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Forord
Denne masteroppgaven har vert en del av master i mat og teknologi (TMMT5003 )ved

Institutt for bioteknologi og matvitenskap ved NTNU. Oppgaver er et samarbeid med
Hitramat AS og problemstillingene i oppgaven er utarbeidet basert pa innspill fra
oppdragsgiver. Rastoffet ble levert av Hitramat AS og arbeidet ble gjennomfart pa
laboratoriet ved NTNU Kalvskinnet.

Jeg vil rette en takk til Hitramat AS for muligheten til & jobbe med denne oppgaven og et godt
samarbeidet. Vil speiselt takke Kolbjgrn Ulvang hos Hitramat AS for raske svar pa spgrsmal,
tips og rad knyttet til oppgaven og spesielt til krabbeproduktet som har sveert god kjennskap
til.

Takk til Lisbeth, Nanna, og Kari for hjelp og tips i arbeidet pa laboratoriet og spersmal
knyttet til arbeidet her

Jeg vil rette en stor takk til min veileder farsteamanuensis Jergen Lerfall for god veileding og
stette med denne oppgaven. Uten hans hjelp og ekspertise ville det vart vanskelig &
gjennomfare arbeidet knytte til denne oppgaven. Jeg setter stor pris pa de konstruktive
tilbakemeldingen jeg har fatt. Dette har veert med pa a gjar dette til en bedre oppgave.

Til slutt ma jeg takk venner og familie for god hjelp og oppmuntring under master perioden.

Jeg vil spesielt takke Lisa, Cathrine og Marit for hjelp til korrekturlesing og hjelp med Word.



Sammendrag
Denne oppgaven er et samarbeid med Hitramat AS som gnsket a undersgke mulighetene og

effekten av a bruke ulike tilsetningsstoffer for & gke holdbarheten til produktet «fylt
krabbeskjell av taskekrabbe». Krabbe er et lett bedervelig produkt som er utsatt for forringelse
og god holdbarhet pa produktene er avgjgrende for distribusjon og omsetning av produktene.
Pa grunn av dett gnsket Hitramat AS & undersgke om tilsetningsstoffene sitronsyre,
natriumacetat og brunalgen (butare) kunne vaere med a forbedre produktets holdbarhet
(Forsgk 1). Et utvalg av de undersgkte gruppene ble videre brukt for & undersgke gassmiksens
betydning for produktets holdbarhet og kvalitet (Forsgk 2). Hovedmalet med oppgaven var a
forlenge produktets holdbarhet og pa den maten gjare produktet lengre tilgjengelig i butikk og

gjere det lettere a distribuere som ferskvare.

Som nevnt bestar denne oppgaven av to forsgk. Hensikten med forsgk en var a teste hvordan
bruk av de ulike tilsetningsstoffene (syv ulike kombinasjoner + negativ kontroll) pavirket
mikrobiell vekst (Jernagar og Long & Hammer) og dannelse av metabolitter
(nedbrytningsprodukter til ATP). | dette forsgket ble det tilsatt 5% (w/w) tilsetningsstoff i
forhold til produkt. I del to ble de to tilsetningsstoffene som hadde lavest mikrobiologisk
vekst i del 1 valgt for & undersgke effekten av pakke gas. Krabbeproduktet tilsatt sitronsyre og
alge + sitronsyre (2,5%) ble pakket i henholdsvis CO2:02 (70:30) og CO2:N2 (70:30). Det ble
deretter utfgrt analyser av mikrobiell vekst (Jernagar og Long & Hammer) og dannelse av
metabolitter (nedbrytningsprodukter til ATP).

