
som hadde samme andel PUFA som selolje innholdt antioksidanter som hemmet oksidasjon
med 65 timer. Den lave andelen PUFA gjorde at olivenolje ved en temperatur pa 50°C ikke

viste tegn til oksidasjon etter 140 timer i Oksypressen.

Det ble som nevnt malt badde AV og PV av de tre oljene, men da resultatene skulle behandles
ble det oppdaget at vi hadde bruk feil losning og resultatene var ubrukelige. Men metoden var
likevel lart. Etter hvert lerte vi at AV og PV metodene var mye mer sensitive metoder for
oksidasjon enn vektekningsforseket, og valgte derfor & kun benytte disse i de videre

undersokelsene.
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4.4 Ekstrakt i olje-i-vannemulsjon
Da det var szrdeles vanskelig & ekstrahere olje til analyser av emulsjonene valgte vi &

anvende noe av den oljen som var mulig & ekstrahere ut til fettsyresammensetning. Dette for &
studere effekten av selve emulsjonsprosessen pa fettsyrer. Antioksidativ virkning av

ekstraktene ble besluttet malt som relativ forskjell 1 PV etter lagring.

4.4.1 Fettsyresammensetning
Tabell 4.2 viser fettsyresammensetning i areal % fra olje-i-vannemulsjon av selolje tilsatt

blabaerekstrakt. Emulsjonen hadde vert lagret i merke flasker i kjeleskap med en temperatur
pd 4°C i 1 uke. Den samlede andelen av de langkjedede flerumettede fettsyrene EPA, DPA
og DHA var pé 19,0 %.

Tabell 4.2: Fettsyresammensetningen i areal% =+ st. awik for olje-i-vannemulsjon av selolje tilsatt

blabeerekstrakt lagret i kjoleskap ved 4°C i 1 uke. Olje ekstrahert med Bligh & Dyers metode (1959) og metylert
ved metode av Stoffel, Chu og Ahrens (1959) og FFA-analyse gjort med gasskromatografi (GC-FID)

Selolje i emulsjon

Fettsyrer areal % *st. avvik
14:0 56 +0,2
14:1 1,0 £0,0
16:0 94 +£0,3
16:1 17,5+0,1
18:0 1,3 £0,0
Ukjent 4,0 £2,5
Ukjent 1,8 £3,2
18:1n-9 17,3+£0,2
18:1n-7 45 +0,0
18:2 3,1 £0,1
Ukjent 39 0,0
20:1 95 +£0,2
22:1 22 +0,1
20:5 EPA 6,6 £0,1
22:5 DPA 42 +0,2
22:6 DHA 8,2 0,3
> EPA, DPA, DHA 19,0

For a 14 seloljen, vannfasen og emulgatorene godt homogenisert matte de varmebehandles ved
70°C i 5 minutter. Vi ville se om prosesseringen av emulsjonen hadde noen pavirkning pé
seloljens fettsyresammensetningen med sarlig vekt pd de langkjedede flerumettede fettsyrene
EPA, DPA og DHA. Sammenligner vi seloljens areal % i tabell 4.2 med tabell 4.1 ser vi at det

ikke er vesentlig forandring i fettsyresammensetning.
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4.4.2 PV malt med ferrothiocyanatmetoden
Figur 4.2 viser kontrollpraven (seloljeemulsjon) og seloljeemulsjon tilsatt bldbar- og

blaskjellekstrakt. Sistnevnte synes & ha en heyest PV etter lagring i 2 maneder ved 4°C.
Seloljen tilsatt ekstrakt fra bldbar har ogsd en noe heyere PV enn kontrollen, men

standardavviket er sdpass stort at dette ikke kan tillegges noen betydning.
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PV (meq oksygen / kg olje)

0,0

Kontroll Blaskjellekstrakt Blabaerekstrakt

Emulsjoner

Figur 4.2: PV angitt i meq oksygen/kg olje fra vann-i- oljeemulsjon av selolje tilsatt bldbcer- og bldaskjellekstrakt
lagret i kjoleskap ved 4 °C i 2 mdneder. Olje ekstrahert ved Bligh & Dyers (1959) og PV etter Udea et al.,
(1986).

