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Sammendrag

Formalet med dette masterprosjektet var & undersoke kvalitet og holdbarhet i Atlantisk
oppdrettskveite, samt sammenligne effekten av islagring og superkjoling med refridgerated sea
water (RSW). Fisken ble hentet fra Sterling White Halibut AS (Tetlandsvik, Hjelmeland,
Norge) og fraktet til Nofimas lokaler i Stavanger. Totalt ble 58 oppdrettskveiter slaktet og lagret

pa kasser med is.

Trenging av fisk pre mortem vil skape en stressrespons i fisken. Dersom det tar for lang til for
den aktuelle fisken blir tatt opp ombord i bleggebat og el-bedovd, vil en gkende stressrespons
kunne fore til endring i1 kvalitet av produktet. Ulike kvalitetsparametere ble derfor brukt for
analyse av kvalitet i Atlantisk oppdrettskveite, med hensikt & sammenligne kvalitet pa fisk for
og etter stresseksponering. pH og rigor mortis ble analysert ved 0 - 78 t post mortem. Analyser
av tekstur, farge, vannbinding, terketap og filetspalting ble utfort dag 10 post mortem.
Resultater fra analyse av farge, vannbinding, terketap og filetspalting viser ingen signifikant

forskjell mellom gruppene.

Nér oppdrettskveite hostes blir den tatt opp 1 bleggebét, hvor den bedoves i el-bedever for den
blogges og oppbevares i RSW tank. Fisken oppbevares sa ombord til den ankommer slakteriet,
hvor den sa blir slayd og pakket pa kasser med is. Ved superkjoling i RSW slurry ved subzero
temperatur, vil nedkjelingsprosessen starte tidlig og fisken vil vare superkjelt nir den
ankommer slakteriet. Mikrobiologiske analyser ble utfort pa Atlantisk kveite med hensikt i &
bestemme lengde av holdbarhet og effekten av superkjoling pd@ holdbarheten. De
mikrobiologiske analysene ble utfort pa fisk som ble hentet direkte fra slakteri, og pa fisk som
ble superkjolt for den ble lagt i kasser med is. Resultatene viser at ved & senke temperaturen
ned til frysepunktet ved superkjoling i RSW, vil holdbarhetstiden oke med 5-6 degn.

Det ble ogsé utfort qPCR analyser av et utvalg bakterier pa kveiteskinn, analysen ble
utfort for, Carnobacterium maltaromaticum, Pseudomonas spp., Lactococcus lactis,

Shewanella putrefaciens, Vibrio ssp. og Photobacterium phosphoreum.
Quality Index Measurement (QIM) analyse ble utfert som analyse av den sensoriske

holdbarheten. Et dommerpanel fra Nofima utferte analysen ved dag 22 og resultatene viser

tydelig positiv effekt av superkjeling pé sensorisk holdbarhet.
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1. Introduksjon

1.1 Bakgrunn

De dype og lange fjordene langs norskekysten gir utmerkede forhold for havbruksnaring og
Norge er en av verdens storste produsenter av oppdrettsfisk. Eksport av fisk er en stor del av
den norske egkonomien og den norske havbruksneringen skaper stadig nye arbeidsplasser.
Fisken blir hovedsakelig produsert i dpne merder i sjoen, Atlantisk laks (Salmo salar),
regnbueorret (Oncorhynchus mykiss) og rensefisk er 99.8 % av artene som blir produsert.
Sjemat er den eksportsektoren som har hatt sterst vekst og i lopet av 10 ar har verdien
mer enn doblet seg fra 47.7 milliarder kroner 1 2012 til 120.8 milliarder kroner 1 2021 (Norges
Sjematrad, 2022). I 2019 ble det totalt solgt 1.5 millioner tonn matfisk, av dette stod kveite for
1 525 tonn, en andel pd 0.1%. Kveite har en hoy markedspris, hay vekt og er sett pa som en
eksklusiv vare. Fra den totale forstehdndsverdien av solgt matfisk pa 71 735 millioner kroner
var forstehandsverdien av kveite 155 millioner kroner (Statistisk sentralbyra, 2020). I 2021 ble
det eksportert hele 3.1 millioner tonn sjemat til en verdi av 120.8 milliarder kroner fra Norge,

rekord bdde i1 volum og verdi (Norges Sjematrad, 2022).

Kveite er en lovende art i oppdrettsnaringen (Jensen, @vreas, Bergh & Torsvik, 2004), dens
del av oppdrettsmarkedet er ikke stor, men den er gkende. Siden 80-tallet har det blitt drevet
oppdrett av kveite. Det har vaert en sakte oppbygging da det har vart problemer med tilgang pa
yngel av hoy kvalitet, og det 4 fi til en berekraftig produksjon (Jensen et al., 2004; Olsen &
Rommetveit, 2017). Det er fem firma i Norge som driver med oppdrett av kveite, i tillegg til
ulike oppdrettsfirma ved Island, Skottland og Canada.

Forskningen pa Atlantisk kveite har i hovedsak vaert fokusert pa tidlig livsstadium, yngel, foring
og vekst-optimalisering. For & fA en mer barekraftig og vellykket industri for oppdrett av
Atlantisk kveite i Norge ma det mer kunnskap til og forskning pa kveite ber vare en prioritet

ikke kun for oppdrettene, men ogsé for nasjonale forskningsorganisasjoner (Hagen, 2008).

1.2 Oppdrett av Atlantisk kveite (Hippolgossus hippoglossus L.)
Atlantisk kveite er den sterste stralefinnefisken og tilherer flyndrefiskfamilien. Den Atlantiske
kveiten er utbredt pa begge sider av Nord-Atlanteren, hvor unge kveiter lever ner kysten i grunt

vann, mens store kveiter kan finnes i1 havdyp ned til 2000 m. Kveiten er en avlang bunnfisk,



med egynene pa hoyre side, gyesiden. Den er godt kamuflert pd havbunnen med sin graflekkede

farge pd sin heyre side, og hvit pa venstre siden (Berg, 2019).

Kjennsmodningen av kveite avhenger blant annet av sterrelsen og vekt av fisken, vill hanfisk
blir kjennsmoden nér de er 66-80 cm, som tilsvarer alder pa omtrent 8 ar. Den ville hunfisken
blir kjgnnsmoden nér de er 66-80 cm, som tilsvarer en alder pa 7-12 ar (Cargnelli, Griesbach,
& Morse, 1995). Vill hanfisk kan bli 50 kg, mens vill hunfisk kan bli opp mot 300 kg. Tidlig
kjennsmodning hos kveite pavirker fiskens vekst, og hanfisken vokser saktere etter 4 ha nddd
3 kg. Det er derfor stort sett hunfisk som blir avlet i oppdrettsneringen. Néar fisken er
kjonnsmoden vil hanfisken fortsette & vokse sakte resten av dens liv (Norberg, Weltzien,
Karlsen, & Holm, 2001) og hanfisken blir sjelden sterre enn 5 kg i1 oppdrett (Roth, Jenssen,
Jonassen, Foss, & Imsland, 2007). Det er ikke et problem for hunfisk da de slaktes for de blir

kjennsmodne.

Kveite har lang produksjonstid og det tar 3-5 &r for kveiten er stor nok til & bli solgt videre. I
oppdrett starter kveiteyngel livet i klekkeriet, befruktede egg klekkes etter 10-12 dager i merket
og ut kommer en kveitelarve med plommesekk. Plommesekken er kveitelarvens forste kilde til
n&ring og nér den er brukt opp trenger kveitelarven levende for i form av smé zooplankton eller
encellede planteplankton. Kveitelarven har eynene pé hver sin side frem til metamorfosen
starter og det venstre gyet flytter seg over til hoyre siden, kveiten blir sa flatere og starter a soke
mot bunnen. Nér kveiten er fem gram blir den flyttet til landbaserte settefiskanlegg, her flyttes
kveiten gjennom anlegget for at kveiten skal ha best mulig forhold for optimal vekst og helse.
Nér storrelsen pa kveiten er 350 — 400 gram blir den flyttet til et 4pent landbasert anlegg, her
blir den til den har oppnddd en vekt pa 1200 — 1500 gram. Til slutt flyttes kveiten til et sjobasert
anlegg, dette anlegget har et hengende hyllesystem for & stimulere kveitens enske om & ligge
pa havbunnen. Kveiten blir i det apne sjoanlegget til den har nadd en vekt pa 5 — 6 kg, dette tar
omtrent to r og nd er den klar for a hestes. Stamfisken som brukes til videre avl, gyter tre eller
fire ganger per ar og eggene legges til klekking og prosessen starter pd ny

(Sterling® White Halibut).



1.3 Superkjoling

En av de viktigste konserveringsmetodene for a beholde god kvalitet og holdbarhet i fersk fisk
er jevn og kjelig lagringstemperatur. Det er to konvensjonelle kjolemetoder for fisk. Den ene
er ved bruk av is, og temperaturen ligger da ved 0 til 4 °C (smeltende is). Denne metoden
beholder fiskens heoye kvalitet, men begrenser holdbarheten. Den andre metoden er fryselagring
ved -18 til -40 °C (Gallart-Jornet, Rustad, Barat, Fito, & Escriche, 2007), da fér fisken lang
holdbarhetstid, men det gar pa bekostning av kvaliteten.

Ulike kjoleteknikker brukes for kjeling av ulike produkter og til ulikt behov.
Immersjonskjeling er en kjoleteknikk hvor fisken blir lagt 1 tanker med kaldt vann, man kan
legge fisken i tanker med nedkjelt saltlake (NaCl < 5%) (liquid cooling) eller isvann (Slurry ice
cooling). Frysetuneller er en fryseteknikk hvor man ved bruk av kraftige vifter bldser kald luft
over produktet, og svaert lave temperaturer forer til rask nedkjeling (Margeirsson et al., 2010).
Man kan ogsé bruke kryogenisk kjoling, dette er en teknikk hvor man bruker flytende nitrogen
eller karbondioksid til nedkjeling av produktet.

Superkjoeling er en alternativ teknologi til vanlig islagring eller fryselagring, prinsippet for
metoden gér ut pa & redusere kjernetemperaturen i produktet til 1-2 °C under frysepunktet
(Kaale, Eikevik, Rustad, & Kolsaker, 2011). Denne teknologien reduserer vekstraten av
spoleringsbakterier sammenlignet med tradisjonelle kjoletemperaturer (Haard, 1993). Nar man
senker temperaturen til 1-2 °C under frysepunktet blir produktet bare delvis frosset. Da oppstér
det is krystallisering av omtrent 5-30 % av vannet i produktet. De sma iskrystallene blir dannet
pa overflaten, og selv om produktet inneholder iskrystaller oppleves det ikke som frosset
(Koutsoumanis et al., 2021). Smé iskrystaller bevarer fiskens ferskhet og kvalitet ved at
iskrystallene er smé nok til & ikke skade cellene og muskelstrukturen. Jo sterre iskrystaller som
dannes under frysing, desto sterre edeleggelse av muskelen. Ved ufullstendig nedfrysning
dannes storre iskrystaller som kan edelegge cellene og muskelstrukturen, og som dermed
resulterer i redusert kvalitet av produktet. En edelagt muskelstruktur vil resultere i muskel som
mister vann ved tining og tilberedning, og som reduserer den sensoriske kvaliteten av produktet
(Anderssen, Syed, & Stormo, 2021). Ved dypfrysing av fisk vil det oppstd uenskede endringer
som protein denaturering, redusert vannbindingsevne, og ekt drypptap ved tining
(Kaale et al., 2011). Bruker man lang tid pé & kjele ned produktet vil iskrystallene vokse seg
storre, rask nedkjeling som ved superkjoling er derfor ensket (Koutsoumanis et al., 2021; Kaale
& Eikevik, 2014). For at iskrystallene ikke skal bli for store i produktet er det ogsd viktig a

unnga at produktet utsettes for temperaturendringer (Kaale ef al., 2011).



1.4 Kvalitetsfaktorer

Kvalitet og holdbarhet kan males pa flere forskjellige mater, kvalitetsfaktorene kan vere
fysiske, kjemiske, mikrobiologiske og sensoriske. Tekstur, farge og vannbinding er fysiske
faktorer som kan males, kjemiske faktorer kan males ved & blant annet male ioner i blodprever.

Farge, utseende og lukt kan méles med sensoriske undersokelser.

1.4.1 Stressrespons i fisk

God fiskevelferd er viktig for at fisken skal vare ved god helse, tilstrekkelige vekstforhold
gjennom hele livssyklusen forer til god helse og velferd samt god kvalitet (Hansen, 2019). God
velferd hos fisken vil kunne fore til lav dedelighet og dermed okt fortjeneste. Samtidig som en
fisk med god helse vil ha god kvalitet og oppfylle kundens kvalitetskrav. Velferdsbehovet til
fisk deles inn 1 kategorier som omfatter miljo, helse og adferd. Det er strenge regler for drift og
produksjon av oppdrettsfisk, det er viktig for a sikre god velferd for fisken samtidig som det
sikrer god kvalitet pa produktet.

Stress er en fysiologisk respons pé truende situasjoner, stress oppstar som en reaksjon pa en
sakalt stressor. En stressor kan vere en oppfatning av fare, som tilstedeverelse av rovdyr.
Fysiske stressorer kan vaere handtering eller trenging, og kjemiske stressorer kan vare lavt
oksygenniva, eller endringer i pH-niva (Barton, 2002). En lettere stressende situasjon kan gi
positive effekter, men en alvorlig stressende situasjon kan gi negative konsekvenser, noe som
gér utover dyrevelferd og kvalitet av produkt.

Stressresponser kan sorteres inn i niva, en primar stressrespons gir endokrine endringer
som ekt nivd av katekolaminer (adrenalin og noradrenalin, dopamin) og kortikosteroider
(hovedsakelig kortisol). En sekundar stressrespons pdvirker blant annet fordelingen av
nodvendige ressurser i kroppen i vitale omrader som; metabolismen, osmoregulering,
respiratoriske system og immunforsvaret. De tertiere stressresponsene er en reaksjon pa
gjentatt og langvarig eksponering for stress, og vil ha en negativ innvirkning pa funksjoner som;
vekst, adferd, sykdomsresistens og reproduksjon (Barton, 2002; Schreck & Tort, 2016).
Genetiske forskjeller som tidligere miljohistorie og naverende omgivelser, samt fysiologisk
tilstand hos individer, bestand og art vil gi en varierende respons pa stress. Akutt stress
innebarer umiddelbar og vesentlig utskillelse av stresshormoner, etterfulgt av rask

gjenoppretting av grunnlinjenivéet, og gir ikke alvorlige effekter pa fisken. Kroniske og



gjentatte stressresponser kan gi alvorlige endringer i kroppen, som mangel pa energiressurser

og lengre restitusjonsperioder (Tort, Balasch, & MacKenzie, 2004).

Under slakteprosessen er det viktig at fisken er under gode forhold, fisken ma hindteres med
omhu slik at det ikke settes i gang stressresponser som kan resultere i lavere kvalitet. Qkte
kortisolnivd er observert i fisk etter hindtering, i tillegg forer okt muskelaktivitet og akutt stress
for slakting til okt melkesyreproduksjon og lavere muskel-pH (Poli, Parisi, Scappini, &
Zampacavallo, 2005). Stress i fisk kan fere til endret kvalitet pa det ferske fiskeproduktet. Stress
assosiert med trengsel, el-bedeving og handtering har en effekt pa fiskens velferd, muskel-pH
og rigor tid (Roth et al., 2012). Stress i fisken kan fore til darligere kvalitet i form av bletere
tekstur, hoyere filetspalting, og forkortet lagrinsstabilitet (Markere, 2008). Malinger pa stress
kan bli gjort ved blodmélinger av ulike biokjemiske parametere som kortisol, laktat, glykogen

og ioner (Na*, CI, Ca?"), pH.

1.4.2 pH

Kvaliteten pa kveitefilet er avhengig av endelig pH 1 muskelen, og for a sikre tilstrekkelig god
kvalitet pa produktet ma faktorer som spiller inn pé pH-verdien tas hensyn til. Den endelige pH
nadd av muskelvevet kalles den ultimate pH (Hultin, 1984). Kveite har ultimat pH pa 5.6 og
har bedre holdbarhetsegenskaper enn de fleste andre fisker, som har ultimat pH mellom 6.2 og
6.6 (Reay & Shewan, 1949). Hoy post mortem pH (> 6.0) far negative konsekvenser for
mikrobiologisk holdbarhet, ved & blant annet tillate den pH-sensitive spoleringsbakterien
Shewanella a vokse (Gram & Huss, 1996). Lavere pH forer til ugunstige vekstforhold for

mikroorganismer som dermed forer til lengre holdbarhet.

Fisk som er stresset eller har et gkt aktivitetsniva pre mortem har ogsa hayere nivaer av kortisol,
glukose og melkesyre, dette pavirker pH nivdet i muskelen. Ultimate pH i muskelen er ogsd en
viktig faktor for den visuelle kvaliteten for atlantisk kveite, haye niva av glykogen og melkesyre
ved fiskens ded vil ha en stor pavirkning for muskel-pH, som igjen vil ha en negativ effekt pa
filetfarge og kjoettkvalitet (Gismervik, Gésnes, Nielsen, Terud, & Mejdell, 2021; Roth, Foss, &
Imsland, 2009). Det ber derfor iverksettes tiltak for 4 unnga heye glykogen og melkesyrenivaer
(Roth et al., 2009).