De mikrobiologiske undersgkelse viser at alle tilsetningsstoffene senker veksten av aerobe og
psykrotrofe bakterie. | forsgkene er det kun to av de undersgkte gruppene som overstiger
anbefalt bakteriegrense for humant konsum pa 108 CFU/g ved lagringsforsgkets slutt.
Kontrollpraven overstiger derimot denne grensen etter atte dagers lagring (4°C). | forsgk 1
overstiger prgvene tilsatt 5% (w/w) alge 10® CFU/g (pa Long & Hammar) etter 15 dagers
lagring (4 °C). | forsgk 2 ble dette observert for pravene tilsatt 2,5% (w/w) alge + sitronsyre
etter 12 dager lagring (4 °C). PH-malingen tyder pa at pH verdier under 4 hemmer all vekst
av de undersgkte mikroorganismene og forklarer den lav mikrobiologisk vekst i pravene fra
gruppene tilsatt sitronsyre. Det er videre vist at brunalge (butare) og natriumacetat har en

antimikrobiell virkning uten at pH nivaet i prgvene var senket.



Resultatet fra forsgk 2 viser en positiv effekt, med senket mikrobiologisk vekst, ved a benytte
en gas miks bestaende av CO2:02 (70:30).Denne effekten synes derimot ikke nar pH verdien
blir for lav (pH<4) eller kimtallet (CFU/qg) blir for hay.

Basert pa resultatene kan en konkludere med at det & bruke ulike tilsetningsstoffer for &
forlenge holdbarheten til det undersokte krabbeproduktet. Av de undersokte
tilsetningsstoffene vil det veere hensiktsmessig & benytte natriumacetat eller torket alge 1
kombinasjon med MAP (CO2:02,70:30). Det er derimot en usikkerhet knyttet til om
forbrukeren vil akseptere et produkt med et svakt grennskjaer. Dette ber undersokes 1 et videre

arbeid der ogsd smak ber vurderes.



Abstract
This thesis is a collaboration with Hitramat AS, who wanted to investigate the possibilities

and effects of using different preservatives to increase the durability of the product "filled
crab shell with brown crab™. Crab is a product prone to spoilage, and good shelf life is
important for the distribution and sale of the products. For this reason, Hitramat AS wanted to
investigate whether the preservatives citric acid, sodium acetate and brown algae (Alaria
esculenta) could help improve product shelf life (experiment 1). A selection of the
investigated groups was then further used to investigate the importance of the gas mixture for
the shelf life and quality of the product (experiment 2). The main scope of this thesis is to
prolong the products shelf life and therefore make the product more accessible in stores and

make it easier to distribute as a fresh food.

As mentioned this thesis consist of two experiments. The purpose was to test how the use of
the various preservatives (seven different combinations + negative control) affected microbial
growth (iron ager and Long & Hammer) and the formation of metabolism (ATP degradation
products). In this experiment, 5% (w/w) preservatives was added to the product. In part two
the preservatives that had the lowest microbiological growth in part 1 was chosen to
investigate the effect of modified atmosphere. The crab product that had citric acid and algae
+ citric acid (2.5%) were packed in CO2: O2 (70:30) and COz2: N2 (70:30) respectively.
Subsequently, microbial growth (Iron Ages and Long & Hammer) and metabolism growth
was examined (ATP degradation products). The microbiological survey shows that all
preservatives reduce the growth of aerobic and psychrotrophic bacteria.

Of the tested groups there is only two of the them that exceed the recommended bacterial
limit for human consumption of 108 CFU/g at the end of the experiment. The control test,

however, exceeds this limit after eight days.

In experiment 1, who had 5% (w/w) algae 108 CFU/g (on Long & Hammar) exceed bacterial
limit after 15 days storage (4 ° C). And in experiment 2 it was observed for the samples added
2.5% (w / w) algae + citric acid after 12 days of storage (4 ° C). PH measurements indicates
that pH level below four inhibits all growth of the examined microorganisms, and therefore
explains the low microbiological growth in samples with the groups added citric acid. It
appears that brown algae (Alaria esculenta)and sodium acetate has an antimicrobial effect

without lowering the pH level in the samples.



The result of experiment 2 shows a positive effect with reduced microbiological growth using
a gas mixture consisting of CO2: Oz (70:30). This effect, however, does not occur when the

pH is too low (pH <4) or the colony count (CFU / g) becomes too high.