Emulsjonene var tilsatt industrielle emulgatorer for a stabilisere emulsjonene. Derfor benyttet
vi en annen metode da vi skulle méle PV pé seloljeemulsjonene siden det var svert vanskelig
a fa ekstrahert ut nok olje til 4 kjore en vanlig standard PV metode.

Ferrothiocyanatmetoden krever mye mindre olje og méles med spektrofotometer. Vi fikk kun

ekstrahert ut nok olje til PV analyse og fikk derfor ikke malt AV pa emulsjonene.

Oksidasjon ble derfor sammenlignet ved & male relativ utvikling av PV etter 2 maneder ved
4°C. Figur 4.2 viser i hovedsak at oksidasjon i emulsjoner var svert lav ved disse betingelsene.
Men de sma forskjellene kan indikere at blaskjellekstraktet hadde en viss prooksidativ effekt i
denne olje-i-vannemulsjonen. PV av emulsjon tilsatt blabeaerekstrakt ligger innenfor
standardavviket til kontrollpreven. Den viser ikke tegn til antioksidativ virkning men viser
heller en svak tendens til & ha en prooksidativ effekt i emulsjoner.

Ferrothiocyanatmetoden og titreringsmetoden er to helt ulike metoder og kan derfor ikke
direkte sammenlignes. PV maéles ogsa i to ulike systemer, rein olje og emulsjonssystem. Men

metodene kan heller sammenlignes relativt til hverandre (Mékinen, 1995).
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For & nettopp eke inntaket av marine fettsyrer har det blitt gjort flere forsek péd & inkorporere
fiskeoljer 1 forskjellige matprodukter som for eksempel brad og majones. Det har vist seg at
det & finne en god beskyttelse av flerumettede marine oljer i emulgerte matsystemer er
vanskelig 4 oppna i praksis. Antioksidanter som er effektive i bulkoljer er vanligvis ogsa
effektive i emulsjoner. Imidlertid kan effekten til en antioksidant i en emulsjon vere vesentlig
forskjellig fra den samme antioksidanten tilsatt i en bulkolje. Hovedsakelig blir ikke-polare
antioksidanter (a-tokoferol, askorbyl palmitat) funnet & vare mer effektive i en olje-i-
vannemulsjon enn i bulkoljer, mens det motsatte er observert fra polare antioksidanter (trolox
og askorbinsyre) (Coupland & McClements, 1996).

Sekundare oksidasjonsproduktene med ubehagelig smak og lukt har tendens til & havne i
vannfasen av emulsjonen. Her vil de far lavere smaksterskelniva enn de ville fatt i bulkoljer.
Antioksidanters virkeevne i blandede (heterofase) lipidsystemer i mat avhenger av flere
komplekse fysisk-kjemiske faktorer som fordeling av egenskapene til antioksidanten i de
ulike fasene. Den fysiske strukturen til emulsjonen har ogsa noe a si for antioksidantens effekt

(Jacobsen et al. 2001).
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4.5 Ekstrakter i oljesystem

4.5.1 PV og AV

I beskrivelsen av prosedyren for PV analysen (AOCS Cd 8-53, 1993) skulle det veies ut 5
gram fett. Vi veide alltid 1 gram fett 1 dette forseket pd grunn av at vi hadde lite olje &

analysere. Vi verifiserte at utslag for PV ble litt hoyere enn det normalt ville vaert med 5 gram.

—e— Selolje (kontroll)
1100ppm a-tokoferol

60 - —e— Ra blabzerekstrakt 2000
ppm
)
<] —a— Blaskjellekstrakt 2000
% ppm
T —m— Kokt blabasrekstrakt
E 2000 ppm
30

Tid (timer)

Figur 4.3: PV i meq/kg olje (AOCS Cd 8-53, 1993) av selolje tilsatt rd bldbeerekstrakt 2000 ppm, kokt
blabeerekstrakt (kokt i 15 minutter) 2000 ppm og blaskjellekstrakt 2000 ppm.. Provene var inkubert med tilgang
til oksygen ved 45°C, med uttak etter 4, 17, 21 og 25 timer.