1.4.3 Rigor mortis

Rigor mortis (dedsstivhet) er stivhet i musklene post mortem. Nér fisken er i rigor mortis er
den stiv og ubeyelig. Rigor mortis inntrer gradvis og starter vanligvis 1-7 timer post mortem,
slaktet fisk pa is har vanligvis maksimum stivhet mellom 5 og 22 timer post mortem. Den totale
lengden av rigor mortis varierer, den kan vere mellom 30 og 120 timer (Amlacher, 2012).
Mekanismen bak rigor mortis er at mengden ATP (adenosintrifosfat) i muskelen faller under
en bestemt konsentrasjon og muskelproteinene aktin og myosin danner permanente band i et

aktomyosin-kompleks (Le, Nguyen, & Pham, 2020; Pate & Brokaw, 1980).

Glykogen blir i fiskemuskel under en rekke prosesser omdannet til sluttproduktene CO2, H2O
og ATP (Huss, 1995). Den aerobe ATP-produksjonen blokkeres umiddelbart etter ded, og
anaerob glykolyse blir hovedveien for & generere ATP. Anaerob nedbrytning av
muskelglykogen forer ogsé til dannelse av melkesyre som et sluttprodukt (Daskalova, 2019).
Genereringen av ATP under anaerobe forhold avsluttes som et resultat av at glykogenreserven
1 muskelen er brukt opp, og som et resultat av akkumulering av melkesyre i muskulaturen
(Hultin, 1984). Anaerob glykolyse produserer 2 mol ATP for hver mol glukose oksidert, mens
aerob glykolyse med fullstendig oksidasjon (via glykolyse, krebs syklus og oksidativ
fosforylering) av et mol glukose danner 36 mol ATP. Nér det intracelluleere ATP nivéet synker
til 1.0 umol/g i1 vevet gar muskelen inn i rigor mortis (Berg, Tymoczko, & Stryer, 2002; Huss,
1995).

Graden av rigor mortis blir pavirket av flere faktorer som fiskeart, temperatur og hindtering
for slakting, fiskens biologiske status og temperatur pé pre-rigor lagring (Le et al., 2020). Rigor
mortis inntrer raskere dersom muskelaktiviteten har vert sterk og langvarig like for ded, eller
om fisken har vert stresset. Dette er fordi fisken vil bruke opp ATP reservene raskere nar den
er 1 aktivitet og stresset, enn om den er rolig og ikke stresset. Fisken ber derfor bli behandlet
skdnsomt pre mortem for & ha en lengre pre-rigor tid samt svakere rigor mortis. Néar fisken er
i rigor mortis er den vanskeligere & prosessere, det er derfor enskelig med en lang pre-rigor tid.
Filetering kan bli utfert bdde pre-rigor og post rigor. Dersom man har lang pre-rigor tid rekker
man & gjennomfere behandling av fisken for rigor mortis inntrer, da slipper man & vente med
prosesseringen til etter stivheten er borte. Det er lettere og mer fleksibelt & prosessere nar fisken
ikke er 1 rigor mortis. Nar fisken er stiv og ubeyelig kan muskelen fa skader og kraftig spalting,

og dermed fir man ogsd mindre utbytte. Post rigor filet har ikke like god vannbindingsevne



som pre-rigor filet, og man kan tape vekt under lagringstid, som ogsa forer til redusert pris. Pre-

rigor fileten har i tillegg lenger lagringstid enn post-rigor filet (Rosnes et al., 2003).

1.4.4 Vannbindingsevne

Vannbindingsevne er en kvalitetsindikator for matvarer. Vannbinding i fiskemuskel er et mél
pa dens evne til 4 holde pa eget eller tilsatt vann. Vannbindingsevne vil pavirke teksturen og
dermed kvalitetsopplevelsen av produktet (Olsson, Olsen, & Ofstad, 2003). Kjettets evne eller
manglende evne til 4 holde pé vann som fersk eller bearbeidet produkt, vil vises igjen som saftig
eller tort kjott. Vannbinding blir pavirket av en rekke faktorer som pH, protein denaturering og
muskellengde (Offer & Knight, 1988). Kvaliteten pa fiskemuskel er heyst pavirket av
vanninnhold og vannets fordeling inne i muskelen. Endringer i vannbindingsevne malt i torsk
og laks er pévirket at mikrostrukturelle endringer og endringer i muskel-pH. Lav pH i
fiskemuskel vil resultere i ddrligere vannbindingsevne, men er nedvendigvis ikke eneste grunn
til en redusert vannbindingsevne (Ofstad et al., 1996; Olsson et al., 2003; Rustad, 1992).
Vanntapet kan skje under lagring og bearbeiding av produktet. Mengden vanntap avhenger
ettersom hvilken type bearbeiding som utfores pd produktet, for eksempel; drypptap, koketap
eller torketap. Vannbindingsevne kan bestemmes ved ulike metoder som pressing,

sentrifugering, kapillarsuging, absorbering eller optiske metoder (Barbut, 1996).

Vannbinding blir regnet ut ved brukt av felgende ligninger (Roth et al., 2010):

w-AwW

WHC = ( - ) * 100 (Ligning 1)
my ..
—— (Ligning 2)
_ Amy, |, .
AW = (—mw+mu) 100 (Ligning 3)

Hvor:

my er masse (g) vann i preven.

mp er masse (g) torrstoff i proven.

Am,, er masse av vaske separert fra proven.

Tarketap blir regnet ut som endringen i vekt for og etter torking av preven (Roth et al., 2010):

Torketap = %) * 100% (Ligning 4)
0



Der:
my er provevekt ved start.

mx er provevekt ved slutt.

1.4.5 Farge

Farge er en indikator pa kvalitet. Sammen med lukt kan farge gi en indikator pd kvalitet for
andre analyser er utfort. Farge styres av de kjemiske, biokjemiske, mikrobielle og fysiske
endringene som skjer under vekst, modning, handtering og bearbeiding etter hgsting.
Fargeméling er forstehdndsindikator fordi det er enklere og raskere enn andre
kvalitetsegenskaper som for eksempel smak og tekstur (Pathare, Opara, & Al-Said, 2013).
Sensorisk opplevelse av farge pa et produkt er derfor en viktig faktor for om man ensker &

konsumere produktet.

Farge pa fiskeskinn og fiskekjott er en god indikator pa kvalitet og holdbarhet pd mat, samtidig
som farge kan vare en indikator pd velvare hos fisk. Kveitens muskel er hvit, og fargen pa
kjottet endres fra bldaktig og kremfarget til en melket og gulaktig farge under lagring
(Guillerm-Regost et al., 2006). Dersom fisk utsettes for slag eller stress vil det hvite kjottet fa
en radlig farge, et slag vil kunne gi muskelen «bldmerker». Dersom fisken er stresset, etter for
eksempel lengre tid med trenging, vil den bruke bade de merke og de hvite musklene. Da vil
blod komme ut i de hvite musklene og farge det redt, jo lenger fisken mé bruke de hvite
musklene, desto mer blod og derfor merkere farge. Nokkelen til hvit kjott er derfor 4 unngé at

fisken stresser for lenge under for eksempel trenging (Boge, 2022).

CIEL*a*b* beskriver farge som sylindriske koordinater og fargeintensiteten blir beskrevet som
lyshet, red-gronn og gul-blé fargeskala. L* forteller om lyshet, hvor L*=100 er hvit og L*= 0
er svart. a* beskriver fargeintensiteten i den red-grenne fargeskalaen, hvor a* > 0 er rod og a*<
0 er gronn. b* beskriver fargen i den gul-bla fargeskalaen, hvor b* > 0 er gul og b* <0 er bla
(Rotabakk, Bleie, Stien, & Roth, 2014). a* og b* eksisterer i omradet mellom -128 og + 127, i
midten ved a*= 0 og b*= 0 eksisterer bare granyanser. CIEL*a*b* er basert pa motstandsfarge
modellen, hvor farger som ligger overfor hverandre pa begge sider av aksene, langs L* og pa
a*b*, ikke kan sees samtidig. Enten sé ses fargen som lys eller merk, og enten som red eller

gronn, eller enten som gul eller bld (Mokrzycki & Tatol, 2011).



1.4.6 Tekstur

Tekstur er viktig for forbrukerens matopplevelse, tekstur som kvalitetsfaktor kan males bade
fysisk og sensorisk. Riktig tekstur avhenger av produktet og dens mal. Fersk Atlantisk kveite
har fast tekstur, et avvik fra dette vil ikke vare enskelig for forbrukeren. For at fisken skal ha
fast tekstur mé den behandles skdnsomt gjennom hele slakteprosessen.

Det er flere faktorer som kan pévirke muskeltekstur, blant annet alder, sterrelse,
fettinnhold, bindevev og evne til & tolerere stress. For eksempel vil hoyt fettinnhold kunne gi
blet tekstur. Endringer i tekstur og hardhet blir pavirket av individets vekstrate og sterrelse,
hardhet minsker i perioder med rask vekst, og gker jevnt med storrelse (Haugen et al., 2006).

Faktorer som kan pavirke tekstur post mortem er redusert pH i fiskemuskel og rigor mortis.

Sensorisk opplevelse av tekstur i en matvare kan avgjere om forbrukeren ensker & konsumere
produktet. Sensorisk analyse av tekstur blir gjort som en del av Quality index measurement
(QIM), hvor dommerpanel gir en sensorisk poengsum for tekstur ved a fole pa produktet.
Tekstur kan ogsé bli mélt som mekaniske egenskaper, som er en reproduserbar analyse med
mer presise resultater. Maling av tekstur kan bli gjort med en sylindertest hvor en probe
penetrerer overflaten av muskel under en gitt avstand, vekt og hastighet. Nar proben bryter
gjennom overflaten pa produktet vil resultatet fortelle om hvor stor kraft (N) som ma brukes.
(Roth, Slinde, & Arildsen, 2006). Malingene blir gjort pa samme sted pd hver filet, med

muskelsegmentene i samme retning.

1.4.7 Filetspalting

Fiskemuskel er bygget opp av flere muskelsegmenter som er festet sammen med bindevev.
Filetspalting er en tilstand hvor bindevevet mellom muskelsegmentene svikter, og det oppstar
spalter mellom muskelsegmentene. Fiskemuskel av god kvalitet har ikke filetspalting, men har
intakt bindevev og er fast i teksturen. Filetspalting forer til en blet tekstur av fiskemuskel.
Filetspalting er derfor en viktig kvalitetsparameter da forbruker ensker en fast tekstur i det

ferske fiskeproduktet, filetspalting kan dermed ha en negativ ekonomisk konsekvens.

Ulike faktorer kan pavirke filetspalting, det er en sammenheng mellom muskelfiber storrelse,

tekstur og grad av filetspalting. Sammensetningen av bindevev vil pavirke filetspalting, muskel



med mye bindevev vil ha en fastere tekstur enn muskel med lavt innhold av bindevev mellom
muskelsegmentene. Fisk vokser ved hypertrofi (muskelfibre gker i sterrelse) og hyperplasi
(dannelse av nye muskelfibre). Laks har tynne muskelfibre og er dermed fastere, med en lavere
grad av filetspalting. Hos kveite og regnbueerret vil nydannelse av muskelfibre variere gjennom
aret, og tekstur og filetspalting vil dermed vere sesongbasert. Redusert foring kan gi endringer
i muskelstrukturen, det vil kunne gi en gkt fasthet og redusert filetspalting. Redusert foring gir
redusert vekstrate, men dermed ogsa en fastere og tettere binding mellom muskelsegmentene
(Merkare, 2008). Grad av filetspalting bestemmes ut fra gitt tabell og en poengsum blir gitt
etter hvor tett muskelsegmentene henger sammen (Andersen, Stremsnes, Steinsholt, &

Thomassen, 1994).

1.4.8 Quality index mesasurement (QIM)

Sensoriske egenskaper i matvarer er med pd & bestemme kundens opplevelse av produktet og
dermed dens enske om & konsumere produktet. Den sensoriske opplevelsen av ferskhet er viktig
for kunden, kunden vil ikke ha fisk som verken ser eller lukter ferskt. Det hjelper ikke & ha fisk
som holder seg under den mikrobielle grensen for konsumering, dersom fisken ikke oppleves
fersk. Sensorisk holdbarhet er viktig for kunden og ferske produkter har en hoy markedsverdi.
Vi ensker et fersk produkt som oppleves fersk, vi ensker en fisk som er blank og fast i kjottet,
lukter fersk og er fast i teksturen. Fersk fisk vil vare synlig darlig nar den har en darlig lukt,
dérlig smak, nar den far innsunkne gyne og er slimete, dette er konsekvenser av hoy bakteriell

og enzymatisk aktivitet.

QIM er en analyse basert pad objektiv evalueringer av egenskaper som utseende, lukt og tekstur.
De ulike kvalitetsparameterne far utdelt en sensorisk poengsum fra trent personell etter en gitt
poengskala fra 0 — 3 (Tabell 1.1). Totalsummen fra analysen, kvalitetsindeksen, forteller om
den sensoriske opplevelsen av ferskhet. QIM-analysen beregner dermed fiskens resterende

holdbarhet ut fra disse gitte kvalitetsparameterne.
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Tabell 1.1 QIM for Piggvar (Scophthalmus maximus), brukt pd Atlantisk Kveite (QIM-
Eurofish, 2001).

Kvalitetsparametere beskrivelse avegenskaper score I
utseende mgrk skinnside |frisk, klar ingen misfarging

litt kjedelig/ trist, blek, litt grkere og sammentrukket skinn
kjedelig/trist, blek, finnene er grgnn-aktig og misfarget
kjedeli‘/trist, gronn og rosa misfam
slim klart, ikke sammenklumpet/ levret

litt levret og melkeaktig

levret / sammenklumpet og litt gulaktig

Eulti sammenklumpet, levret

tekstur (bakside) |fast, elastisk (i rigor)

litt midre fast, elastisk

myk

veldig myk

gyne form flate, gyehulen star utover

litt sammensunket, gyehulen er innsunket
sammensunket o&/eller oppsvulmet, gyehulen innsunket
klarhet svarte, klare, gyllen ring /Rand rundt pupillen

litt matte, gyllen ring/rand mindre tydlig

matte, rgdlige /lilla

gieller lukt frisk, tang/tare -aktig

ngytral , metalisk, gummi

muggen, sur

ratten, sur, svovel

farge klare, lysergd

litt misfarget

misfarget, lys brun

gulaktig grgnn/bls, brune

slim ikke slim

klart, ikke sammenklumpet/ levret

melkeaktig, litt sammenklumpet /levret

gulaktig. tykt sammenklumpet /levret

W N = OIW N OJW N OIN M OIN M OJW N = OJW N = OJw N = O

1.5 Holdbarhet av fersk fisk

Holdbarhet kan defineres som tiden hvor produktet forblir trygt & konsumeres, samt beholder
sensorisk, kjemisk, fysisk og mikrobiologiske egenskaper. Fersk fisk er sensitiv for spolering,
og det er flere faktorer som spiller inn pd holdbarheten; spoleringsbakterier, rekontaminering,
art, sesong, og prosessering av produkt, men det viktigste av dem alle er lagringstemperaturen.
Holdbarheten til fersk fisk avgjeres av bakteriell vekst, enzymatisk -og kjemisk aktivitet
(Broekaert, Heyndrickx, Herman, Devlieghere, & Vlaemynck, 2011; Kaale et al., 2011,
Reynisson, Lauzon, Magnusson, Hreggvidsson, & Marteinsson, 2008). Spoleringsprosessen
skjer fra og med slaktetidspunket. Et estimat for kvalitet og holdbarhet av fersk fisk kan bli
bestemt ut fra antall aerobe bakterier. Fisk med totalt aerobt kimtall p4 under 10° colony-
forming units/g er anses som ikke spolert. Metoder for pavisning av spesifikke spolerings
mikroorganismer skal klare & identifisere s lite som 10? bakterier/g produkt for & vere nyttige

i prediksjon av holdbarhet (Gram & Dalgaard, 2002). Ved 107-10®8 CFU/g vil spolering bli
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sensorisk péviselig (Liston, 1980), da vil den bakterielle veksten vare identifiserbar som for
eksempel misfarging av muskel, misfarging av slim og gjeller og dérlig lukt. Hovedarsaken til
spolering av mat er dannelsen av aminer, sulfider, alkoholer, aldehyder, ketoner og organiske

syrer med ubehagelige og uakseptable bismak og lukt (Gram & Dalgaard, 2002).

Spolering av fersk fisk lagret pa is er delt inn i fire faser, som vist i Figur 1.1. Fase en er nér
fisken er fra null til to dager gammel, da er fisken helt fersk, og den har delikat smak og tekstur.
Fase to er fra to til seks dager, da skjer det et tap av lukt og smak, men kjottet forblir neytralt
og har ingen bismak. Teksturen er fortsatt fin i denne fasen. Fase en og to har lite mikrobiell
vekst, og forringelsen avhenger av biokjemiske prosesser som enzymatisk nedbrytning. Fra dag
seks til tolv er fisken i fase tre, her oker bakteriell vekst og fisken begynner a bli dérlig. I lepet
av denne fasen fér fisken vond lukt og bismak, teksturen blir enten myk og vannaktig eller seig
og terr. Den siste og fjerde fasen er fra dag tolv og utover, da kan fisken kategoriseres som

spolert (Huss, 1995).