Based on the results it can be concluded that by using different preservatives the shelf life of
the investigated crab will increase. Of the investigated preservatives the appropriate
preservatives to use will be sodium acetate or dried algae, in combination with MAP
(C0O2:02, 70:30). Although there is uncertainty tied to whether the consumer will accept a
product with tints of green. This should be investigated in further studies, where taste also

should be evaluated.
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Innledning

1. Innledning
Denne oppgaven er et samarbeid med Hitramat As, de gnsker a undersgke om det er mulig & forlenge

holdbarheten til krabbekijgttet fra taskekrabbe som de selger. Hitramat AS er en bedrift plassert pa
Hitra i Sgr-Tregndelag og er en del av Concelia konsernet. Hitramat AS produserer sjgmatprodukter,

men hovedsakelig produkter av taskekrabbe som selges i Norge og utlandet.

Forringelse av sjgmat defineres som en endring av sensoriske egenskaper (utsende, smak, lukt og
tekstur) noe som gjer produktet uegnet for konsum. Arsaken til forringelsen kan skyldes enzymer,
dehydrering, oksidasjon, forurensing eller skader. Hovedarsaken til forringelse er mikrobiell vekst og
metabolsk aktivitet. Dette er et globalt problem, da opp mot 25% av maten som produseres kastes pa
grunn av mikrobiell aktivitet(Robson et al., 2007). Det er derfor gnskelig a finne metoder som er med

pa a forlenge holdbarheten.

Bruk av konserveringsmiddel er en metode for & forlenge holdbarheten, det benyttes i mat for
a hemme eller hindre forringelse, og veksten av patogene bakterier. Generelt er stoffene som
blir tilsatt med pa & senke vannaktiviteten og/eller virker antimikrobielt i produktet. Bruk av
konserveringsmidler kombineres ofte med kjaling, for alene hindrer det ikke den mikrobielle
aktiviteten. Forbrukerne stiller stadig strengere krav til produktene, og pa grunn av dette
bruker man stadig mildere konserveringsmetoder og modifisert atmosfaere pakking (MAP).
MAP kan vaere med pa & forlenge holdbarheten til et produkt, ved at den er med pa & hemmer

mikrobiell vekst og oksidative reaksjoner(Kirtil and Oztop, 2016).

Etter samtaler med Hitramat As ble det valgt a ta utgangspunkt i fylt krabbeskjell som i dag
pakkes MAP som bestar av CO2:N2 (70:30) og har en holdbarhet pa atte dager. Fylt
krabbeskijell bestar av: krabbeskijell fylt med brunkrabbekjett, hvitkrabbekijatt toppet med klo
og rogn. Ut fra komponentene i det fylte krabbeskijellet ble det valgt & fokuser pa det hvite og
brune krabbekjgttet da dette er hovedandelen av produktene. Det er gnskelig & forlenge denne
holdbarheten lengst mulig slik at Hitramat As kan utvide markedet sitt, spesielt i Norge.
Hitramat As gnsker a undersgke om det a bruke tilsetningsstoffer i krabben ville veere med a
forlenge holdbarheten. Siden det er utfert liten eller ingen forsking ved bruk av
tilsetningsstoffer i krabbe ble det valgt a bruke sitronsyre(Bou et al., 2017) og
natriumacetat(lbrahim Sallam, 2007), som er brukt pa ulike fiskearter for a forlenge
holdbarheten.



Innledning

Det ble i tillegg valgt & bruke brunalge, som har et hgyt innhold av antioksidanter og er et nytt

og mer naturlig alternativ til de tradisjonelle tilsetningsstoffene(Skjermo et al., 2015).