—ae— Selolje (kontroll)
1100ppm a-tokoferol

—e— Ra blabeerekstrakt
2000 ppm
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Anisidinverdi (AV)
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Figur 4.4: AV (AOCS Cd 18-90, 1993) av selolje tilsatt ra blabcerekstrakt 2000 ppm, kokt blabeerekstrakt (kokt i
15 minutter) 2000 ppm og bldskjellekstrakt 2000 ppml. Provene var inkubert med tilgang til oksygen ved 45°C,
med uttak etter 4, 17, 21 og 25 timer.
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PV-analysen (figur 4.3) viser at kontrollen (seloljen) som fra Fortuna oils var tilsatt 1100 ppm
a-tokoferol hadde heyere PV enn selolje tilsatt ekstrakter (2000 ppm) av blaber og blaskjell.
Ra blaberekstrakt og kokt blibeerekstrakt viste liten forskjell seg imellom. Ekstrakt fra
bldskjell hadde gjennom hele forseket lavest PV, og pé siste uttak var PV fra bliskjellekstrakt
bare halvparten sa hoy som kontrollpreven.

AV (figur 4.4) viser de samme tendensene som PV. Kontrollpreven har heyest AV, mens
blaskjellekstrakt har lavest. Det ble observert en liten ekning hos rd blaberekstrakt ved siste
maling (25 timer).

Den antioksidative effekten til r& og kokt blabarekstrakt er ikke veldig sterk, men tatt i
betraktning at seloljen allerede er tilsatt antioksidant viser forseket at ekstrakt av blabeer
hemmet oksidasjonen ytterligere.

Blaskjellekstrakt har en helt tydelig hemmende effekt pa oksidasjon, og virker veldig godt

som antioksidant i dette forsgket.
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4.6 Ekstrakt i et vandig system
For & undersoke blédbaer- og blaskjellekstrakts evne til & forhindre oksidasjon av DHR ble det

malt relativ absorbans ved 492 nm i et vandig system.

4.6.1 Kokt blabaerekstrakt
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Bronn 1 2 3 4 5 6
Nullprove Blabarekstrakt | Blabarekstrakt | Blabaerekstrakt | Trolox Trolox
50 pg/ml 100 pg/ml 500pg/ml 10 pg/ml 25 pg/ml
Vmax 9,458 9,210 3,582 7,297 4,455 2,507
R’ 0,998 0,998 0,996 0,998 0,998 0,997

Figur 4.5: Mdling av antioksidativ effekt av metanolekstrakt av kokt bldbcer i et vandig system (antioxidant
screening (Dunlap et al., 2003)). Bldabeerekstraktets inhiberende virkning pa oksidasjon av DHR mdlt som

absorbans med bolgelengde 492 nm hvert andre minutt i 60 minutter. Vmax er utrykk for oksidasjonshastighet.
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4.6.2 Ra blabserekstrakt
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Nullprove Blébaerekstrakt | Blaberekstrakt | Blabarekstrakt | Trolox Trolox
50 pg/ml 100 pg/ml 500pg/ml 10 pg/ml 25 ug/ml

Vmax 9,458 8,799 7,928 7,263 4,455 2,507
R’ 0,998 0,997 0,998 0,997 0,998 0,997

Figur 4.6: Mdling av antioksidativ effekt av metanolekstrakt av blabcer i et vandig system (antioxidant screening
(Dunlap et al., 2003)). Bldbceerekstraktets inhiberende virkning pa oksidasjon av DHR mdlt som absorbans med
balgelengde 492 nm hvert andre minutt i 60 minutter. Vmax er utrykk for oksidasjonshastighet.

4.6.3 Blaskjellekstrakt
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Vmax 9,458 8,340 8,060 7,666 4,455 2,507
R’ 0,998 0,997 0,998 0,997 0,998 0,997

Figur 4.7: Mdling av antioksidativ effekt av metanolekstrakt av blaskjell i et vandig system (antioxidant
screening (Dunlap et al. 2003)). Bldskjellekstraktets inhiberende virkning pa oksidasjon av DHR mdlt som
absorbans med bolgelengde 492 nm hvert andre minutt i 60 minutter. Vmax er utrykk for oksidasjonshastighet.
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Figur 4.5, 4.6 og 4.7 viser hvordan antioksidativ effekt ekstrakt fra rd blaber, kokt blébaer og
blaskjell har i et vandig oksidasjonssystem. OD fra ekstrakt fra kokt blabeer (figur 4.5) viser at
de laveste fortynningene pa 50 og 100 pg/ml gir liten antioksidativ effekt og ligger svert tett
under kontrollpreven. En konsentrasjon pa 500 ng/ml gir lavest Vmax og derfor en antydning

til antioksidativ effekt i forhold til de to andre konsentrasjonene.