Quality score
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Figur 1.1 Graf hentet fra (Huss & Asenjo, 1976). Endring i kvalitet score over fire faser. Kvalitetsskala
fra 0 til 10, hvor 10 indikerer absolutt friskhet, 8 er god kvalitet, 6 er ngytral, og ved niva 4 er den spolert
(Huss & Asenjo, 1976).
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Mikrobiell vekst er den sterste faktoren som reduserer holdbarhet og kvalitet av ferske
produkter. For & redusere spolering av produktet kan man bruke ulike preserveringsmetoder,
og da i hovedsak basert pa lave temperaturer (Kaale et al., 2011). Minimumstemperatur for
oppbevaring av fersk fisk er ved 0 °C. Is er et godt alternativ for kjeling av fisk, bade for a
redusere temperatur og for & beholde temperaturen lav. Frossen mat har holdbarhet pé flere
méneder eller opp til flere ar, mens ferske produkter har en holdbarhet pa noen dager til noen
uker. Holdbarheten til superkjolt mat er kortere enn frossen mat, men lenger enn fersk mat
(Duun, 2008). En forutsetning for salg av kjelte fiskeprodukter er evnen til & forutsi
holdbarheten til produktet under de lagringsforholdene produktet er utsatt for. Formel 5 gir et
estimat pd hvordan lagringstemperatur pavirker den relative raten av spolering pa fersk fisk, og

dermed et estimat pd produktets holdbarhet (Storey, 1985).

V RELATIVERATE OF SPOILAGE = 0.1 x temp e(celsius ) + 1 (Ligning 5)

Nér temperaturen reduseres, reduseres ogsé reaksjonshastigheten i biokjemiske reaksjoner og
den mikrobielle veksten, det betyr at spoleringen av fersk fisk gar saktere og man fir lengre
kvalitetstid. Redusert temperatur i fase en av spolering vil derfor bremse hele

spoleringsprosessen.

1.6 Bakterier pa fersk fisk

Det mikrobiologiske mangfoldet pa fersk fisk og sjemat reflekterer det miljoet den kommer fra
(Jay, Loessner, & Golden, 2005). Biomassen i1 havet bestar av omlag 70 % mikroorganismer,
en blanding av mikroorganismer som bade er avgjerende for naeringssyklusen og for et friskt
hav, samtidig som det er potensielt patogene bakterier (Havforskningsinstituttet, 2020).
Sjevann og marine sedimenter har hoye nivaer av mikroorganismer, det er rapportert mellom
10* og 10° celler/mL (Austin, 1988). Det mikrobiologiske mangfoldet speiler ogsé fiskens tarm
og mage, gjeller og ytre slim og skinn. Det bakterielle mangfoldet pa fersk fisk -og sjgmat kan
ogsa pavirkes av rekontaminering fra héndtering og prosessering av produktet
(Reynisson et al., 2008). Den indre muskelen i fersk fisk er steril.

Normalfloraen hos fisk bestir av en rekke ulike mikroorganismer, noen er en del av
fiskens ytre immunforsvar, samtidig som noen av bakteriene er spesifikke spolerings
organismer. Normalfloraen beskytter fisk mot sykdommer mens en unormal bakterieflora kan

fore til sykdommer. Kolonisering av ikke-patogene bakterier ved et tidlig tidspunkt, er
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avgjerende for utvikling av et normal mikrobielt samfunn som beskytter mot patogene bakterier
(Gatesoupe, 1999). Ulike bakterier har ulike krav til miljeet og derfor vil ikke en lavere mengde
bakterier nedvendigvis bety lavere mengde sykdomsfremkallende bakterier, da de
sykdomsfremkallende bakteriene kan dra god nytte av forholdene. Bakterier som er
sykdomsfremkallende hos fisk er ikke nedvendigvis patogene for mennesker. Post mortem vil

immunforsvaret stoppe opp og bakterier kan trenge inn i fisken.

Spoleringsbakterier er tilstede i lave tall og utgjer en liten del av mikrofloraen pé nylig hestet
sjemat (Gram & Dalgaard, 2002). Normalfloraen pa fisk fra kalde omrédder domineres av Gram
negative bakterier fra slektene Pseudomonas, Shewanella, Vibrionaceae, Moraxella,
Acinetobacter, Flavobacterium, Photobacterium phosphoreum og Aeromondecea (Liston,
1980). Gram positive bakterier fra slektene Bacillus, Micrococcus, Clostridium, Lactobacillus,

og Corynebacterium kan ogsa bli funnet i ulike menger (Liston, 1980).

Ulik behandling og lagringstid vil pavirke hvilke bakterier som blir de mest dominerende 1
produktet. Under lagring vil den mikrobielle floraen endres ut fra hvilke egenskaper
mikroorganismen har til & tolerere preserveringsforholdene. Gram negative fermentative
bakterier som Vibrionacaea eodelegger ukonservert fisk, psykrotolerante Gram negative
bakterier som Pseduomonas ssp. og Shewanella ssp vokser pa kjolt fisk (Gram & Huss, 2000).
Photobacterium phosphoreum og melkesyrebakterier vokser i produkter pakket med CO>
(Dalgaard, 2000). Terking og kraftig terrsalting av fisk eliminerer bakterievekst og disse
produktene kan edelegges av sopp eller insekter. Mild varmebehandling pé usaltet fisk tillater

vekst av sporedannende bakterier som Clostridum eller Bacillus (Ben, 1994).

Det er utfort f& analyser av normalflora pd voksen kveite, men det er utfort en del analyser av
normalflora pé kveitelarver. Bakterier bestemt etter dyrking av homogeniserte larver er arter av
Vibrio, Pseudomonas, Aeromonas, Flexibacter, Pseudoalteromonas, Shewanella, Deleya,
Marinomonas, Halomonas og Photobacterium (Bergh, 1995; Bolinches & Egidius, 1987;
Hansen & Olafsen, 1999; Jensen, Bergh, Enger & Hjeltnes, 2002; Verner-Jeffreys, Shields,
Bricknell, & Birkbeck, 2003). Fermentative arter av Vibrio ble funnet etter start av foring av
fisken. Studienes analyser av kveitens mikrobielle samfunn indikerte at kveitelarver har en

distinkt og spesifikk normalflora (Jensen et al., 2004).
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1.7 Formalet med studien

Formalet med denne studien var & underseke om man kan forbedre kvalitet og holdbarhet 1

oppdrettskveite, ved a ivareta fiskevelferd og kjelekjeden med superkjoling.

Hypoteser for prosjektet er:
1. Superkjeling vil gke holdbarheten til kveite.
2. Det er forskjell i holdbarheten til superkjelt fisk som ble pakket pa is og den som ikke
ble pakket p is.
3. Det er mulig a kutte ut is under transport av superkjelt kveite.

4. Stress eksponering vil pavirke kvalitetsfaktorer som farge, tekstur, pH, gaping, terketap,

vannbinding og rigor mortis.
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2. Material og metode

2.1 Forseksdesign

Dette forsgket bestod av holdbarhet -og kvalitetsanalyser av Atlantisk kveite (Hippolgossus
hippoglossus L.). Kveiten ble hentet ved oppdrettsanlegget til Sterling White Halibut AS i
Tetlandsvik, Hjelmeland, som er en del av Boknafjorden (Figur 2.1). Kveiten har en storrelse

pa 4.47 +0.74 kg.

Figur 2.1. A,B — henting av oppdrettskveite fra merd. C — Kveiter i merd.

Forste uttak av kveite var 21.09.2021, det ble hentet 23 kveiter pé lokaliteten. Tre av kveitene
ble hentet opp fra merden for trenging. Ti kveiter ble sa hentet ut fra starten av trenging (forste
10 min), og deretter ble ti kveiter hentet ut fra slutten av trenging (siste 30 — 45 min). Fisken
ble drept med slag mot hodet og blegget i sjovann for de ble pakket i plastkasser med is.
Kveitene ble fraktet til Nofimas lokaler i Stavanger, hvor de ble brukt til diverse
kvalitetsanalyser; maling av pH, rigor mortis, vannbinding, terketap, farge og tekstur. Til de
mikrobiologiske undersgkelsene ble det hentet fire kveiter direkte fra slakteriet, disse kveitene
hadde blitt fraktet med bloggebat fra lokaliteten til slakteriet. Pa slakteriet ble de slayet og
pakket i isoporkasser med is. Kveitene ble hentet med bil og fraktet til Nofimas lokaler, hvor

de sa ble oppbevart pd kjelerom ved 0 °C (Figur 2.2).
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Total antall
n=27

Start av kast Slutt av kast For kast
n=10 n=10 n=3

Kvalitet Kvalitet pH, rigor Holdbarhet
n=>5 n=5 n=>35 n=4

Figur 2.2. Oversikt over forste uttak og de ulike analysene utfert pa fisken.

Andre uttak av kveite var 2.11.2021, det ble hentet ut 21 fisk pé lokaliteten. Disse ble superkjolt
ved a legge de i et kar med 3.5 % saltlake og saltvanns-isbiter. Fisken ble nedkjelt i et degn, til
kjernetemperaturen var ved -1.2 / -1.4 °C. Fisken ble sé& delt i to grupper; fisken i den ene
gruppen ble pakket i kasser med is (SI) og den andre gruppen ble pakket ned i kasser uten is
(S). Kassene med fisk ble satt pa kjolerom ved 4 °C i et dogn.

Det ble i tillegg hentet ti kveiter pé slakteriet som var sloyd og 14 i kasser pa is. All fisk
ble sé satt pa kjelerom ved 0 °C for videre oppbevaring. Fem fisk av hver av de tre gruppene
ble brukt til mikrobiologiske analyser, og resterende fem fisk fra hver gruppe brukt til QIM
analyse (Figur 2.3).

Total antall
n=31

Superkjeling

n=21
QIM Holdbarhet Uten is
n=5 n=5 n=10
QIM Holdbarhet Holdbarhet

Figur 2.3 Oversikt over andre uttak og de ulike analysene utfert pa fisken.
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Det ble under andre uttak plassert ut temperaturloggere i fisken for & kontrollere kjolekjeden
fra blaggebaten og til fisken var ferdig slaktet og lagt pa is. Loggeren ble festet til fisken slik at

den méler innvendig temperatur og temperatur i omgivelser (Figur 2.4).

Figur 2.4. Temperaturlogger i kveiten.

2.2 Metode

2.2.1 Blodmalinger

Blodprever ble tatt fra kveitens caudal vene (Foss et al., 2009), fra kontrollfisk (n= 10), fisk
hentet etter tidlig trenging (n= 14) og sen trenging (n=17). Blodprevene ble fraktet pa is til
Akvaplan-niva i Bergen, hvor mengde Na*, CI-, Ca*", kortisol og pH ble mélt.

2.2.2 pH

pH i fiskemuskelen ble malt ved bruk av Mettler Toledo SevenGo pro™ pH/ion meter med
stikk elektrode (Mettler Toledo INC, Schwerzenbach, Sveits) (Figur 2.5). Skalpell ble brukt for
a lage et snitt i skinnet, og pH-metret ble fort inn i den dorsale muskelen ved den fremre
pektorale finnen (Roth et al., 2012), nytt snitt ble lagd pd ny plassering for hver gang slik at pH
ble mélt i fersk muskel. Malingene ble gjort ved tid 0, 6, 12, 24, 36 og 48 timer post mortem.
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Figur 2.5. Kveite og pH-meter

2.2.3 Rigor mortis

Cuttingers metode (tail drop) ble brukt for méling av rigor mortis (Roth et al., 2006). Malingene
ble gjort 0, 6, 12, 24, 36, 48 og 78 timer etter post mortem. Fiskens lengde males og halveres,
fisken ble sd lagt pé rigor-bordet med halve lengden og halen hengende ned over kanten pa
bordet. Ned fra bordet hang en plate med méaleband med oppmalte centimeter (Figur 2.6). Hvor
langt halen hang ned ble mélt ved bruk av malebandet og rigor indeks utregnet. Rigor indeks
oppgis i 0-100 % og bestemmes ved bruk av felgende ligning:

Xo—

XY+ 100 % (Ligning 6)
0

Rigor indeks (%) = (=

Xo er halefallet ved starten av eksperimentet, X er halefall malt under eksperimentet

(Roth et al., 2006).

Figur 2.6. Maling av rigor mortis ved bruk av cuttingers metode.
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2.2.4 Vannbinding (WHC) og tgrketap

Analyse av vannbindingsevne og terketap ble utfort 10 dager post mortem, analysen ble malt i
prover hentet fra dorsal muskelen. Fisken ble filetert og fra fileten ble det skjert ut runde prover
som ble oppbevart pa is. Det ble tatt ut to paralleller av hver fillet, hvor hver preve igjen ble
delt i to. Prevene (n=40) var ca. 5 g, og hadde diameter 31 mm og 6 mm heyde. To paralleller

fra hver fisk ble sentrifugert og to paralleller ble terket i varmeskap.

For miling av vannbinding ble proven (n=20) lagt i en sentrifugekopp med filter og veid,
deretter ble den sentrifugert (Rotina 420R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tyskland) ved
4 °C, 1800 rpm i 15 min. Vannet fra sentrifugeringen ble blést bort / terket bort for preven ble
veid pa ny. Resten av preovene (n=20) ble brukt til méling av mengde terrstoff i proven.
For beregning av terketap ble muskelprovene veid og deretter torket i varmeskap ved 105 °C 1
70 timer for de ble veid pd ny (Figur 2.7). Terketap og vannbindingsevne ble regnet ut ved bruk
av Ligning 1, 2, 3 og 4 (Roth et al., 2010).

Figur 2.7. A — uthenting av preve. B — veiing av preve i aluminiumskopp. C — Prevene etter 70 timer i

varmeskap ved 105 °C.

2.2.5 Farge

Fileter av kveite (n=10) ble analysert for fargevariasjoner mellom fisk for og etter
stresseksponering. Farge pd kveitefileten ble mélt som CIEL*a*b* ved bruk av DigiEye™
(VeriVide Ltd., Leicester, U.K.) (Roth et al., 2010). Systemet bestdr av en Daylight box
(6400K), Nikon kamera og Nikkor Lense (Nikon D90, AF Nikkor 35mm /2D, Nikon, Japan).
DigiEye systemet ble kalibrert ved bruk av et hvitt og et farget kalibreringsbrett
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(DigiTizer Calibration Pack, VeriVide Ltd., Leicester U.K.). Fiskefileten ble lagt inn i daylight
box’en og tatt bilde av, dataene ble sa analysert av bildebehandlingsprogramvaren DigiPix

(VeriVide Ltd., Leicester, UK).

2.2.6 Tekstur

Tekstur i form av hardhet og bruddkraft i kveitefilet (n=10) ble analysert ved bruk av TA. XT
plus Texture Analyzer (Stable Micro Systems Ltd., UK), med 25 kg last celle og en flat-endet
sylinder probe med 20 mm diameter (P/20) (Stable Micro Systems Ltd., Surrey, U.K.).
Penetrasjonsdybden ble satt til 60 % av filet hoyde, med en hastighet pa 1 mm/s (Haugen et al.,
2006; Roth et al., 2014). Analysen ble utfert pa to sted pa fileten, det ble passet pa at proben
ikke ble plassert over sidelinjeorganet (lateral line) (Figur 2.8 A,B). Analysen ble utfert 10
dager post mortem, pé kontrollfisk (n=5) og fisk eksponert for stress (n=5). Teksturmalingene
ble malt i newton (N) og resultatene ble automatisk overfort til programvaren Exponent connect

software (Stable Micro Systems Ltd., Surrey, U.K.).

Figur 2.8. Aog B — Kvelteﬁlet og TA.XT plus Texture Analyzer C — kveite med ﬁleter utskaret den
epaksiale fileten ble brukt til tekstur -og fargemaling, den hypaksiale fileten ble brukt til vannbinding
og terketap.

2.2.7 Filetspalting

Undersokelse av filetspalting ble utfort dag 10 post mortem pa kontrollfisk (n=5) og fisk
eksponert for stress i form av trenging (n=5), filetspalting score ble gitt ifolge storrelse og

nummer av spalter, 1 henhold til Tabell 2.1.
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Tabell 2.1 Andersen Metoden for bestemmelse av filetspalting (Andersen et al., 1994).

Poeng Kriterier

0 Ingen spalting

1 < 5 sma4 spalter (< 2 cm)

2 < 10 sma spalter

3 > 10 sma spalter, eventuelt noen store

(>2 cm)

Mange store spalter

Ekstrem spalting

2.2.8 Mikrobiologisk analyse av holdbarhet

I pilotforseket ble 4 fisk hentet fra slakteriet, og i hovedforseket ble det brukt 15 fisk, 5 hentet

pa slakteriet i tillegg til 10 superkjolte fisk (Tabell 2.2). Det forste proveuttaket ble utfort dag

3 post mortem, deretter igjen dag 7, 14, 21 og 28 under pilotforsgket, under hovedforseket ble

det i tillegg utfort et proveuttak ved dag 35 for den superkjoelte fisken. Figur 2.9 viser superkjolt

fisk og kontrollfisk ved dag 3, for ferste uttak ble utfort.