Hovedmalet med oppgaven er & forlenge produktets holdbarhet og pa den maten gjare produktet mer
tilgjengelig i butikk og gjere den lettere a distribuere som ferskvare. Pa grunnlag av dette gnskes det
a undersgke om bruken av tilsetningsstoffene sitronsyre, natriumacetat og brunalgen (butare) (forsgk
1) har noe effekt. Et utvalg av forsgk 1 ble videre brukt for & undersgke om gassmiksen hadde
betydning for produktets holdbarhet og kvalitet (forsgk 2). Det ble studert hvordan bruken av
tilsetningsstoffene og gassmiksen pavirker pH, nedbrytningsprodukter til ATP, lipid oksidasjon (PV-
verdi) og den mikrobielle veksten pa Jernagar, Long & Hammer. Pa grunn av tidsbegrensinger ble det
valgt & ikke gjennomfare sensoriske analyser selv om dette var planlagt og bar vurderes i videre

studier.



Teori

2. Teori

2.1, Taskekrabbe
Taskekrabbe (Cancer pagurus) lever pa grunt vann og ned til 100 meters dyp. Den lever gjerne i
tareskogen og foretrekker at bunnen er hard, men kan ogsa leve pa blgtere bunntyper. Taskekrabben
spiser bade sma og store krepsdyr som blaskjell, snegler og andre skjell. Skjellet til taskekrabbe er
oval i formen og kan bli opptil 25 cm i bredde, den er ofte mellom 15 cm og 22 cm i lengde. Hannene
er starre enn hunnene, og de kan fa en vekt pa over 2,5 kilo. De har gyne i en fordyping midt i
forkantene av skijellet, der sitter ogsa to sma antenner. Taskekrabben har ferm gangbein, der de
fremste er to store klgr som de bruker til & skaffe mat(Havforskningsinstituttet, 2008 ) Fiske etter
krabbe skijer etter at de er blitt kjgnnsmoden, dette skjer ca. nar de er 5 ar gamle. Fiske skjer pa

hgsten, fra juli til november, for da er matinnholdet starst (Woll, 2005).

Det er fa sykdommer og parasitter som er knyttet til taskekrabbe, men det er utfert relativt lite
forskning pa dette omradet. Krabben kan derimot akkumulerer DSP-toksiner ved at den spiser giftige
blaskjell. Toksinet er funnet i levermassen til krabben, men ikke rognen og det hvite kjgttet. DPS-
toksinet produseres av mikroalger og kan gi diaré-symptomer hos mennesker (Woll, 2005).
Kadmium akkumuleres i skalldyr, skjell og er et tungmetall som er naturlig utbredt pa jordskorpa.
Inntak av kadmium over tid kan gi nyere -og skjelettskader og gir gkt sjanse for utvikling av kreft.
Norge og Eu har kun satt en grenseverdi for kadmium i klokjattet (0,5 mg/kg), men det finnes ingen
grenseverdier for brunt kjatt. Forskning utfart av Havforskningsinstituttet har vist at krabbekjgtt fra
Nord-Norge har stgrre innhold av kadmium sammenlignet med krabbe fanget i Sgr-Norge. Deres
undersgkelse viser ogsa at brunmaten fra hel kokt krabbe og fylte krabbeskjell har et hgyere innhold
av kadmium enn grenseverdien til klokjgttet. Dette skyldes at tungmetallene samles opp i
fordgyelseskjertelen som er en stor del av den brune maten. Selv om det ikke er satt noe grenseverdi
for brunt krabbekjgtt anbefaler mattilsynet at kvinner i fruktbar alder, barn og ammende ikke spiser
det (Frantzen et al., 2018).



Teori

2.1.1. Fiske av taskekrabbe
Taskekrabbe er utbrett fra Middelhavet til Atlanterhavet. =W

" | Taskekrabbe

Utbredelsesomrade
01.07.2013 www.imr.no
a

Hovedutbredelsesomrade er langs den engelske, irske og

skotske kysten, | Norge er den vanlig langs hele kysten
helt opp til Troms, sterstedelen lever pa Vestlandet og
langs Helgelandskysten figur 1 viser denne utbredelsen
(Havforskningsinstituttet, 2008 ).