Ra blabaerekstrakt (figur 4.6) hadde ved de to laveste fortynningene en svakt bedre
antioksidativ effekt enn kokt bladbaerekstrakt. Men de hadde samme Vmax verdi ved 500
ng/ml. Blaskjellekstrakt (figur 4.7) og ré bldbarekstrakt (figur 4.6) hadde rimelig like Vmax
verdier pa alle konsentrasjonene. Ingen av ekstraktene viste noen god inhiberende effekt pé
oksidasjon av DHR 1 dette systemet. Men konsentrasjon av fortynningene kan ha noe a si for
effekten. Den sterkeste fortynningen (500 pg/ml) var den eneste som viste 4 ha betydelig
virkning til & hemme oksidasjon, alle ekstraktene hadde tilnaermet lik Vmax verdi ved denne
fortynningen. Trolox, en vannleselig tokoferol variant ble her benyttet som positiv kontroll,
og fra figuren kan man tydelig se at den 1 dette systemet har sterke antioksidative egenskaper i

forhold til vare ekstrakter
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4.7 Samlet vurdering av ekstraktene
Den antioksidative effekten til ekstrakt fra blaskjell, rd-og koktbldbaer ble vurdert etter hvor

godt de hemmet oksidasjon i en marin olje i et oljesystem og et olje-i-vannemulsjonssystem. I

tillegg ble ekstraktenes evne til & redusere oksidasjon i et rent vandigsystem undersokt.

Blaskjellekstrakt

I oljesystemet hadde ekstrakt fra blaskjell en tydelig inhiberende virkning pa oksidasjonen av
seloljen. Det er vist at kjemiske komponenter i blaskjell varierer i forholdt til tilgang pa mat,
reproduksjonsstatus og grad av forurensning. Dette er forhold som kan varierer mye med
arstid. Spesifikke biomolekyler, partikulaere proteiner og variasjon i isoenzymprofil har vist
seg & vare sesongbasert. Blédskjell inneholder antioksidanter som glutathion, catalase,
superoxid dismutase og glutathion peroksidase. Dette er enzymer med antioksidativ effekt, og
innholdet av disse varierer med arstiden. Niviene av disse antioksidantene viser seg a vare
lavest i vinterperioden (Power, 1996). Ekstrakter som ble brukt i disse forsgkene var
ekstrahert fra bldskjell som var hestet 1 juni i Kvafjord. Dette er etter noen relative varme
sommermaneder og det kan derfor vare sannsynlig at disse ekstraktene fra disse skjellene
hadde heyere antioksidativ effekt enn hvis skjellene hadde vert hestet etter en kaldere

vekstsesong.

En undersokelse av antioksidativ effekt av ekstrakter i blaskjell (Mytilus galloprovincialis)
(Moncheva et al., 2004) viste at de inneholdt relativt store mengder polyfenoler. De var
ekstrahert ut ved & benytte metanol og vann og surgjort med HCl. Disse polyfenolene ga
antioksidativ effekt som var sammenlignbar med BHA og trolox. Ekstrakter av blaskjell
dyrket pa forurenset omrade ga best effekt. Dette kan tyde pa at blaskjell muligens har
forsvarsmekanismer som beskytter mot oksidasjon forarsaket av forurensninger og at den
derfor kan inneholder mange antioksidative komponenter. Vare resultater fra ekstrakter i
vandig system viste imidlertid at blaskjellekstrakt ikke hadde noen god antioksidativ effekt pa
oksidasjon av DHR. Her var Trolox mye bedre. Under ekstraksjonen av Mytilus
galloprovincialis ble det brukt lesningsmiddel tilsatt HCI, og dette kan ha frigitt komponenter
som vi ikke greide & ekstrahere ved vére betingelser og som kan ha betydning for den gode
antioksidative effekten i deres resultat. Det hadde vart interessant og testet innhold av
polyfenoler i vare bléaskjellekstrakter og eventuelt optimalisert ekstraksjonsprosedyren for a fa

utnyttet dette. Det kan sannsynligvis gjeres med surgjering under ekstraksjonen.
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Blabaerekstrakt

Blaberekstrakt gir antioksidative effekter i oljesystem. I vandig system viste den mindre
effekt pd oksidasjon. Antall ekstraherbare polyfenoler ble mélt til & vere 7,2g = 0,3/100 g
torrstoff. Disse ser man virkningen av i et oljesystem, mens de ikke har samme virkning i
vann eller emulsjonssystem.