Tabell 2.2. Forsgksdesign av mikrobiologisk analyse

Forsek Antall fisk Gruppe
Pilotforsek 4 Kontrollfisk fra slakteri
Hovedforsegk 15 5 kontrollfisk ©)

5 superkjelte med is (SI)
5 superkjelte uten is (S)
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LY
Figur 2.9. Oppdrettskveite ved dag 3 post mortem, A,B — superkjelt fisk, C- kontrollfisk
10 £ 1 g fiskemuskel uten skinn ble skjert ut av dorsal muskelen med steril teknikk
(Figur 2.10). Plassering av hvor preveuttak ble utfert vises i Figur 2.11 og 2.12. Fiskemuskelen
ble lagt i en Stomacher pose med filter og veid, deretter ble det tilsatt 90 g Sterilt bufret
peptonvann (Merck, Tyskland). Prevene ble homogenisert ved bruk av Smasher® Stomacher

(AES Laboratorie bioMérieux Industry, USA) 1 120 s.

Figur 2.10 A, B og C — Viser hvordan og hvor muskelpraven ble hentet ut med sterilteknikk.
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Figur 2.11 viser hvor prevene ble Figur 2.12 viser hvor prevene ble

hentet ut av kveiten under pilotforseket. hentet ut av kveiten under hovedforseket.

Homogenatet ble deretter flyttet over i sterile sentrifugeror 15 mL (Sarstedt AG & Co,
Tyskland) (Figur 2.13 A) og deretter fortynnet til ensket fortynning ved bruk av sterilt Milli-

Q® vann (Sigma-Aldrich, USA).

Det ble brukt 3 ulike agar medium for utsding av prevene, plate count agar (PCA, Merck,
Tyskland), Long and Hammer (L&H) og jernagar (JA). Metoden NMKL 184 ble brukt for
tillaging av L&H og JA. Provene ble sé utsddd pd de ulike agarskélene for bestemmelse av
kimtall og spesifikke fordervelsesbakterier i fisk.

Eddy Jet 2 W Spiral Plater (IUL micro, Spain) ble brukt til utsding av 49.2 uL preve pa
skéler med L&H agar og PCA agar, 2 fortynninger ble sadd ut, med 2 paralleller per fortynning
(Figur 2.13 B). Skalene ble liggende uten lokk til de var terket, for de ble pakket inn i plast og
lagt 1 inkubatorskap. L&H skélene ble inkubert ved 15 °C i1 5-7 degn. PCA skélene ble inkubert
ved 8 °C 17 dogn (Figur 2.13 C).

JA (Lyngby, Oxoid Ltd., England) skalene ble tillaget ved a helle 1 mL prove i petriskdlene, sa
ble JA med tilsatt 0.04 % L-cysteine (Merck, Tyskland) ved temperatur pa 45 °C ble helt i
petriskalen til den var 2 full. Skélen ble sé rotert i sirkel 8 ganger til hoyre, og 8 ganger til
venstre for & blande preoven inn i agaren. Nar agaren hadde stivnet ble det helt et tynt lag med
agar over som et lokk, nir agaren hadde stivnet ble den ogsa pakket inn i plast og plassert i

inkubatorskap. JA skélene ble inkubert i 72 + 6 timer ved 25 °C.

Etter inkubering i varmeskap ble alle koloniene telt, pd JA skélene ble de hvite og de svarte
koloniene telt hver for seg. Total aerobt mesofilt kimtall ble estimert fra det totale antall hvite

og svarte kolonier, mens kun de svarte koloniene ble brukt for estimering av H>S-produserende
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bakterietall. PCA (Merck, Tyskland) og L&H skélene ble telt. Resultatene fra dyrking ble sd
notert og CFU/g bestemt.

ENTER RUN
9

108

Figur 2.13 A — Stomacherposer og sterile ror brukt til tillaging av fortynninger. B — Eddy Jet 2 W Spiral
Plater med petriskal. C — Resultat etter 7 dagers inkubering av preven pad L&H-agar.

2.2.9 Filterbasert DNA ekstraksjon av skinnprgver

Filterbasert DNA ekstraksjon ble utfort ved bruk av repeated bead beating plus column (RBB)
metoden (Yu & Morrison, 2004) som modifisert av (Salonen et al., 2010) og ved bruk av
DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen, Tyskland). I sammenheng med uthenting av prover for
mikrobiologisk analyse ble det tatt ut skinnprever fra forste og siste uttak. For gruppe C ble
skinnpreve tatt ut ved dag 3 og 28. For den superkjolte fisken, S og SI, ble proveuttaket utfort
ved dag 3 og 35. Skinnet ble oppbevart i fryseskap ved -80 °C i sterile 50 mL ror (Sarstedt AG
& Co, Tyskland). Skinnprevene (n=30) ble tint ved romtemperatur og 0.5 g prove ble skjert ut
med steril teknikk. Skinnpreven ble plassert i en Lysing Matrix E tube som inneholdt 1.4 mm
keramiske kuler, 0.1 mm silikakuler og en 4 mm glassperle (MP Biomedicals, USA). Det ble
tilsatt 1 mL lysis buffer (500 mM NaCl, 50 mM Tris-HCIL, pH 8, 50 mM EDTA og 4 % SDS)
sammen med preven. Proven ble homogenisert ved bruk av FastPrep-24™ Classic (MP
Biomedicals, USA) i3 x 1 min ved hastighet 6.5 m/s. Proven ble lagt pa is i 1 min mellom hver
risting. Proven ble sd inkubert ved 95 °C i1 15 min, og ristet forsiktig for hand hvert 5 min.
Preven ble sentrifugert i 5 min pa 16 000 x g ved 4 °C, deretter ble supernatanten overfort til
et 2 mL eppendorfrer. Det ble sé tilsatt 300 pL lysis buffer til Lysing Matrix E tuben. Proven
ble homogenisert i nye 3 x 1 min, deretter inkubert ved 95 °C i 15 min, og til slutt sentrifugert

inye 5 min pd 16 000 x g ved 4 °C. Supernatanten fra preven ble samlet, 350 uL 7.7 M
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ammoniumacetat ble tilsatt og lesningen blandet med vortex. Praven ble sd inkubert pd is i 5
min. Etter inkubasjon ble proven sentrifugert i 10 min ved 16 000 x g og 4 °C.

Supernatanten ble fordeltito 1.5 mL eppendorfror, det ble s tilsatt 1:1 med iskald isopropanol.
Provene ble blandet godt og inkubert pd is 1 30 min. Prevene ble sa sentrifugert i 15 min ved
16 000 x g ved 4 °C. Supernatanten ble fjernet, og pelleten vasket med 500 pL 70 % etanol for
den ble sentrifugert i 15 min, 16 000 x g ved 4 °C. Pelleten ble sa luftterket. Pelleten ble
resuspendert i 100 uL TE buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8, 1 mM EDTA), de to parallellene av
prover ble samlet i et eppendorfror.

Resten av DNA ekstraksjonsprosedyren ble utfert med DNeasy Blood & Tissue kit, til
proven ble det tilsatt 25 uL proteinase K og 200 uL Buffer AL, losningen ble blandet med
vortex. Preven ble sa inkubert i 30 min ved 56 °C og deretter i 5 min ved 95 °C. Det ble tilsatt
200 pL 96-100 % etanol til preven og preven ble igjen blandet ved bruk av vortex. En DNeasy
mini spinn kolonne ble plassert i et 2 mL oppsamlingsrer, preven med bunnfall ble s& overfort
til mini spinn kolonnen. Praven ble sa sentrifugert ved 6200 x g i 1 min. Gjennomlep og
oppsamlingsroret ble kastet. DNeasy mini spinn kolonnen ble plassert i et nytt 2 mL
oppsamlingsrer, og tilsatt 500 uL. Buffer AW1. Preven ble deretter sentrifugert ved 6000 x g i
1 min.

Mini spinn kolonnen ble plassert i et nytt 2 mL oppsamlingsrer og tilsatt 500 pL Buffer
AW?2, og sentrifugert i 3 min ved 17 000 x g. Gjennomlep og oppsamlingsrer ble kastet. Det
ble sorget for at etanol ikke ble overfort til neste trinn. DNeasy mini spinn kolonnen ble plassert
i et 1.5 mL Eppendorfrer og 100 pL elueringsbuffer ble pipettert direkte pd DNeasy
membranen. Proven ble inkubert ved romtemperatur i 1 min, og s sentrifugert ved 6000 x g i

1 min for eluering av DNAet.

Ved bruk av NanoDrop spektrofotometer 1.6.1 (Implen, AH Diagnostics, Danmark) ble
provens DNA konsentrasjon og kvalitet undersekt. Ferdig renset DNA ble oppbevart i frys ved
-20 °C.

2.2.10 Filterbasert DNA-ekstraksjon av Pseudomonas ssp

Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens og Pseudomonas aruginosa ble dyrket som

rene bakteriekulturer i 50 mL TSBYE Broth (0.6 % gjer), bakteriekulturene ble inkubert ved
37 °C i en risteinkubator, 150 rpm i et degn. Det ble tilsatt 500 pL bakteriekultur til et 2 mL
eppendorfror og sentrifugert ved 17 000 % g i 10 min. Pelleten ble sa resuspendert i 100 pL
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sterilt vann og plassert i et Lysing Matrix E tube (MP Biomedicals, USA). Videre prosess for
DNA ekstrahering av Pseudomonas ssp. ble utfort pA samme mate som ved skinnprever
(kapittel 4.2.9). Det ferdig rensede DNAet ble deretter fortynnet i en 10x fortynningsserie og
brukt som standardkurve for videre qPCR analyse.

Den samme blandingen som ble brukt for DNA ekstraksjon, ble fortynnet og platet ut
pa TSAYE agar (0.6 % gjer), for bestemmelse av konsentrasjon. 49.2 uL bakteriekultur ble
platet ut ved bruk av Eddy Jet V. 1.23 W Spiral Plater (IUL micro, Spain), agarskalene ble
inkubert ved 30 °C i et degn.

2.2.11 Real-time PCR analyse

qPCR analyse ble utfert for deteksjon av total antall bakterier, Carnobacterium
maltaromaticum, Pseudomonas spp., Pseudomonas aeruginosa, Lactococcus lactis, Shewanella

putrefaciens, Vibrio ssp. og Photobactreium phospohreum i skinnpraver fra kveite.

Det ble plukket ut 24 praver (DNA eluat), fire paralleller fra hver gruppe. DNA prevene ble
fortynnet til 10 ng/puL med sterilt vann for & klargjeres til PCR-analyse. PCR-analyse av DNA
eluatet ble utfort pd rent rom beregnet for PCR. Standardkurve, og Master Mix ble klargjort for
hver enkelt analyse. DNA provene ble tatt ut av frys, tint ved romtemperatur og satt pa is.
Reaksjonsblandinger ble sa tillaget til hver enkelt analyse, nok til to paralleller av negativ
kontroll, standardkurve og prevene. Reaksjonsblanding vises 1 Tabell 2.3 og 2.4. Spesifikke
TagMan™ primere og prober, og SYBR Green primere er designet, syntetisert og ferdigblandet
av PrimerDesign Ltd., Southampton, U.K. 15 uL reaksjonsblanding og 5 uL preve ble tilsatt i
hver brenn. For total antall bakterier, C. maltaromaticum, L. lactis, S. putrefaciens, P.
aeruginosa og P. phospohreum ble det brukt TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied
Biosytems™, USA). For Vibrio ssp og Pseudomonas ssp ble det brukt SYBR™ Select Master
Mix (Applied Biosytems™, USA). PCR-brettet ble sentrifugert ved 400 x g i 2 min.

Tabell 2.3 Reaksjonsblanding ved bruk av TagMan™ Master Mix

Komponent Volum per reaksjon (uL)
Master mix 10

Spesifikk Primer/probe mix 1

RNase/DNase fritt vann 4

Totalt volum 15

27



Tabell 2.4 Reaksjonsblanding for Pseudomonas ssp. ved bruk av SYBR Green Master Mix

Komponent Volum per reaksjon (uL)
MasterMix 10
Fremre primer 0.4
Revers primer 0.4
RNase/DNase fritt vann 4.2
Totalt volum 15
Tabell 2.5 Primer assay for gPCR
Assay Target Fremre primer (5'-3) Revers primer (5°-3") Probe (5'-3") Referanse
(accession no)
Total antall NA Trade secret Trade secret Trade secret Kommersielt tilgjenglig
bakterier (PrimerDesign)
C. maltaromaticum  SodA GTGAGGTTAAAGACGCTATTGAC GCTAATTTGCCACCATCTAAAACT ACCAAGCCCAACCTGAACCAAAACGAGT (Roth et al., 2014)
(AM490329)
L. lactis 16S tDNA ATACAAAGACGTGAGCATTCAAC GGCCCCACAATCAAGAATTTG TTGCTTAGGTTTATGACTAAACCCCTCAAAACT  (Roth etal., 2014)
(HM241921
P. phosphoreum LuxA TAGAGATAGYGGTTACAGTGAAGAG AAACTCACGGCAYACATCTTCAG AACGTTGATCACAGTATGACCCTCATCTGTT (Roth etal., 2014)
(AY345888)
S. putrefaciens FerE CAGGCAATGATTTATCCGATAGTG ~ AGTGGTAGCGGGTAACTCTG AGCCGCAAGCAATACTGAAATCACACCA (Roth et al., 2014)
(AF188713)
P. aeruginosa RegA Trade secret Trade secret Trade secret Kommersielt tilgjenglig
(NA) (PrimerDesign)
Pseudomonas ssp. CarA GGCTTTCAGGTARTCGGACAG CARCARATCGTTACCCTGACTT GCCAGTTGCTCGC. (Reynisson et al., 2008)
Vibrio ssp RNA polymerase ~ GCTGAAGGCAAAGATGAAGTGTT GTCATGGGTGATGTCACCTGC NA (Roth etal., 2014)
-@- subunit
(AJB42676)

Den termale syklusen for PCR amplifikasjonsforhold ved bruk av TagMan™ Master Mix vises

1 Tabell 2.6.

Tabell 2.6 Termal syklus PCR amplifikasjonsforhold ved bruk av TagMan™ Master Mix

Temp (°C) Tid # syklus
Hold stage | 50 2 min Ix

95 10 min
PCR stage | 95 15 sek 40 x

60 1 min

Den termale syklusen for PCR amplifikasjonsforhold ved bruk av SYBR Green Master Mix
vises i Tabell 2.7.
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Tabell 2.7 Termal syklus PCR amplifikasjonsforhold SYBR Green Master Mix

Temp (°C) Tid # syklus
Hold stage | 50 2 min Ix

95 10 min Ix
PCR stage |95 30 sek 40 x

57 (59) I min

72 30 sek
Melt curve | 95 15 sek Kontinuerlig
stage 60 1 min

95 1 sek

For PCR analyse av Pseudomonas ssp. ble annealing temperaturen under PCR stage kjort ved

bade 57 og 59 °C.

2.2.12 Quality Index Measurement (QIM)

Kvalitetsindeksmetode ble utfert for hel kveite dag 22, fisken (n=16) var fordelt pa 3 grupper;
kontrollfisk (n=5), superkjolt med is (n=6) og superkjelt uten is (n=5). Fisken hadde siden dag
3 veert oppbevart i kasser med is ved 0 °C. Hver fisk fikk tildelt en tresifret kode og ble tilfeldig
utplassert pa to bord (Figur 2.14 A), fisken 14 slik i 30 min for undersekelsen startet. Fire trente

dommere fra Nofima bedemte fisken etter gitte kriterier (Figur 2.14 B).
\ | "y’

Figur 2.14. A — Fisken ble plassert tilfeldig utver to bord. B — Dommrpanelet fra Nofima bedemte
fisken ut fra gitte kriterier.

Egenskapene vurdert var merk skinnside, tekstur, slim, eyeklarhet og eyeform, gjellelukt,

gjelleslim og gjellefarge. De ulike parameterne fikk score fra 0-3 for utseende og gjeller, og 0-
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2 for gyne. Hver parameter og kriterier er beskrevet i Tabell 1.1. Figur 2.15 viser forskjellen
mellom kontrollfisk og en superkjolt fisk uten is ved dag 23. Resultatene gav et tall pd den

sensoriske totalsummen, fiskens kvalitetsindeks.

Figur 2.15 A — Kontrollfisk dag 23. B — Superkjelt fisk uten is dag 23.

2.3 Dataanalyse

Resultater ble behandlet i Microsoft Excel (Microsoft inc, USA) og Statistica (Dell inc, USA).
Figurer ble lagd og tosidig t-test ble utfort i Microsoft Excel. Tosidig T-test ble brukt for &
bestemme signifikans i to uavhengige grupper. ANOVA, ANCOVA, GLM og linezre
regresjoner ble utfert i Statistica. One way- ANOVA ble brukt for analyse av uavhengige og
kategoriske data, den brukes for & sammenligne flere enn 2 variabler mot hverandre. ANCOVA
ble brukt til analyse ved tilstedevarelse av kontinuerlige variabler (tid, preveheoyde). GLM
grupper ble vurdert som kofaktorer og lagringstid ble ansett som kovariant. og lineaere
regresjoner ble brukt som statistiske modeller.

LSD post hoc test ble brukt for & bestemme signifikans mellom ulike grupper i den
mikrobiologiske analysen. Unequal N HSD post hoc test ble brukt for analyse av signifikans 1
blodpreveresultater. For analyse av QIM ble det brukt Kruskal-Wallis ANOVA & Median test.