Fiske av krabbe foregar hovedsakelig pa hgsten og skjer
ved bruk av teiner. Krabben sorteres i ulike kategorier ut
fra kvalitet av fiskerne. Hunkrabben og hannkrabben
sorteres hver for seg i de ulike kategoriene. Behandlingen

av krabben etter fangst er ogsa viktig for a beholde

kvaliteten og unngd dadelighet. Krabbene lagres i | Figur 1 Kart over utbredelsen av taskekrabbe _]
(Havforskningsinstituttet, 2008 )

plastkasser ombord. For & unnga dedelighet er det viktig at

krabben behandles varsomt og ikke kastes i kassene. Krabben bgr ikke utsettes for direkte sollys og

trekk siden dette forarsaker uttgrking. Ved a holde krabbene fuktig reduseres sjansen for utterking.

Krabben skal leveres levende og bar leveres sammen dag som den er fanget.(Woll, 2005).

2.1.2. Produksjon av taskekrabbe produkter
Hunkrabben selges som hel kokt krabbe om matinnholdet i krabben er hgyt nok.

Resten av krabbene blir kjglt ned med isvann for a senke aktiviteten i krabbene. Arbeidere deler opp
krabbene ved at klgrne vris av, klgster slas slik at det faller av.

De oppdelte delene sendes videre pa samleband til koking og avkjgles i renset saltvann hente fra 60
meter dyp. Delene gar til ulike deler av fabrikken, de beste klgrne pakkes og noe fryses. De darligste
gar til oppdeling sammen med klgsteret. Klgsterne og bena separeres ved hjelp av en trommel som
deretter homogeniserer det og oppbevares ved 0-4 °C frem til bruk. Kjettet i skjellet skrapes av
arbeidere og fraktes videre til homogenisering og oppbevares ved 0-4 grader frem til bruk. Ved
produkksjob av fylt krabbeskjell, pakkes det homogeniserte brune og hvite kjattet i krabbeskjell for
hand og toppes med klo og rogn (Utviklings sjef Kolbjgrn Ulvang 2018. pers.med).
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2.1.3. Markedet for taskekrabbe
Fiske etter krabber foregar hovedsakelig fra juni til november, der hgysesongen er fra august til
oktober. Det er i denne perioden Hitramat As far inn mest krabbe, pa en god dag kan de ta imot 50
tonn. | dag har Hitramat AS et marked der de eksporterer ca. 25% av produktene sine og de resterende
75% selges i Norge. Hitramat eksporterer hovedsakelig til Frankrike, men de selger ogsa til land som
Sverige, Irland og England. Selv om England og Irland ogsa produserer taskekrabbe selger de mye
produkter til Kina der markedet for krabbe stadige bli stgrre. Hitramat gnsker & kunne selge sine
produkter til Kina. Kina har enna ikke godtatt salg av slike produkter fra Norge . Pa grunn av at
England og Irland eksporterer mye hit har de fatt et starre marked i Europa.
Produkter de selger er hel kokt krabbe, kokte krabbe klar, fylte krabbeskjell og industriblokker. Det er
kun 6-8% av krabbene som har god nok kvalitet og hgyt nok matinnhold til & selges som hel kokt
krabbe. Kokte krabbe Kklgr er det produktet de selger mest av og Hitramat har stadig for lite av disse.
Fylte krabbeskjell bestar av hvitt- og brunt krabbekjgtt som er pakket i MAP. Hitramat AS selger ca.
1,5 millioner fylte skijell i aret og haper a selge mer. Pa grunn av den korte holdbarheten (atte dager)

er det fa butikker som gnsker a selge produktet (Utviklings sjef Kolbjgrn Ulvang 2018. pers.med).