Blédbzer inneholder mye flavonioder. En undersekelse av stabilitet av marine oljer med
flavonoider (Wanasundara & Shahidi, 1998) viste at flavonoidene hadde sterkere
antioksidativ aktivitet enn BHA, BHT og a-tokoferol. Disse flavonoidene var ikke ekstrahert
pa samme mate som vare ekstrakter men kjopt fra Sigma Chemical Company og var nok mer
konsentrert. Vi testet ikke vare ekstrakter mot BHA og BHT, men det var interessant at véare
ekstrakter greide a forsinke oksidasjon ytterligere 1 en selolje som allerede var tilsatt a-
tokoferol. Det kan derfor tyde pd at ekstrakt fra bldber gir en viss tilleggseffekt under
oksidasjonen. Blabzrekstrakt og a-tokoferol kan ogsd ha en synergieffekt som gjor at de
sammen greier & reduserer hastigheten pé oksidasjonen mer effektivt. Studier gjort av Barstad
et. al (2006) viste synergieffekt mellom tokoferol og askorbinsyre. Brukt sammen hadde de
storre hemmende effekt pd oksidasjon av fettsyrer enn de hadde hver for seg. Andre studier
viste at det fantes en synergieffekt mellom a-tokoferol og sinapinsyre hvor disse to
antioksidantene sammen hemmet oksidasjon i oljer mer effektivt enn de gjorde separert

(Thiyam et al., 2006).

Siden vi anvendte metanol ved ekstraksjon av henholdsvis blébar og bléaskjell antar vi at
ekstraktene i hovedsak inneholder polare forbindelser og at eventuelle antioksidanter i
ekstraktene er relativt polare. Vi observerte imidlertid ogsa at enkelte komponenter i
ekstraktene hadde god leselighet i lipidfasen da oljedrdpene ble farget. Resultatene viste best
beskyttelse i oljesystemer noe som tyder pa at disse lipidleselige komponentene fungerer best

som antioksidant.

Blaber inneholder som nevnt ogsd anthocyaniner som er en ev de viktigste flavonoidene 1
blibera. For alle forsokene var ferdig var blaberekstraktet blitt fryseterket, frossen i -20°C,
tint og frosset igjen. Underveis var vi bekymret for at denne behandlingen kunne ha edelagt
noen av de gode antioksidative komponentene og at dette ville ha betydning for resultatene.
Studier derimot viser at antioksidant aktiviteten til anthocyanin ekstrahert fra bladbar ikke
hadde signifikant forskjell mellom frossen, terket eller fersk tilstand (Lohachoompol et al.,
2004).
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Det hadde vert interessant a se en forskjell pa antioksidativ effekt fra rd blaberekstrakt og
blabarekstrakt kokt i 15 minutter. Vi greide ikke ut ifra vére resultater & observere noen
forskjell mellom dem. Studier har vist at varmebehandling bade kan edelegge enkelte
neringsstoffer 1 mat, men samtidig oke tilgjengeligheten av andre neringsstoffer.
Undersokelser pa cherrytomater har vist at biotilgjengeligheten pa enkelte antioksidanter eker
ved & koke tomatene i 15 minutter (Bugianesi ef al., 2004). En annen undersgkelse som ogsé
gikk pa antioksidative egenskaper av tomater etter prosessering (Sahlin et al., 2004) viste at
koking (15 min) utgjorde en relativ liten forskjell pd den antioksidative aktiviteten. Men det er
mulig at 15 minutter koking er for lite til & frigjore komponenter som utgjer noen forskjell.
van Het Hof (1999) undersokte tomater ved & koke dem pa 100°C i 1 time og greide & frigjore

flere komponenter enn Bugianesi et al.
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4.8 Optimal mengde a-tokoferol i selolje
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Figur 4.8: PV i meg/kg olje (AOCS Cd 8-53, 1993) av selolje tilsatt 500, 750, 1000, 1500 og 2000 ppm a-
tokoferol. Pravene var inkubert med full tilgang pa oksygen ved 60°C med uttak etter 0,24 og 48 timer.
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Figur 4.9: PV i meq/kg olje (AOCS Cd 8-53, 1993) av selolje tilsatt 200, 300, 400, 500, 600, 1000 og 2000 ppm