Signifikansnivéet ble satt til p< 0.05. Resultater er oppgitt som gjennomsnitt & standardavvik.
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3. Resultat

3.1. Blodmalinger

Resultatene fra blodméalinger (Figur 3.1) viser signifikante forskjeller mellom gruppene for alle
parametere; Na™ (p < 0.0005; ANOVA), CI' (p < 0.0005; ANOVA), Ca?* (p <0.005; ANOVA)
og pH (p <0.0005; ANOVA) og kortisol (p < 0.0005; ANOVA).

Det er en gradvis gkning av osmoregulerende ioner, Na“ og CI-, i blodprevene etter skende
lengde stresseksponering. For mengden Na' i prevene er det signifikante forskjeller mellom
alle grupper; kontroll og tidlig trenging (p < 0.005; post hoc), kontroll og sen trenging
(p < 0.0005; post hoc), mellom tidlig trenging og sen trenging (p < 0.005; post hoc). Jo mer
stresseksponering, desto mer signifikant forskjell mellom gruppene.

For CI er det signifikant forskjell mellom kontroll og sen trenging (p < 0.005; post-hoc)
og tidlig trenging og sen trenging (p < 0.05; post hoc), testen viser derimot ingen signifikant

forskjell mellom kontroll og tidlig trenging (p > 0.13; post hoc).
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Figur 3.1. Gjennomsnitt + SD i mengde Na*, CI', Ca*" og pH i blodprever hentet fra tre grupper fisk,
kontroll, tidlig trenging og sen trenging. Figuren viser ogsa niva av signifikans mellom de tre
gruppene, forskjell i a,b og c representerer en signifikant forskjell for * p < 0.05, ** p <0.005 og ***
p <0.0005.
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Etter stresseksponering av kveite skjer det en ekning i mengde Ca** i blodpreven, det er
signifikant forskjell mellom kontroll og tidlig trenging (p < 0.05; post hoc), kontroll og sen
trenging (p < 0.005; post hoc), men ingen signifikant forskjell mellom tidlig og sen trenging
(p > 0.94; post hoc).

Stresseksponering forer til fall i blodets pH og resulterer i signifikante forskjeller
mellom kontroll og tidlig trenging (p < 0.0005; post hoc), kontroll og sen trenging
(p < 0.0005; post hoc). Det er ikke signifikant forskjell mellom tidlig og sen trenging
(p > 0.96; post-hoc).

Mengde kortisol malt i blodprevene (Figur 3.2), viser ingen signifikant forskjell mellom
kontroll og tidlig trenging (p > 0.80; post hoc). Det er signifikant forskjell mellom kontroll og
sen trenging (p < 0.005; post hoc) og tidlig trenging og sen trenging (p < 0.0005; post hoc).
Gjennomsnitt for kontroll var 77.0 + 58.27 mmol/L, for tidlig trenging 122.0 + 77.84 mmol/L
og for sen trenging 454 + 215.88 mmol/L. Det skjer en tydelig ekning av kortisol i fisk utsatt
for stress, en liten gkning fra kontroll til tidlig trenging, og en stor gkning etter sen trenging.

Normalfordeling av mengde Na* , Cl,, Ca**, pH, og kortisol vises i Figur B6, B7, B8, B9 og

B10 i Appendix. b
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Figur 3.2. Gjennomsnitt + SD kortisol nivd maélt i blodprever. Figuren viser nivé av signifikans mellom
de tre gruppene, forskjell i a og b representert som en signifikant forskjell p& * p < 0.05, ** p < 0.005
og *** p <(0.0005.

32



3.2 Pilotforsgk — stress og holdbarhet

3.2.1 pH i fiskemuskel

Muskel-pH synker med lagringsperioden (p < 0.05; GLM) som vist i Figur 3.3. Kontrollfiskens
lavest malte pH-verdi var 6.2 + 0.06 ved 36 timer. For den stresseksponerte fisken ble laveste

verdi malt ved 24 timer, 6.1 + 0.06 for tidlig trenging og 6.3 & 0.12 for sen trenging.

1
6
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tid (timer)
Kontroll Tidlig trenging Sen trenging

Figur 3.3 Gjennomsnitt £ SD pH maélt i fiskemuskel ved 0 — 48 timer post mortem. Figuren viser niva

av signifikans mellom de tre gruppene ved 12 timer, forskjell i a og b representert som *p < 0.05 (t-test)

Det er signifikant forskjell i pH mellom kontroll og sen trenging (p < 0.05; post hoc), det er
derimot ikke signifikant forskjell mellom kontroll og tidlig trenging (p > 0.08; post hoc) eller
tidlig trenging og sen trenging (p > 0.59; post hoc). pH for hver individ kan sees 1 Figur B1 1
Appendix.
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3.2.2 Rigor indeks (%)

Resultatene fra maling av rigor mortis (Figur 3.4) viser raskere inntredelse av full rigor mortis
i stresseksponert fisk, og betydelig forsinket inntredelse av rigor mortis 1 kontrollfisk.
Kontrollfisken er i maksimum rigor ved 24 timer, den stresseksponerte fisken er i maksimum
rigor ved 12-24 timer post mortem. Kontrollfisken har ogsa en hayere maksimum rigor indeks
(94.7 £9.24 %) enn den stresseksponerte fisken, tidlig trenging (67.2 + 37.7 %) og sen trenging
(57.6 £26.63 %).
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Figur 3.4 Gjennomsnitt + SD rigor indeks (%) 1 kveite malt ved 0 — 78 timer post mortem.

Ved 12 timer er det ingen signifikant forskjell mellom gruppene; kontroll mot tidlig trenging
(p > 0.38; t-test), kontroll mot sen trenging (p > 0.23; t-test), tidlig trenging mot sen trenging
(p > 0.91; t-test). Ved 24 timer er forskjellen signifikant mellom kontroll og tidlig trenging
(p < 0.05; t-test), det er fortsatt ikke noen signifikante forskjeller mellom kontroll og sen
trenging (p > 0.19; t-test) eller tidlig trenging og sen trenging (p > 0.55; t-test). Rigor indeks
for hver individ kan sees i Figur B2 i Appendix.
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3.2.3 Vannbinding

Gjennomsnitt + SD verdier av vannbindingsevne (%) hentet etter tidlig trenging (84.3 + 4.45)
og sen trenging (82.0 + 4.68) viser ikke signifikant forskjell (p > 0.34; t-test). Eksponering for
stress har lite til ingen pdvirkning av vannbindingsevne (Figur 3.5). Vannbindingsevne for hver

individ kan sees i Figur B3 i Appendix.
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Figur 3.5 Gjennomsnitt = SD vannbindingsevne (%) i fiskemuskel hentet etter tidlig trenging og sen

trenging.

3.2.4 Tgrketap

Resultatene fra torketap (Figur 3.6) viser gjennomsnitt £ SD mengde terrstoff (%) i prevene
malt i1 fisk hentet etter tidlig trenging (22.3 £+ 0.87) og sen trenging (22.5 + 0.46), det er ingen
signifikant forskjell mellom gruppene (p > 0.41; t-test).
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Figur 3.6 Gjennomsnitt = SD terrstoff (%) i fiskemuskel malt i fisk etter tidlig trenging og sen trenging.

3.2.5 Farge

Det er ingen signifikant forskjell i farge mélt som L*,a*,b* og yellowness hos fisk hentet ved

tidlig trenging og sen trenging 10 dager post mortem (Tabell 3.1).

Tabell 3.1 Gjennomsnitt = SD farge malt som L*, a*, b* og yellowness malt ved 10 dager post

mortem 1 kveitefilet, med tilherende p-verdi (t-test).

L* a* b* yellowness
Tidlig trenging | 78.6 £ 1.23 2.0+£0.68 12.1+1.51 27.9+2.01
Sen trenging 78.6 £ 1.67 3.0+ 0.57 11.5+0.98 27.1+1.27
p-verdi 0.90 0.13 0.48 0.48

3.2.6 Tekstur

Resultatene (Tabell 3.2) fra brudd analysen viser ingen signifikant forskjell mellom tidlig
trenging og sen trenging (p > 0.42; ANCOVA), og ingen signifikant effekt av proveheyde
(» > 0.11; ANCOVA). Analysen av 60 % hardhet viser derimot signifikant forskjell mellom
tidig trenging og sen trenging (p < 0.05; ANCOVA), men her er det heller ingen signifikant
effekt av provehayde (p > 0.70; ANCOVA).
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Tabell 3.2. Resultat av sylindertest for brudd og 60 % hardhet,

Brudd (N) 60 % hardhet (N) Proveheyde (mm)
Gruppe Gjennomsnitt | SE Gjennomsnitt | SE Gjennomsnitt | SD | n
Tidlig trenging
0.3 0.02 0.3 0.02 28.6 1.72 | 10
Sen trenging
0.3 0.03 0.3 0.01 28.7 1.67 | 10

3.2.7 Filetspalting

Resultatene viser ingen filetspalting ved dag 10 post mortem, verken i kontrollfisk eller

stresseksponert fisk.

3.2.8 Pilotforsgk holdbarhet

Pilotforseket ble utfort for a sikre riktig utferelse av metode under hovedforseket. Utvikling av
kimtall under islagring av kontrollfisk (Figur 3.7) viser hvordan ekningen i log CFU/g stiger 1
sammenheng med lagringstid. For det totale aerobe mesofile kimtall pa JA ble det en gkning
fra dag 7 (log 1.3 £ 0.20 CFU/g) til dag 14 (log 6.1 + 0.45 CFU/g). Det er ingen forskjell i
psykrotroft kimtall ved 15 °C og ved 8 °C gjennom lagringsperioden.
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Figur 3.7 Resultat fra bakteriell dyrking over tid, pa ulike medium i prosjektets pilotforsek. Oppgitt
som gjennomsnitt + SD log CFU/g
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De H,S-produserende bakteriene var ved deteksjonsgrensen (log 1 CFU/g) ved dag 3 og 7
(Figur 3.7). Frem til dag 14 var det en gkning av H>S-produserende bakterier til log 3.1 & 0.92
CFU/g. Ved dag 21 ble det ikke gjort funn av svarte kolonier, proven ved dag 21 ble fortynnet
for mye. Det ble platet ut feil fortynning slik at det ikke ble gjort funn av H>S-produserende
bakterier ved dette proveuttaket. Ved dag 28 ble det igjen gjort funn av svarte kolonier
(log 6.2 £ 0.42 CFU/g).

3.3 Hovedforsgk — kjgleteknologi og holdbarhet

3.3.1 Total aerobt mesofilt kimtall

Det ble malt totalt aerobt mesofilt kimtall fra dag 3 til dag 35 (dag 28 for kontrollfisk) pa JA
med L-cysteine (Figur 3.8). Kimtallsutviklingen starter ved slaktetidspunktet og eker i alle
gruppene (p < 0.0005; GLM) sammen med lagringstid (p < 0.0005; GLM). Log CFU/g er for
kontrollfisken heyere enn for den superkjolte fisken gjennom lagringsprosessen. Det er
signifikante forskjeller mellom C og SI (p <0.05; post hoc), men det er ikke signifikant forskjell
mellom C og S (p > 0.19; post hoc) eller S og SI (p > 0.34; post hoc).
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Figur 3.8 Total aerobt mesofilt kimtall over tid, oppgitt som gjennomsnitt £ SD log CFU/g hos
oppdrettskveite. C = Kontrollfisk, S = Superkjelt uten is, SI = Superkjelt med is.
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Ved dag 14 har gruppe C total aerobt mesofilt kimtall pa log 5.2 + 0.39 CFU/g, S log 3.4 +0.62
CFU/g og Sl log 2.7 £ 0.55 CFU/g. Frem til dag 21 er log CFU/g lavere for gruppe S enn for
SI. Ved dag 21 har det totale acrobe mesofile kimtallet igjen ekt for alle gruppene; C
(log 7.1 £ 0.28 CFU/g), S (log 5.6 = 0.23 CFU/g) og SI (log 5.6 £ 0.31 CFU/g).

3.3.2 Hydrogen Sulfid produserende bakterietall

Vekst av HoS-produserende bakterier pd JA med L-cysteine over tid vises i Figur 3.9.
Utviklingen  av  HoS-produserende  bakterier ~ er  avhenging av  gruppe
(p < 0.0005; nonlinear model) og lagrindstid (p < 0.0005; nonlinear model). Log CFU/g av
H>S-produserende bakterier er lavest for gruppe C under hele lagringsforseket, men det er ikke
signifikant forskjell mellom gruppene; C mot S (p > 0.59; post hoc), C mot SI
(p > 0.06; post hoc) og S mot SI (p > 0.15; post hoc).
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Figur 3.9 Utvikling av H,S-prduserende bakterier over tid hos oppdrettskveite, oppgitt som gjennomsnitt
+ SD log CFU/g. C = Kontrollfisk, S = Superkjelt uten is, SI = Superkjolt med is.
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H»S-produserende bakterier ved deteksjonsgrensen (log 1 CFU/g) ved dag 3 i alle gruppene.
Ved dag 7 post mortem var HaS-produserende bakterier i kontrollfisken ved log 1.7 + 0.69
CFU/g. Under pilotforseket var H>S-produserende bakterier ved deteksjonsgrensen ogsa ved
dag 7 (Figur 3.7). Superkjelt fisk med is og superkjolt fisk uten is var ved deteksjonsgrensen
ved dag 7. Det ble ved dag 14 post mortem mélt H>S-produserende bakterierier over
deteksjonsgrensen 1 alle grupper. Ved dag 21 hadde gruppe C heyest verdi
(log 5.4 £ 0.21 CFU/g) S hadde nest hayest (log 3.7 = 0.25 CFU/g), og lavest hadde SI
(log 3.7+ 0.29 CFU/g).

3.3.3 Psykrotroft kimtall ved 15 °C

Vekst av psykrotrofe bakterier pd L&H agar over tid vises i Figur 3.10. Endringen i psykrotroft
kimtall ved 15 °C er signifikant avhengig av gruppe (p < 0.005; GLM) og lagringstid
(p <0.005; GLM). Log CFU/g for gruppe C er jevnt hgyere enn for den superkjolte fisken, S
og SI, men det er ingen signifikant forskjell pa gruppene; C og S (p > 0.22; post hoc), C og SI
(p > 0.06; post hoc) og til slutt S og SI (p > 0.48; post hoc). T-test viser derimot signifikant
forskjell mellom C og S ved dag 14 post mortem (p < 0.05; t-test), C og SI (p < 0.05; t-test).
Det er ikke signifikant forskjell mellom S og SI (p > 0.12; t-test) ved dag 14 post mortem.
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Figur 3.10. Psykrotroft kimtall ved 15 °C over tid, dyrket pa L&H agar. Oppgitt som gjennomsnitt +
SD log CFU/g. C = Kontrollfisk, S = Superkjelt uten is, SI = Superkjelt med is.
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Gruppe SI var under deteksjonsniva (log 2.3 CFU/g) ved dag 3 og 7 post mortem. S var ogsa
under deteksjonsgrensen ved dag 3, men hadde ved dag 7 log 2.5 £ 0.20 CFU/g. C var ved
log 3.0 £ 0.41 CFU/g ved dag 7. Ved 21 dager post mortem er det psykrotrofe kimtall ved 15
°C for C log 7.1 £ 0.26 CFU/g, for S log 6.1 + 0.17 CFU/g, og for SI log 6.2 + 0.21 CFU/g.

3.3.4 Psykrotroft kimtall ved 8 °C

Vekst over tid av psykrotrofe bakterier pA PCR agar ved 8 °C vises i Figur 3.11. Endringen er
signifikant avhengig av gruppe (p < 0.005; GLM) og lagringstid (p < 0.005; GLM). Det er ingen
signifikant forskjell mellom gruppene; C og S (p > 0.59; post hoc), C og SI (»p > 0.17; post hoc)
og S og SI (p > 0.39; post hoc). Ved dag 14 er det signifikant forskjell mellom C og S
(p < 0.005; t-test) og C og SI (p < 0.005; t-test), men ikke signifikant forskjell mellom S og SI
(p > 0.32; t-test).
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Figur 3.11. Psykrotroft kimtall ved 15 °C over tid, dyrket pa plate count agar (PCA). Oppgitt som
gjennomsnitt = SD log CFU/g. C = Kontrollfisk, S = Superkjelt uten is, SI = Superkjolt med is.
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Alle gruppene var under deteksjonsniva (log 2.3 CFU/g) ved dag 3, S og SI var ogsa under
deteksjonsniva ved dag 7 post mortem. Ved dag 7 post mortem var C log 2.7 = 0.50 CFU/g.
Ved 21 dager post mortem er det psykrotrofe kimtall ved 8 °C for C log 7.1 + 0.22 CFU/g, for
S var det log 6.1 + 0.17 CFU/g og for SI var det log 5.8 £ 0.89 CFU/g.

3.4 Real-time PCR analyse av skinnprgver

3.4.1 Total antall bakterier pa kveiteskinn

qPCR av totalt antall bakterier er en analyse av bade levende, skadde, dede, anaerobe og aerobe
bakterier. Analysen utfert pa kveiteskinn vises 1 Figur 3.12. Vekst av total antall bakterier er
avhengig av lagringstid (p < 0.00005; Faktuell ANOVA), men ikke gruppe
(p > 0.08; Faktuell ANOVA), interaksjonen mellom gruppe og tid er ikke signifikant
(p > 0.15; Faktuell ANOVA).