a-tokoferol. Pravene ble inkubert med full tilgang til oksygen ved 45°C med uttak etter 0, 22, 55 og 74 timer.
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Figur 4.10: PV i meg/kg olje (AOCS Cd 8-53, 1993) av selolje tilsatt 200, 300, 400, 600, 1000 og 2000ppm o-
tokoferol. Provene inkubert i kjoleskap ved 4°C uten tilgang pd oksygen med uttak etter 4 mdneder.
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Figur 4.11: AV (AOCS Cd 18-90, 1993) av selolje tilsatt 200, 300, 400, 600, 1000 og 2000ppm a-tokoferol.
Provene inkubert i kjoleskap ved 4°C uten tilgang pd oksygen med uttak etter 4 maneder.

Figur 4.8, 4.9, 4.10 og 4.11viser forsek pa i finne optimal mengde a-tokoferol i selolje. Det
ble utfort tre ulike lagringsforsegk. Det forste forseket (figur 4.8) som ble kjort pa 60°C viser at
en a-tokoferol konsentrasjon pa 500 ppm hadde lavest PV etter siste analyseuttak (48 timer).

Dette var et innledende forsek og det ble derfor ikke foretatt AV-analyse.
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I lagringsforseket hvor a-tokoferolprevene var lagret ved 45°C i 74 timer (figur 4.9) fikk alle
a-tokoferol konsentrasjonene heyere PV enn blindpreven ved uttak etter 22 og 55 timer. Det

siste uttaket (74 timer) visste at 200ppm a-tokoferol hadde lavere PV enn blindpreven.

Det siste lagringsforseket (figur 4.10) gikk over 4 maneder hvor prevene hadde stétt i
kjoleskap uten tilgang pé oksygen i merke glassflasker. Blindpreven som ble kjert for
provene ble plassert til lagring 1 kjoleskapet hadde en start PV pé 2,5. Etter 4 maneder hadde
blindpreven en PV pé ca.135. a-Tokoferol konsentrasjoner pa 200, 300, 600 og 1000 ppm
hadde absolutt lavest PV. Det har mest sannsynlig oppstatt en feil under forberedningen til
400 ppm konsentrasjonen. Enten en beregningsfeil av hvor mye o-tokoferol som ble tilsatt
seloljen eller at det eventuelt har vert lekkasje 1 glassflasken under lagringen. Lingnende
uventede resultater er imidlertid rapportert tidligere (Lauritzsen & Olsen, 2004).
Antioksidanter, her askorbinsyre, i fiskemuskel ga en uventet god beskyttelse i et lavt
konsentrasjonsomrade, deretter okte oksidasjonen for den endelig ga best beskyttelse ved

heyere konsentrasjoner.

Figur 4.8 viser at etter 48 timer med en temperatur pd 60°C er det a-tokoferol med
konsentrasjon pa 500 ppm som har sterst inhiberende effekt pa seloljen. Siden alle provene
med o-tokoferol hadde prooksidantisk virkning etter 24 timer kan dette bety at a-tokoferol
trenger en tid for den virker antioksidativt. Dette er sannsynligvis fordi a-tokoferol hemmer
propageringsfasen av autooksidasjon ved & donere et fenolhydrogen atom til lipid
peroksyradikaler (Barstad et al., 2006).

Samme tendensen ser man i figur 4.9. Her stér oljen i en temperatur pa 45°C. Etter 22 og 55
timer har a-tokoferol ogsd her en prooksidantisk virkning. Mens det bare er 200 ppm som
viser antioksidative egenskaper etter 74 timer. Her er temperaturen lavere enn ved forsek 1
(figur 4.8) mens prevene bare sto inkubert knappe 30 timer lengre. Hadde vi ventet et degn
eller to til hadde kanskje noen de andre a-tokoferol konsentrasjonene ogsa vist inhiberende
effekt pa seloljen. Ut i fra dette resultatet kan det virke som at jo lavere konsentrasjon a-
tokoferol desto raskere fir den antioksidativ virkning.

Figur 4.8 og 4.9 viser hvordan a-tokoferol virker hemmende pd oksidasjons i et provosert
lagringsforsek med temperaturer pa 60 og 45°C.

Figur 4.10 viser et lagringsforsek hvor selolje tilsatt ulike konsentrasjoner a-tokoferol ble
lagret i kjoleskap ved 4°C i 4 maneder. Her ser man at konsentrasjoner pa 200, 300, 600 og
1000 ppm a-tokoferol hadde sterk inhiberende effekt pa oljen. Det ikke er sannsynlig at en
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konsentrasjon pd 400 ppm o-tokoferol skulle ha prooksidativ effekt. At 2000 ppm gir
prooksidativ effekt er mer naturlig siden det er bevist at a-tokoferol kan virke prooksidativt

ved hey konsentrasjon (Aune, 2007).
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5 Konklusjon

I denne oppgaven ble det sett pd hvordan antioksidative egenskaper ekstrakter fra blaskjell, ra
og kokt blaber hadde pa oksidasjon av selolje, seloljeemulsjoner og DHR 1 et vandig system.

Det ble ogsa gjort et forsek pé a finne optimal mengde a-tokoferol i selolje.

Vi fant at ekstrakter fra blébaer hadde gode antioksidative egenskaper i et oljesystem. Seloljen
som vi blandet ekstraktene 1 var allerede tilsatt a-tokoferol og det viste seg at bade rd og kokt
blabar hemmet oksidasjon av seloljen ytterligere. I dette systemet viste likevel blaskjell & ha
den aller beste antioksidative effekten da den ved siste uttaksdag bare hadde halvparten sa hoy
PV og AV som seloljen (kontroll).

I emulsjonene hadde verken blébzer eller blaskjell antioksidativ effekt. I dette systemet viste
blaskjell en svak tendens til & virke prooksidativ.

Ingen av ekstraktene sa ut til & virke hemmende pa oksidasjon av DHR i et vandig system.

I resultatene var det ingenting som antydet at det fantes noen antioksidativ forskjell mellom ra

og kokt blabeer.

Naturlige antioksidanter ansees for & vaere et tryggere alternativ enn syntetiske. Men for haye
konsentrasjoner av naturlige antioksidanter kan ogsa vare helsemessig ugunstig da disse ogsa
1 for store mengder virker prooksidativt. Derfor er det enskelig og ha en variasjonsmulighet
slik at man unngar overeksponering av enkelte antioksidanter.

Ut ifra resultatene kan det se ut til at ekstrakter for bldbar og bléskjell kan vare alternative
naturlige antioksidanter. Tilsynelatende ser de ut til & kunne fungere som antioksidanter i

fettrike naeringsmidler da det virker som at de er mest effektive i lipidfasen.
I forseket pa a finne optimal konsentrasjon av a-tokoferol fant vi at i det siste forseket hvor

seloljen hadde statt lagret i 4 maneder ved 4°C at konsentrasjoner pa 200, 300, 600 og 1000

ppm ga god inhiberende virkning pa oksidasjon av seloljen.
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5.1 Anbefalinger til videre arbeid

Ved et eventuelt videre arbeid hadde det vert interessant og funnet metoder som mer effektivt
kunne ekstrahert ut alt av viktige antioksidanter. En idé hadde vart & prove & surgjore
losemidlene under ekstraksjon siden det i noen studier har vist seg & kunne effektivisere
ekstraksjonen av polyfenoler. Det kunne ogsa vart interessant & prove & koke blébaera lengre
enn 15 minutter. Det kan vare at enkelte komponenter trenger lengre koketid for & frigjores.
Det hadde ogsd vart spennende & male innhold av polyfenoler i védre bléskjellekstrakter,

gjerne i ulike sesonger og utsatt for ulik grad av forurensning.

Dersom det hadde vaert mer tid tilgjengelig burde forseket med optimal konsentrasjon o-
tokoferol, veert gjentatt for a4 avklare om den dérlige beskyttelsen ved en konsentrasjon pé 400
ppm skyldes feil eller var reel. I tillegg vill det veart interessant med en videre avklaring av
oksidasjon spesielt 1 omradet mellom 1000 og 2000 ppm. Dette nye forseket matte da settes
opp med tettere intervaller rundt 400 ppm og mellom 1000 — 2000 ppm. I tillegg ma man

selvfolgelig inkludere flere paralleller.
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Vedlegg

Vedlegg 1
Standardkurve til PV ferrothiocyanatmatoden.
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