Som forventet er log bakterier/g hoy for denne typen analyse i forhold til kimtall pa skal.
Dette er fordi ved kimtallsanalyse pé skél vil ikke alle bakterier kunne dyrkes, kun de uskadde
og levende bakteriene vil kunne dyrkes, og de er alle aerobe. I tillegg vil levende bakterier
dyrket péd skal ha ulike krav til neringsstoffer, og fysiske faktorer som temperatur, pH og
oksygen.
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Figur 3.12. Gjennomsnitt = SD log bakterier/g av total mengde bakterier mélt i skinnprevene fra
kontrollfisk (C), Superkjelt uten is (S) og superkjelt med is (SI). Proveuttak ble gjort dag 3 post mortem
for alle grupper, og dag 28 for C og 35 for S og SIL.
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Ved dag 3 ble total antall bakterier mélt til log 5.5 + 0.24 bakterier/g for gruppe C, for gruppe
S log 6.1 £ 0.49 bakterier/g og SI log 6.1 + 0.59 bakterier/g. Ved dag 28 ble siste uttak av
gruppe C utfort og log bakterier/g ble mélt til log 10.8 = 0.17. Siste uttak av S og SI ble utfoert
dag 35 og de hadde henholdsvis log 11.1 £ 0.20 bakterier/g og log 10.8 + 0.19 bakterier/g. Det
gir en log 5 ekning pa 4 uker for gruppe C og 5 uker for gruppe S og SI.

3.4.2 Carnobacterium maltaromaticum

Vekst av C. maltaromaticum 1 skinnprgver vises i Figur 3.13. Utviklingen er avhengig av
lagringstid (p < 0.00005; Faktuell ANOVA), men ikke gruppe (p > 0.15; Faktuell ANOVA).
Interaksjonen mellom gruppe og tid er ikke signifikant (p > 0.79; Faktuell ANOVA).
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Figur 3.13 Gjennomsnitt + SD log bakterier/g av C. maltaromaticum malt i skinnprevene fra kontrollfisk
(C), Superkjelt uten is (S) og superkjelt med is (SI). Preveuttak ble gjort dag 3 post mortem for alle
grupper, og dag 28 for C og 35 for S og SI.

Ved dag 3 ble det kun gjort funn i ett individ i gruppe S (log 5.38 bakterier/g), de to andre ble
satt til log 2 bakterier/g, som resulterte i et gjennomsnitt pa log 2.9 + 1.69 bakterier/g for gruppe
S. Resterende individer i gruppe C og SI var under deteksjonsniva (log 2 bakterier/g) ved dag
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3. Mengden C. maltaromaticum var ved dag 28 i gruppe C log 9.5 + 0.51 bakterier/g. Ved dag
35 ble det for S malt log 9.8 + 0.20 og SI ble det mélt log 9.4 + 0.21 bakterier/g.

3.4.3 Photobacterium phosphoreum

Vekst av P. phosphoreum over tid (Figur 3.14), er ikke signifikant avhengig av gruppe
(p > 0.35; Faktuell ANOVA), men av lagringstid (p <0.0005; Faktuell ANOVA). Interaksjonen
mellom gruppe og tid er ikke signifikant (p > 0.90; Faktuell ANOVA).
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Figur 3.14 Gjennomsnitt + SD log bakterier/g av P. phosphoreum malt i skinnprevene fra kontrollfisk
(C), Superkjelt uten is (S) og superkjelt med is (SI). Preveuttak ble gjort dag 3 post mortem for alle
grupper, og dag 28 for C og 35 for S og SI.

Ved dag 3 ble det ikke gjort funn av P. phosphoreum i gruppe C, men det ble gjort funn pa ett
individ i gruppe S og SI. Ved dag 28 ble det gjort funn i gruppe C (log 5.9 £ 0.50 bakterier/g).
Ved dag 35 ble det gjort funn i1 gruppe S (log 6.8 + 1.68 bakterier/g) og SI
(log 6.5 + 0.99 bakterier/g).
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3.4.4 Vibrio ssp.

Vekst av Vibrio ssp. pa kveiteskinn (Figur 3.15) er avhengig av lagringstid
(p <0.005; Faktuell ANOVA), men ikke gruppe (p > 0.28; Faktuell ANOVA) og interaksjonen
mellom gruppe og tid er ikke signifikant (p > 0.21; Faktuell ANOVA).
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Figur 3.15 Gjennomsnitt + SD log bakterier/g av Vibrio ssp. malt i skinnprevene fra kontrollfisk (C),
Superkjelt uten is (S) og superkjelt med is (SI). Preveuttak ble gjort dag 3 post mortem for alle grupper,
og dag 28 for C og 35 for S og SI.

I provene hentet fra kveite er det observert en nedgang i mengden Vibrio ssp. over tid. I gruppe
C var nedgangen fra dag 3, fra log 3.6 + 1.10 bakterier/g, til under deteksjonsniva ved dag 28
(log 2 bakterier/g). For gruppe S var nedgangen fra log 3.8 £ 1.22 bakterier/g ved dag 3, til
log 2.2 + 1.35 bakterier/g ved dag 35. Til slutt var nedgangen i gruppe SI fra log 4.5 + 0.27
bakterier/g ved dag 3 til log 2.4 = 0.75 bakterier/g dag 35.

3.4.5 Shewanella putrefaciens

S. putrefaciens var under deteksjonsgrensen (< 2 log bakterier/g) og ble ikke observert gjennom

lagringsperioden.
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3.4.6 Lactococcus lactis

Endring i bakterier/g av L. lactis over tid (Figur 3.16) er ikke signifikant avhengig av verken
gruppe (p > 0.79; Faktuell ANOVA), lagringstid (p > 0.10; Faktuell ANOVA) eller
interaksjonen mellom gruppe og tid (p > 0.15; Faktuell ANOVA).
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Figur 3.16 Gjennomsnitt = SD log bakterier/g av L. lactis malt i skinnprevene fra kontrollfisk (C),
Superkjelt uten is (S) og superkjelt med is (SI). Preveuttak ble gjort dag 3 post mortem for alle
grupper, og dag 28 for C og 35 for S og SI.

L. lactis er malt til relativt lave nivaer i kveiteskinn, og nivaet holdt seg relativt stabil gjennom
lagringsperioden for gruppe C og SI. Gruppe C maler log 3.1 + 0.77 bakterier/g ved dag 3 og
ved dag 28 log 3.3 & 0.22 bakterier/g. I gruppe SI er ble det malt log 2.9 & 1.03 bakterier/g ved
dag 3, og ved dag 28 log 2.8 = 0.88 bakterier/g.

3.4.7 Pseudomonas aeruginosa

Resultater fra qPCR analyse av P. aeruginosa (Figur 3.17) viser ingen signifikans mellom
grupper (p > 0.22; Faktuell ANOVA) eller avhengighet av tid (p > 0.19; Faktuell ANOVA).
Interaksjonen er ikke signifikant (p > 0.08; Faktuell ANOVA).
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Figur 3.17 Gjennomsnitt + SD log bakterier/g av P. aeruginosa malt i skinnprevene fra kontrollfisk
(C), Superkjelt uten is (S) og superkjolt med is (SI). Preveuttak ble gjort dag 3 post mortem for alle
grupper, og dag 28 for C og 35 for S og SI.

Gruppe C hadde 1 individ med pévist P. aeruginosa (log 3.5 bakterier/g) ved dag 3, og gruppe
C er dermed eneste gruppe med gjennomsnitt bakterier/g over deteksjonsgrensen
(log 2 bakterier/g) ved forste proveuttak. Det ble ikke gjort funn av P. aeruginosa ved dag 28 i
gruppe C. Ved dag 35 ble det detektert P. aeruginosa i 2 individer i gruppe S (log 5.2 og log
2.7 bakterier/g) og ett individ i gruppe SI (log 4.8 bakterier/g).

3.4.6 Pseudomonas ssp.

Ved dag 3 ble det milt log 5.1 + 0.42 bakterier/g Pseudomonas ssp. 1 gruppe C, log 5.8 + 0.65
bakterier/g i gruppe S og i gruppe SI var det log 5.9 + 0.72 bakterier/g (Figur 3.18). Resultatene
innhentet med qPCR for Pseudomonas ssp. ble korrigert ved & trekke fra log 1.36 (Reynisson
et al.,2008).
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Figur 3.18 Gjennomsnitt + SD log bakterier/g av Pseudomonas ssp. mélt i skinnprevene fra kontrollfisk
(C), Superkjelt uten is (S) og superkjelt med is (SI). Preveuttak ble gjort dag 3 post mortem for alle
grupper, og dag 28 for C og 35 for S og SI.

Smeltekurveanalysen (Figur 3.19) for prover hentet ut ved dag 28 og 35 viser at pravene har to
topper, som betyr at analysen detekterer noe uspesifisert i preven og vi fir et kraftig
overestimert resultat for Pseudomonas ssp. Det vil si at analysen ikke er spesifikk for
Pseudomonas ssp. Resultatene fra smeltekurvene til skinnprevene fra dag 3 tyder péd at

deteksjonen av Pseudmononas ssp ved denne dagen er riktig.
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Figur 3.19. Smeltekurveanalyse av Psudomonas ssp.. Figuren viser grav for negativ kontroll (gul),
standard (bla), kontroll ved dag 28 (oransje) og superkjelt uten is dag 3 (grd). Endring i fluorescens

intensitet plottet mot funksjon av temperatur.

3.5 Sensorisk holdbarhet

3.5.1 Quality index measurement (QIM)

Resultatene av QIM-analysen vises i Tabell 3.3. For kvalitetsparameterne; utseende — mork
skinnside, utseende — slim, gye — form, gjelle — lukt, gjelle — farge og totalsum, er C den gruppen
med heyest verdi, og dermed lavest sensorisk kvalitet. De superkjoelte fiskene, S og SI, har lik
score pé de fleste kvalitetsparametere utenom gjelle — lukt og gjelle — farge, hvor S har en

heyere verdi enn SI.

Tabell 3.3: QIM-analyse. Medianverdi for hver gruppe og p-verdi, for hver analysert

kvalitetsparameter.

C S SI p-verdi
Utseende — meork skinnside 2 1 1 <0.0001
Utseende — Slim 2 1 1 <0.0001
Utseende — tekstur 1 1 1 0.69
Oye — form 2 1 1 0.02
Oye — klarhet 1 1 1 0.20
Gjelle — farge 2 2 1 0.99
Gjelle — slim 2 2 2 0.78
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Det er signifikante forskjeller mellom gruppene for kvalitetsparameterne; Utseende - merk
skinnside, Utseende- slim, oye - form, gjelle lukt i tillegg til totalsum (Tabell 3.3). Dette er som

nevnt de kvalitetsparameterne som C scorer hgyere i enn S og SI.

QIM totalsum er hayere for kontrollfisken enn den superkjoelte fisken (Figur 3.20), Gruppe C
er signifikant forskjellig fra S (p < 0.005; median test) og SI (p < 0.0005; median test). S er
ikke signifikant forskjellig fra SI (p > 1.00; median test).
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Figur 3.20 QIM - Totalsum (median) for kontrollfisk(C), Superkjelt fisk uten is (S) og Superkjelt fisk
med is (SI) med tilherende 25 og 75 % kvartil og min-maks verdi.

Medianverdier for gjellelukt (Figur 3.21), C er signifikant forskjellig fra S

(p <0.005; median test) og SI (p < 0.00005; median test), S og SI er ikke signifikant forskjellig

fra hverandre (p > 1.00; median test).
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Figur 3.21. QIM — Median verdier for gjellelukt for kontrollfisk (C), Superkjelt fisk uten is (S) og

Superkjelt fisk med is (SI) med tilherende 25 og 75 % kvartil og min-maks verdi.

3.6 Temperaturmalinger

Kjelekjeden til kveiten ble malt ved bruk av temperaturloggere plassert inni buken til kveiten,

og viser intern og ekstern temperatur over tid. Figur 3.22 viser at den interne temperaturen til

kontrollfisken er mellom 0 - 2 °C ved 280 min, den eksterne temperaturen er ved 0 °C ved

280 min. Etter dette gker den interne og eksterne temperaturen, den ligger lenge ved 3 °C, og

intern og ekstern temperatur holder seg relativt stabil i forhold til hverandre. Kontrollfisken

har ikke en intern temperatur pa 0 °C for etter 1610 min.
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Figur 3.22 Kjelekjede for kontrollfisk, gjennomsnitts temperatur (°C) méilt internt (bld) og

eksternt (red) over tid.

Den superkjolte fisken (Figur 3.23) har ogsé en temperatur mellom 0 — 2 °C ved 280 min,
men kurven viser en jevnere reduksjon i temperatur frem til den stabiliserer seg pd 0 °C rundt
840 min. Fisken som superkjoles far en raskere nedkjeling av interntemperatur i forhold til
kontrollfisk. Ekstern og intern temperatur for superkjelt fisk (S og SI) kan sees i Figur B4 og
BS5 i Appendix.
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Figur 3.23 Kjelekjede for superkjoltfisk, gjennomsnitts temperatur (°C) malt internt (bld) og
eksternt (red) over tid (min)

Den interne temperaturendringer over tid i to superkjoelte fisk med is og to superkjelte fisk uten
is vises 1 Figur 3.24. Grafene har svingninger, men alle holder seg under 0 °C under
lagringsperioden. Den ene superkjelte uten is kjeles helt ned til -2 °C ved 986 min, for det skjer
et brudd i kjelekjeden som far temperaturen til & stige over tid. Temperaturen ved siste maling
legger seg sa rundt -0.5 °C. For den andre superkjelte uten is svinger temperaturen fra -1 °C
ved 1 time, til -1,4 °C ved 1971 til 3941 timer og deretter opp til -0.3 °C ved siste méling. Den
rosa grafen som herer til en superkjelt fisk med is, viser at den interne temperaturen holder seg
ved -1.0 grad fra 1 time til 9851 timer, herfra gker temperaturen opp til ca. -0.6 °C ved siste
maéling. For den siste superkjolte fisken med is ser vi en jevn temperaturreduksjon frem til 3941
hvor det skjer et brudd i1 kjelekjeden og temperaturen gker, den endelige temperaturen ligge ved

-0.5 °C.
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Line Plot of multiple variables
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Figur 3.24 Multippel lineplott av interne temperaturendringer i to superkjolte med is og to
superkjolte ute is.

54



4. Diskusjon

4.1 Metode evaluering

Under utferelse av holdbarhet ble det forste uttaket av kontrollfisk og superkjelt fisk hentet ved
dag 3 post mortem. Dette var fordi det ikke var mulig & fa hentet ut prever fra kontrollfisk ved
dag 0, da fisken ble sendt til slakteri fra lokaliteten og métte si hentes. Dag 3 ble for oss den
forste mulige dag for preveuttak og det ble derfor ogsa replisert for superkjolt fisk som ble
fraktet direkte fra lokaliteten til laboratoriet. Det var ogsa svert viktig at kveiten som skulle bli
superkjolt ble nedkjelt til lav nok temperatur, kveiten ble kjolt til -1.2 / -1.4 °C. For & simulere
frakt fra slakteri for den superkjolte fisken som allerede var pa lab, ble den plassert i kjolerom
ved 4 °C.

Naér fisken ble superkjolt ble temperaturen senket for lavt og innvollene ble frosset. Det
ble derfor ikke mulig & sloye den superkjolte fisken ved samme tidspunkt som kontrollfisken
ble sloyd. Nér fisken ble hentet ut fra RSW tanken var den kjolt ned mot frysepunkt pd -1.2 / -
1.4 °C og siden den ikke kunne sloyes med en gang, ble den plassert direkte i kasser med og
uten is. Superkjelingen var derfor for hard med tanke pa prosessering, og forstyrret
forseksdesignet. Kjoletemperatur og frysepunkt er faktorer som mé vurderes med tanke pa
kommersialisering. Den superkjolte kveitens temperatur matte stige for fisken kunne bli sloyet.

Den superkjolte fisken ble sloyd dag 14 post mortem.

Skinnprever ble tatt ved forste og siste proveuttak. Kontrollfisken hadde sensorisk og
mikrobiologisk holdbarhet som tilsa at fisken var klar for & kastes ved dag 28 post mortem,
siste uttak ble derfor utfert denne dagen. Den superkjolte fisken hadde bedre sensorisk og
mikrobiologisk holdbarhet enn kontrollfisken og det siste praveuttaket for superkjelt fisk tatt
35 dager post mortem. Det ble derfor utfert qPCR analyse pa prover tatt ved ulike dager. Fra
det forste uttaket ved dag 3 er det likt for alle grupper, og det siste uttaket er tatt ved en ukes
mellomrom, dag 28 (for C) og 35 (for S og SI).

Muskel-pH ble mélt fra 0 til 78 timer post mortem. pH-verdiene svinget under malingene og

ved siste maling var ikke pH-meteret kalibrert riktig. Dataene fra siste maling ble derfor ikke

tatt med i resultatene.
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For analyse av psykrotolerante mikroorganismer i sjomat er det anbefalt & bruke NMKL
(Nordisk metodikkomité for naeringsmidler) metode nr. 184 (Broekaert et al., 2011). Denne
metoden er en konvensjonell dyrkningsbasert metode for bestemmelse av aerobt kimtall og
spesifikke spoleringsorganismer i fersk og lettkonservert fisk og fiskeprodukter (NKML, 2006).
JA kan brukes for bestemmelse av total aerobt kimtall og H>S-produserende bakterier. H»S-
produserende bakterier vises som svarte kolonier i JA, da H>S-produserende bakterier bryter
ned L-cysteine og den svarte fargen kommer som et resultat av utfellingen av jernsulfid (FeS)
(Gram, Trolle, & Huss, 1987). Long & Hammer agar er brukt for bestemmelse av
kuldetolerante og varmelabile mikroorganismer (NKML, 2006). Shewanella, Vibrio, P.
phosphoreum, Pseudomalteromonas, og P. fluorescens vil ikke vokse pd PCA, beregningen av
bakteriell vekst vil derfor vaere underestimert for PCA. Bakterier som ikke krever NaCl vokser
bedre pa PCA, som Flavobacterium, Pseudomonas ssp. og Acinetobacter ssp. Dette indikerer
at mikroorganismer som er viktige for spolering av fersk fisk, er avhengig av medium med
tilsatt salt. L&H agar har dermed bedre kvantitativ totalkim og kvalitativ resultat for kvalitets
analyser av fisk (Broekaert et al., 2011).

Deteksjonsgrenser under real-time PCR ble i dette studiet satt til log 2 bakterier/g. De negative
kontrollene var alltid negative. Dette viser at real-time PCR analysen var pélitelig.

Deteksjonsgrensen for total acrobt mesofilt kimtall og H,S-produserende bakterier var
satt til 1 log CFU/g. Deteksjonsgrensen for psykrotroft kimtall pd PCA og L&H er satt til log
2.3 CFU/g.

4.2 Kvalitetsresultater

Atlantisk Kveite er ansett som en premium kvalitetsfisk som er reflektert i markedsprisen, og
med en slik hoy markedspris er det ogsd forventet hoy kvalitet fra forbruker. Ved a forbedre
kvaliteten pa produktet kan man ogsd eoke lonnsomhet samtidig som man bevarer
fiskevelferden. Det er utfert fa studier pa kvalitet av kveite (Guillerm-Regost et al., 2006; Roth,
Foss, et al., 2009), og de fi analysene er som regel utfort pa kveite over en gitt lagringsperiode.
Det er derfor vanskelig & se dem i sammenheng med dette prosjektet, hvor det er utfort analyser
pa endring 1 kvalitetsfaktorer som resultat av stresseksponering og ikke som resultat av

lagringstid.
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Stresseksponering under hesting har en effekt pa muskel-pH (Roth et al., 2012). Endringer i
muskel-pH malt i kveite pavirkes av stresseksponering pre mortem som resulterer i at muskel-
pH faller raskere for fisk stresset pre mortem. Kombinasjonen av sen trenging og pumping gir
en signifikant forskjell mot kontrollfisk. Dette er i samsvar med andre studier utfert pa atlantisk
laks (Lerfall et al., 2015; Roth et al., 2012). pH 1 blod blir ogsa pavirket av stress, hvor
resultatene fra blodmaélingene viser signifikant fall i pH for béade tidlig og sen trenging

sammenlignet med kontrollfisk.

Anaerob dannelse av ATP som folge av stress, forer til opphoping av laktase, som igjen forer
til lavere pH. Lavere pH forer sé til tidligere inntredning av rigor mortis. (Roth et al., 2012). I
folge Roth ef al. (2012) pavirker stresseksponering i form av pumping og trenging pre mortem
tiden det tar for utbrudd av rigor mortis i atlantisk laks, dette ble ogsé pavist i atlantisk kveite
under denne studien. Resultatene fra dette forseket viser en raskere inntreden av full rigor
mortis i stresset fisk, full rigor malt i stresset fisk var lavere enn hos kontrollfisken. Rigor mortis
er en kvalitetsfaktor som er avhengig av tid. Etter 12 timer var alle individene 1 rigor mortis,
og ved 24 timer er flere av individene fra kontrollgruppen og tidlig trenging pa vei ut av rigor
mortis. Fé individer med forskjeller gir dermed heye standardavvik. Tidlig inntredelse av rigor
mortis som folge av stress rundt slakting, kan skape problemer med kvalitetsfaktorer som okt
filetspalting (Roth, Birkeland, & Oyarzun, 2009). Rigor mortis blir pavirket av flere faktorer,
blant annet temperatur, og for fremtidige undersokelser pd Atlantisk kveite ville det veert

spennende & underseke effekten superkjoeling har pd rigor mortis 1 Atlantisk kveite.

En vanlig utfordring i matindustrien er 4 opprettholde lavt drypptap og god vannbindingsevne.
Flere ulike metoder kan bli brukt for & méle vannbindingsevne, konvensjonelle metoder som
sentrifugeringstap, gravitasjonstap, koketap og tine tap. Ikke-invasive metoder som lavfelt-
kjernemagnetisk resonans (LF-NMR), magnetisk resonansavbilding (MRI) og ner-infrared
spektroskopi (NIR). Resultater oppnddd fra ulike malinger ber sammenlignes med studier som
inkluderer de samme tekniske detaljene og beregningsmetodene (Chan, Roth, Jessen, Jakobsen,
& Lerfall, 2022). Dersom fiskemuskelen mister vann, vil vekten av produktet synke og dermed
ogsé pavirke salgspris (Olsson et al., 2003).

Stresset Atlantisk laks har i folge Roth et al. (2006) signifikant heyere drypptap,
filetspalting og mykere tekstur enn fisk som ikke har vert stresset pre mortem (Roth et al.,

2006). I dette forseket ble det ikke observert filetspalting 1 kveite muskel. Resultatene viser

57



ogsa ingen signifikant forskjell mellom tidlig trenging og sen trenging i malinger av drypptap,
torrstoff.

Et studie utfert av Duun (2008) viste at laksefileter som ble superkjelt ved -1.4 °C hadde
signifikant heyere drypptap (1.6 %) enn de lagret ved -3.6 °C (0.3 %). Drypptap under 2 % er
ansett som lavt (Chan et al., 2022). Chan et al. (2020) utforte et studie pa effekten av
superkjoling i RSW pé vannbinding i atlantisk laks ved subzero temperaturer. De fant at fisk
lagret 1 RSW og sé pa is etter filetering har lavest drypptap, men de lagret i RSW og deretter
superkjolt i flytende nitrogen gav den lavest vannbindingsevnen (Chan et al, 2022). I
fremtidige studier vil det derfor vaere spennende & undersgke effekten superkjoling har pa

vannbindingsevne i Atlantisk kveite.

Generelt tilsvarer lav vannbindingsevne at muskelen er preget av en heoy grad av fasthet og
fibres struktur (Olsson et al., 2003). Stress under slakt kan fore til blet tekstur og heyere grad
av filetspalting (Merkere, 2008). Endringer i tekstur som resultat av stresseksponering pre
mortem ble analysert 1 dette forseket, hvor det i analyse av 60 % hardhet ble bekreftet
signifikant forskjell mellom tidlig og sen trenging. Det ble derimot ikke pavist signifikante
forskjeller mellom tidlig og sen trenging i maling av brudd. Her er det naturlig & forvente en

storre forskjell om vi hadde hatt kontrollfisk mot sen trenging.

Det er vanlig & eksponere fersk fisk for luft under utstilling av fersk sjemat 1 ferskvaredisken.
Fisk inneholder flerumettede fettsyrer og eksponering for luft forer til oksidering av disse
flerumettede fettsyrene. Oksidasjonen forarsaker harskning av produktet som ogsa resulterer i
forringelse av farge, tekstur og smak (Frigg, Prabucki, & Ruhdel, 1990; Waagbe, Sandnes,
Torrissen, Sandvin, & Lie, 1993). Ruff, Fitzgerald, Cross, and Kerry (2002) rapporterer gode
resultater angdende fargeendring i vill Atlantisk kveite, det rapporteres om smé endringer 1
farge som folge av lipidoksidasjon. Hos hvit fisk er nyansevinkel og kroma nesten utelukkende
definert av b*-verdier, ettersom fileter blir mer gule. Det konkluderes med god
holdbarhetskapasitet nir det kommer til farge pa vill Atlantisk kveite, og funnene er sett i
sammenheng med kjent materiale for oppdrettsfisk. Det konsekvente forholdet mellom
fargeparameter og lipidoksidasjon for Atlantisk Kveite kan vare brukbart i holdbarhets
forventinger (Ruff et al., 2002).

Farge i fiskens kjott blir i dette prosjektet analysert bdde som en sensorisk
kvalitetsparameter (QIM analyse) og ved bruk av DigiEye (CIEL*a*b*). Det ble ikke malt

farge over tid i1 dette forseket, men farge etter stresseksponering. Det er kjent at stress
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eksponering reduserer pH i kveitemuskel, og okt det er rapportert okt lyshet i fiskefilet med
lavere post mortem pH (Robb, 2001). Filetfargen i Atlantisk kveite korrelerer ogsd med muskel-
pH (Roth, Foss, ef al., 2009). Det er i dette forseket ikke avdekket signifikante forskjeller 1
L*,a* eller b* mellom tidlig trenging og sen trenging. Ifelge Guillerm-Regost et al. (2006)
starter L* verdien 1 kveite lagret pa is ved 50-70 og over tid stabiliserer den seg ved 70-80.
Resultatene fra dette forseket gav L* verdi pa 78.6 + 1.23 for tidlig trenging og 78.6 + 1.67 for

sen trenging.

4.3 Superkjgling

Superkjoling er et godt alternativ til & bevare kjolekjeden av ferske fiskeprodukter. Etter
prosessering av fisken er neste oppgave a opprettholde temperaturen under lagring og transport.
Pakking av produktet spiller stor rolle i & opprettholde kjolekjeden og & unnga
temperaturvariasjoner (Kaale et al., 2011). Ved konvensjonell pakking av fisk i kasser med is
er 20 % av totalvekten fra tilsatt is, isen holder fisken kald og fersk, men tar mye plass. 1 2010
ble det eksportert 922 00 tonn med laks fra Norge, mesteparten av denne fisken var fersk og
pakket med is. Det betyr at i tillegg til 922 000 tonn laks ble det eksportert ut 230 millioner liter
vann, dette tilsvarer 7500 trailere med is (Sivertsvik & Rotabakk, 2013).

Iskrystallene som dannes under superkjeling, ved overflatelaget, absorberer varme fra
miljoet og temperaturen kommer i likevekt 1 det superkjolte produktet. Superkjoling skaper pa
denne maéten et internt is lager slik at det ikke blir et behov for ekstern lager med is under
transport eller lagring ved korte perioder (Kaale ef al., 2011). Superkjeling minimerer dermed
energi-, arbeids- og transportkostnader og miljepavirkning (Kaale & Eikevik, 2014).
Transportkostnader blir lavere nar all den isen som tidligere er brukt for kjeling blir fjernet, det
er na plass til mer kveite i hver kasse nd som det ikke er is. Det er ogsa miljebesparende a ikke
métte pakke med is. Kjoling stdr for omtrent 40 % av det totale energibehovet under
distribusjon, dette gjor distribusjon av frossen mat 1.7 ganger sd energikrevende som
distribusjonen av dagligvarer ved omgivelsestemperatur (McKinnon & Campbell, 1998). I

tillegg brukes mindre vann og mindre energi for omgjering av vann til is.

Dersom fisken tiner og fryser om hverandre, sd vil det bli dannet storre iskrystaller som igjen
forer til heyt terketap. Om fisken blir superkjolt og deretter lagret pd kjelerom sd vil
temperaturen gradvis stige. Med is vil da isen smelte og holde fisken kald. Uten is vil fiskens

temperatur stige over 0 °C grader. Superkjoling utvider muligheten for transport av ferske
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produkter av hey kvalitet til nye potensielle omrader til fornuftige kostnader (Wang & Sun,

2012). For lengre perioder vil det vaere behov for ekstra nedkjeling (Kaale et al., 2011).
Videre kan man gjere forsek for & optimalisere superkjelingen, ved 4 underseke hvilken

metode av superkjoling som gir best resultater, ved & se pa ulike faktorer som temperatur,

nedkjelingstid, bruk av gass eller RSW for nedkjeling osv.

4.4 Mikrobiologisk holdbarhet

Bakteriell -og sensorisk holdbarhet er svart viktige faktorer for markedsfering av Atlantisk
kveite da den som regel selges fersk, uten andre former for konservering som beskytter mot
spoleringsprosesser (Ruff et al., 2002). Det er utfort fa studier om holdbarhetsegenskapene til
Atlantisk kveite (Guillerm-Regost et al., 2006) samt analyser av bakterieflora pa kveiteskinn.
Det er kjent at kveite har lengre holdbarhetstid enn andre fiskearter, drsaken er ukjent, men det
spekuleres 1 om det finnes hoye nivaet av antimikrobielle peptider i slimet (Birkemo, Mantzilas,

Liiders, Nes, & Nissen-Meyer, 2004).

Pilotforseket av holdbarhet fungerte god i 4 sikre en riktig utferelse av hovedforseket.
Resultatene fra den mikrobiologiske analysen viser at kontrollgruppen har hgyere log CFU/g,
gruppe S og SI er relativt like, men S er nest hoyest og SI er lavest. Nér det totale kimtall for
fersk fisk er ved 6 log CFU/g er den ansett som spolert, og produktet er uensket av kunder
(Broekaert et al., 2011). Total aerobt mesofilt kimtall gker med lagringstid, maksimum ble malt
til log 7 CFU/g for alle grupper. Kontrollfisken nddde maksimum ved dag 21 og superkjolt ved
dag 28, for bakteriell vekst flatet ut for alle grupper. Mengden HxS-produserende bakterier okte
frem til log 5 CFU/g for det flatet ut for alle grupper, for kontrollfisken var maksimum nadd
ved dag 21 og for superkjelt fisk ved dag 28.

Guillerm-Regost et al. (2006) fant i sitt holdbarhetsforsek pa muskelprover med skinn fra
oppdrettskveite, et total aerobt mesofilt kimtall som falt fra 3 log CFU/g til 2 log CFU/g fra dag
1 til dag 4. Guillerm-Regost et al. (2006) og Hovda, Sivertsvik, Lunestad, Lorentzen, and
Rosnes (2007) fant i likhet med denne studien at kimtallet gkte frem til dag 20 og 23, hvor det
nadde et maksimum pa 7 log CFU/g fer det jevnet seg ut.

For H>S-produserende bakterier fant Guillerm-Regost et al. (20006) i sitt studie at bakterienivaet
hold seg konstant frem til dag 8, i denne studien holdt verdiene for HoS-produserende bakterier
seg konstant for superkjolt fisk, men ikke for kontrollfisk. I likhet med Guillerm-Regost ef al.
(2006) ble maksimum for H>S-produserende bakterier malt til 5 log CFU/g.
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Det totale acrobe mesofile kimtall mélt pd kveitemuskel i dette prosjektet var malt til log 6
CFU/g ved dag 17 for kontrollfisken og for den superkjelte fisken ved dag 23 post mortem. Det
betyr en gkning i holdbarhet pa 6 dager ved & superkjole kveite i RSW. Holdbarheten regnes
kun ut fra totalkim. Analyse av psykrotrofe bakterier ved 15 °C og 8 °C viser ogsé at det er en
redusert bakteriell vekst pa superkjelt fisk, som kan tilsi en gkning av holdbarhet pa 5-6 dager.
Psykrotroft kimtall ved 15 °C var malt til log 6 CFU/g etter 16 dager, superkjoltfisk har log 6
CFU/g etter 21-22 dager. Psykrotroft kimtall ved 8 °C pd kontrollfisken ble malt til 6 log CFU/g
etter 16-17 dager, superkjelt uten is var ved log 6 CFU/g etter 21 dager, og superkjolt med is
har 6 log CFU/g etter 22 dager.

Selv. om konsentrasjonen av aerobt kimtall kan brukes som en generell indikator pa
mikrobiologisk kvalitet, indikerer ikke konsentrasjonen av total aerobt kimtall tilstedevarelsen
av spesifikke spolerings organismer, for det spesifikke produktet under de spesifikke
emballasjebetingelsene (Fogarty et al., 2019). Det ble ikke gjort funn av H>S-produserende
bakterier for dag 14 i superkjelt fisk. Log CFU/g for HoS-produserende bakterier er lavere enn
for totalkim. Kontrollgruppen nar log 4 CFU/g ved dag 16, mens superkjolt nér log 4 CFU/g

22 dager post mortem, det er en redusert bakteriell vekst pa 6 dager.

Den superkjelte fisken har ikke en bakteriell vekst av betydning for dag 14, mens kontrollfisken
har bakterievekst allerede ved dag 7. Ved a ikke superkjole fisken taper man derfor en hel uke
i holdbarhet. Det skjer en bakteriell vekst i produktet helt fra start som man ikke har stoppet og
den logaritmiske veksten edelegger resten av holdbarheten. Ved darlig behandling fra start vil
man tape det man har investert pa veien, og et s bra produkt som hel atlantisk kveite er blir
spolert lenge for nedvendig. Tidligere studier av superkjolt laks viser i likhet med denne studien
at superkjoling reduserer vekstraten av all bakteriell vekst, og eker dens holdbarhet (Duun,

2008; Kaale et al., 2011)

4.5 gPCR analyse av skinnprgver

Mengden av en bestemt bakterie reflekterer ikke nedvendigvis spoleringsstatus for enhver fisk
da spolering av fisk er artsspesifikk og avhengig av fiskens opprinnelse, prosesserings- og
lagringsforhold (Reynisson ef al., 2008). I tillegg avhenger spoleringen av hvilke bakterier som

er tilstede. Fisk fra tempererte vann lagret pa is under aerobe forhold er normalt dominert av
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S. putrefaciens, Photobacterium ssp., Pseudomonas ssp., og Vibrionaceae (Huss, 1995). Det
ble derimot ikke gjort funn av S. putrefaciens eller P. aeruginosa péd kveiteskinn under
lagringsperioden. Hovda et al. (2007) gjorde ikke funn av S. putrefaciens i kveite ved bruk av
PCR-DGGE, men den ble funnet sporadisk og i lave konsentrasjoner basert pa mikrobielle
metoder (Hovda et al., 2007). Roth et al. (2014) fant ikke S. putrefaciens eller P. aeruginosa
pa skinnprever fra piggvar (Scophthalmus maximus) over tid (Roth et al., 2014).

I en studie utfort av Himelbloom, Brown, and Lee (1991) ble det funnet at mikrofloraen
til hel stillehavskveite (Hippoglossus stenolepsis ) er dominert av Moraxella- arter, etterfulgt
av Pseudomonas, Staphylococcus, og Anthrobacter/Corynebacterium. Den mikrobielle floraen

i sloyd kveite var dominert av Anthrobacter/Corynebacterium og Moraxella

(Himelbloom et al., 1991).

I likhet med Roth et al. (2014) var P. phosphoreum under deteksjonsgrensen frem til siste
proveuttak, og bade Vibrio ssp. og Lactococcus lactis ssp. var stabile under lagringsperioden
for piggvar og kveite. Det er derfor naturlig a tenke at Vibrio ssp. og L. lactis ssp. er en del av
normalfloraen pa skinn og slim (Roth et al., 2014). Hovda et al. (2007) konkluderte med at
P. phosphoreum, Pseduomonas ssp. og B. thermosphacta er en del av den naturlige floraen pé

modifisert atmosfaere pakket oppdrettskveite (Hovda et al., 2007).

C. maltaromaticum er en veldig kundetolerant bakterie, den finnes i sjgmat og er i stand til &
vokse konsentrasjoner i forskjellige ferske og lett konserverte produkter. Etter frossen lagring
(—20 til =30 °C 1 5-8 uker) ser C. maltaromaticum ut til & vaere spesielt fremtredende 1 kjolt
MAP-fisk (Leisner, Laursen, Prévost, Drider, & Dalgaard, 2007). I en studie utfert av Paludan-
Miiller, Dalgaard, Huss, and Gram (1998) pd vakuum- og modifisert atmosfaerepakket kaldrokt
laks lagret ved 5°C, ble det funnet at selv nar C. maltaromaticum er tilstede i heoyt antall
(107-108 CFU/g) i flere uker, akselerer ikke veksten spoleringsprosessen til pakket kaldrekt
laks. De konkluderte derfor med at C. maltaromaticum sannsynligvis ikke er ansvarlig for
spolering av kaldrekt laks (Paludan-Miiller et al., 1998). Det er rapportert at C. maltaromaticum
kan produsere bacteriocin under spesifikke miljebetingelser (Gursky et al., 2006; Martin-
Visscher et al., 2008) som kan hemme vekst av andre bakterier (Roth et al., 2014). Pé piggvar
skinn var det C. maltaromaticum som var den dominerende bakterien (Roth et al., 2014), og
slik var ogsa tilfellet for Atlantisk kveite. Resultatene fra dette studiet viser at konsentrasjonen
av C. maltaromaticum er lav ved dag 3, og vokser bra ved 4 grader, og dermed utkonkurrerer

de andre.

62



Pseudomonas ssp.

Standardkurve for qPCR analyse av Pseudomonas ssp. er ikke kommersielt tilgjengelig og
matte tillages. Metoden til Reynisson et al. (2008) for qPCR analyse av Pseudomonas ssp. i
skinnprever ble utfort med bdde TagMan™ og SYBR Green Master Mix. TagMan™ Master
Mix fungerte ikke under qPCR analyse av Pseudomonas ssp., i motsetning til slik som
Reynisson et al. (2008) rapporterer. I likhet med Reynisson ef al. (2008) ble det gjort funn av
Pseudomonas ssp. ved bruk av SYBR Green Master Mix. Analysen med SYBR Green Master
Mix gav positivt utslag, men mengden Pseudomonas ssp er kraftig overestimert ved siste uttak
for bade kontroll -og superkjeltfisk.

Ved slutten av en PCR-analyse tillater inkludering av dissosiasjonskjering en generering
av smeltekurver, i en smeltekurve er endringen i fluorescensintensitet plottet 1 funksjon av
temperatur. Smeltekurvene reflekterer dissosiasjonen av PCR-produktene og kan brukes til
vurdering av spesifisiteten til PCR-reaksjonen. En spesifikk PCR-reaksjon er karakterisert ved
en enkel skarp topp, mens flere topper indikerer uspesifikke reaksjoner (D’haene,
Vandesompele, & Hellemans, 2010). Studien til Reynisson ef al. (2008) bestemte smeltepunkt
for produktet til 85.7 °C, det stemmer overens med smeltekurvene (Figur 3.19) fra denne
studien. Det vi ogsé ser ut ifra smeltekurvene hentet fra analysen av Pseudomonas ssp. er at det
er noe annet enn P. putida, P. fluorescens og P. aeruginosa 1 prevene som blir detektert.
Smeltekurvene fra skinnprever hentet ut ved dag 28 (for C) og 35 ('S og SI) har to topper, som
indikerer en uspesifikk analyse og som kan forklare de kraftig overestimerte resultatene for
Pseudomonas ssp. Smeltekurven fra det tillagde DNA eluatet fra renkulturene er lik
smeltekurven fra provene ved dag 3. I prever hentet ut dag 3 fir vi smeltekurver med kun en
topp og vi gir derfor ut fra at analysen er riktig ved dag 3. Log bakterier/g er hey for
Pseudomonas ssp ved dag 3 og vi kan tenke oss til at Pseudomonas ssp. er en dominerende

bakterie ved dag 3.

Reynisson et al. (2008) hadde utfordringer med falske positive prover, de optimaliserte derfor
qPCR analysen for 4 redusere stoy ved & gke annealing temperatur fra 55 °C til 57 °C. Vi startet
qPCR analysen av Pseudomonas ssp. ved & bruke 57 °C, vi provde deretter 59 °C i neste kjoring

uten positiv effekt pé stay.

Det Reynisson ef al. (2008) har gjort i sine resultater av Pseudomonas ssp med SYBR Greener

a trekke fra log 1.36 og argumenterer for dette med at ved en sammenligning mellom
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kvantifisering ved qPCR og standard dyrkningsmetode er det observert gjennomsnittlig
forskjell pa 1.36 log enheter. Da dette ble gjort pa denne studiens resultater gav det lite utslag,
det fortsatt er et kraftig overestimert resultat av Pseudomonas ssp. ved dag 28 og 35.
Smeltekurvene fra analysen kan bekrefte at det er overestimert ved dag 28 og 35. Det blir ikke
oppgitt smeltekurver for analysen utfert med SYBR Green Master Mix av
Reynisson et al. (2008). SYBR Green primere er ikke sensitiv nok for deteksjon av kun
Pseudomonas ssp., og Reynisson et al. (2008) metode for identifisering av Pseudomonas ssp
virket ikke pa@ kveiteprovene. En alternativ lesning er 4 bruke P. aeruginosa som
indikatororganisme under PCR analyse av Pseudomonas ssp. P. aeruginosa kit ble brukt for
qPCR analyse, men ble kun detektert i noen f individer ved bruk av TagMan Master Mix under
qPCR-analysen. qPCR analyse utfort pa Piggvar gjort av Roth ef al. (2014) fant heller ikke P.
aeruginosa 1 provene (Roth et al., 2014). Det kan derfor tenkes at det er andre Pseudomonas

ssp. som er mer dominerende i skinnprevene.

4.6 Sensorisk holdbarhet

QIM-analysen viser tydelige forskjeller i kvaliteten og den positivitet effekten superkjeling har
pa den sensoriske holdbarheten. Superkjeling bevarer ferskheten i kveiten og kveiten oppfattes
som et mer luksuriest produkt etter superkjeling enn ved tradisjonell kjoling. I folge QIM-
analyse utfert av Guillerm-Regost et al. (2006) er kveiteskinn godt bevart med islagring fra dag
1 til 14, og etter dag 16 egker QIM scoren raskt. I dette forseket var det tydelig at kontrollfisken
var begynt a bli spolert ved dag 14, mens den superkjolte fisken var fortsatt fersk.

QIM analyse av laks viser at nar laksen har en kvalitetsindeks mellom 0-7 sa har laksen
en sjolukt, satsmak og en smak av fersk fiskeolje. Med en kvalitetsindeks mellom 8-15 har
laksen en neytral lukt og smak, og nér kvalitetsindeksen er mellom 16-20 blir den sur og harsk.
Naér kvalitetsindeksen er over 20 er den ikke lenger egnet til konsumering (Sveinsdottir, Hyldig,
Martinsdottir, Jergensen, & Kristbergsson, 2002; 2003). Mulig maksimum QIM score for dette
forseket var 22 poeng, verken kontrollfisk eller superkjolt fisk nddde maksverdi ved dag 22. 1
forsek pa kvalitet av islagret Atlantisk kveite av Guillerm-Regost et al. (2006) og Akse and
Midling (2001), ble heller ikke maksimum QIM score naddd ved maling dag 26, som viser at
oppdrettskveite har lang lagringsevne (Guillerm-Regost et al., 2006). Rodrigues, Barros-
Velazques, Pineiro, Gallardo, and Aubourg (2006) viser ogsa positive resultater for sensorisk

kvalitet analysert péd piggvar ved 22 d post mortem nar den er lagret i slurry ice.
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Kveite er en fisk med svert stor slimproduksjon, det er mye slim pa skinnet og i gjellene, og
produksjonen av slimet fortsetter en kort tid post mortem. Superkjoling av kveite viste seg
derimot til & hjelpe pa slimproblemet. Da kveitene ble hentet opp fra RSW slurry karet hvor
kveiten ble superkjelt ble slimet som hadde delvis frosset til liggende igjen i saltvannskaret,
resterende frossetslim ble liggende igjen sammen med isen i isoporkassene som fisken ble
pakket. Dette fort til en «torrere» fisk i moteting til kontrollfisken som hadde mye slim pé

seg. Denne positive sideeffekten gjorde utslag pa QIM-analysen av slim pé skinn, utfert ved
dag 22. Da hadde kontrollfisken mye misfarget slim, mens den superkjolte fisken (begge
grupper) ikke hadde serlig slim. Alle grupper hadde lik score pa gjelleslim ved dag 22.

Kveite er som nevnt kjent for hey slimproduksjon, og kan dermed oppfattes som mindre
appetittlig enn andre typer fisk. Lite slim som resultat av superkjeling vil derfor vare en positiv
effekt for forbruker som kan kjope fersk kveite som ser mer appetittvekkende ut der den ligger

pa is 1 ferskvaredisken.

Sensorisk analyse sammen med den mikrobielle analysen av kveite, kan bekrefte en positiv
effekt av superkjoling pa kveite, en lengre holdbarhetstid vil fore til lenger salgstid og dermed
positiv gkonomisk resultat.

Et mulig problem med en forlenget holdbarhet pa 5-6 d kan veare forbrukers forventninger
til holdbarhetstid, kunden kan reagere negativt dersom holdbarheten er unormalt lang. De kan
ogsa tenkes seg at de kan reagere negativt dersom de far oppgitt superkjeling som

behandlingsmetode, i tro om at da er ikke fisken like fersk som de ensker.
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5. Konklusjon

Dette studiet viser at superkjeling av hel Atlantisk kveite ned til frysepunkt ved hjelp av RSW,
har en gunstig effekt og gir ifelge mikrobiologisk analyse 5-6 dager lenger holdbarhet
sammenlignet med kontrollfisk. Samtidig viser sensorisk analyse at det superkjelte produktet
holder en ypperlig kvalitet gjennom lagringsperioden. Denne studien bekrefter at temperatur er
en svert viktig faktor for forlengelse av holdbarhet, og ved & opprettholde kjolekjeden kan man
skape et luksurigst produkt. Superkjeling i RSW er hoyst effektivt pad den sensoriske og
mikrobiologiske holdbarheten, samtidig som den er miljesparende. Superkjoling kan derfor gi
en gkonomisk lennsomhet. Resultatene i dette prosjektet gir derfor grunnlag for a fortsette med

superkjoling av kveite.
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Appendix
Appendix A- Tillaging av medier

Tryptone soya agar (TSAYE, 0.6 % gjeer)
20 g TSA (oxoid, UK)

3 g gjeer (Merck)

500 mL destillert vann

Autoklavert ved 121 °C 1 15 min.

Tryptone soya broth (TSBYE, 0.6 % gjzer)
15g TSB

3 g gjeer

500 mL destillert vann

Autoklavert ved 121 °C 1 15 min.

Plate count agar (PCA)
22.5 g plate count agar ble tilsatt I 1000 mL destillert vann. Autoklavert ved 121 °C i 15 min.

Long & Hammer agar (L&H)
Tillagd etter oppskrift fra NMKL 184.

Jernagar med L-cysteine (JA)

43.6 JA (Lyngby, Oxoid Ltd, U.K.) ble lest i 1000 mL destillert vann. Autoklavert ved 121 °C
1 15 min. Agaren ble oppbevart i flasker pd kjolerom (4 °C), agaren ble smeltet i vannbad og
ndr temperaturen var 45 °C ble 0.04 % L-cysteine tilsatt.

L-cysteine (Merck, Tyskland) ble tillagd ved & loste 5.0 L-cysteine i 100 mL destillert vann.

Buffret peptonvann
25.5 g bufret peptonvann (Merck, Tyskland) tilsatt i 500 mL destillert vann. Autoklavert ved
121 °C1i 15 min.

Stock solutions
Tabell A1. Stock solutions lagd

Stock solution Fremgangsmate

5 M NaCl 29.22NaCl til 100 mL destillert vann

1 M Tris- HCI1 12.11Tris til 80 mL destillert vann. Tilsett
HCIl til pH = 8.0. Fyll opp til 100 mL

0.5 M EDTA 14.612Na2EDTA x 2H>0 leses 1 80 mL
H>O. pH justeres til 8 med NaOH. Fyll opp
til 100 mL

7.7 M Ammonium acetate 59.35 g Ammonium acetate, fyll opp til 100
mL

70 % EtOH 7:3 etanol:vann
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TE-Buffer

10 mL 1 M Tris-HC1 = 10 mM
2mL 0.5 M EDTA 21 mM
Juster volum til 1000 med H>O

Lysis buffer

50 mL 5 M NaCl = 500 mM
25 mL 1 M Tris-HCI 2 50 mM
50 mL 0.5 M EDTA - 50 mM
Fortynnes til 500 mL med H>O.
Autoklaveres.

20 g SDS =2 4%

Appendix B — Tilleggsresultater

B1 — kvalitetsresultater
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Figur B1: pH mél i fiskemuskel plottet mot antall timer post mortem for hver enkelt fisk

(n=13)
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Rigor-indeks (%)
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Figur B2: Rigor-indeks (%) plottet mot antall timer post mortem, for hver enkelt fisk (n=13)
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Figur B3: Vannbindingsevne (%) for hver enkelt prove i gruppe C og S.
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Ekstern Temp
Temperaturlogg2 19v*611c
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Figur B4. Ekstern temperatur malt i superkjolt fisk, begge grupper S og SI er representert her.

Interntemp kontroll
Temperaturlogg2 19v*611c
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Figur BS. Intern temperatur mélt i superkjelt fisk, gruppe S og SI, over tid.
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Histogram: Na |
Effect: "behandling”
(Plot of within-cell residuals)
Na = 41*5*Normal(Location=5,8537E-8; Scale=5,7675)
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Figur B6. Histogram viser normalfordeling av mengde Na* mélt i blodprever fra fisk
Tilherende levenes test gav p > 0.660

Histogram: CI LR
Effect: "behandling™Replikat
(Plot of within-cell residuals)
Cl = 41*5*Normal(Location=-9,7561E-8; Scale=7,1454)
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Figur B7. Histogram viser normalfordeling av mengde Cl" malt i blodprever tatt fra fisk.
Tilherende levenes test gav p > 0.107



X |All Groups
Histogram: Ca
Effect: "behandling"*Replikat
(Plot of within-cell residuals)
Ca = 41%0,05*Nomal(Location=-5,3659E-10; Scale=0,0603)
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Figur B8. Histogram viser normalfordeling av mengde Ca** mélt i blodprever tatt fra fisk.
Tilherende Levenes test gav p> 0.662

Histogram: pH [N Groups
Effect: "behandling™Replikat
(Plot of within-cell residuals)
pH = 41*0,05*Normal(Location=-1,4634E-9; Scale=0,0647)
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Figur B9. Histogram viser normalfordeling av pH-verdi méilt i blodprever tatt fra fisk.
Tilherende Levenes test gav p > 0.34



Histogram: Cortisol AlGrogs
Effect: "behandling™Replikat
(Plot of within-cell residuals)
Cortisol = 41*100*Normal(Location=-4,8083E-6; Scale=145,9595)
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Figur B10. Histogram viser normalfordeling av kortisol nivd mélt i blodprever tatt fra fisk.
Tilherende Levenes test gav p > 0.01