2.2. Tilsetningsstoffer
Tilsettingsstoffer er en fellesbetegnelse pa stoffer som tilsettes i mat for a erstatte sukker, gi

smak, gi farger eller gke holdbarheten. (Mattilsynet, 2012) For & kunne benytte et
tilsetningsstoff ma dette vaere godkjente av EU a finnes i forordning (EF) 1333/2008 del E.
Alle er godkjent av European food safety autoristis (EFSA) far den havner pa listen over
godkijente stoffer. Det er tre vilkar som ma veere oppfylt for at tilsettingsstoffer kan bli
godkjent. Det ma ikke utgjare en helserisiko, det ma veere et behov og skal tilslutt ikke villede
forbrukerne (Mattilsynet, 2013).Tilsetningsstoffene deles ofte inn i ulike grupper som
konserveringsmiddel, fargestoffer, sgtstoffer, antioksidanter og konsistensmiddel. Alle
tilsetningsstoffene har et E-nummer som representere gruppen den tilhagrer. Mengden av hvert
tilsetningsstoff som tilsettes skal begrenses sann at det ikke overstiger det anbefalte daglige
inntaket (Carocho et al., 2018). Nar det brukes et tilsetningsstoff i et neeringsmiddel skal dette
fremga i ingrediensliste etter regelverket. Dette dekkes av Matinformasjonsforskriften.
Bortsett fra enkelte unntak som er beskrevet i Matinformasjonsforskriften skal
tilsetningsstoffer og enzymer oppfares under hvilken kategori den tilhgrer etterfulgt av sitt

spesifikke navnet eller sitt E-nummer (matinformasjonsforskriften, 2014, siste endre 2017).
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Det er viktig a skille mellom tilsetningsstoffer og teknisk hjelpestoffer, siden dette innebere
at man ma falge ulike regelverk. Spesielt i sjgmatbransjen har dette veert et problem. Det som
skiller disse er at det tekniske hjelpestoff brukes for & oppfylle et spesifikt behov i et
prosesstrinn og skal ikke virker inn pa det ferdige produktet. Eksempel pa et teknisk
hjelpestoff er bruk av lut i produksjon av tran. Mens et tilsetningsstoff har flere funksjoner i et
naeringsmiddel. Tilsetningsstoffet har flere brukeromrader enten ved at det gker holdbarheten,

pavirker farge og smak eller endre konsistensen (Mattilsynet, 2014).

2.2.1. Sitronsyre -E330
Sitronsyre er en svak syre som finnes i flere frukter og grannsaker. Det er et naturlig
konserveringsmiddel og virker pH regulerende i nzeringsmiddel. Det brukes blant annet i brus,
syltetay, fiks og frukt. Sitronsyre har E-nummer 330 og er en antioksidant som vil si at den
hemmer oksidasjon ved at den hindrer dannelsen av frie radikaler pa ulike mater. (Yilmaz et
al., 2008) Den antimikrobielle aktiviteten til sitronsyre skyldes udissosiert sitronsyres som
passerer lett igjennom cellemembranen og syrner cytoplasmaet som farer til senkning av pH i
produktet (Qiu et al., 2014). Sitronsyre ble farst isolert av Carl Scheele fra sitronsaft i 1784,
og frem til 1919 da det ble oppdaget at Aspergillus nigeri produserte sitronsyre. Noe som
farte til at sitronsyre produseres ved a bruke A.nigeri (Medina and Vargas, 2012) Bruk av
sitronsyre gker, i 2008 var 64% av sitronsyre brukt i USA brukt i ulike mat- og
drikkeprodukter (Medina and Vargas, 2012). Sitronsyrer er mye brukt i matindustrien, men
ogsa brukt i kosmetikk og legemiddelindustrien. Den har vist seg & ha god effekt pa fiskefilet
siden den fungerer antimikrobielt og er en antioksidant som hemmer oksidasjon som farer til
darlig lukt og smak. Det a tilsette en organisk syre som sitronsyre er med pa & senke pH i
produktet som i noen tilfeller kan ha negativ effekt. Ved lav pH kan hemoglobin lipid
oksidasjon skje raskere (Bou et al., 2017). I tillegg til at sitronsyrer kan hemme oksidasjon har
den vist seg a redusere det totale bakterieantallet, og hemme veksten av H2S produserende
bakterier, melkesyrebakterier og Enterobacteriaceae pa CO2-pakket laks(Schirmer et al.,
2009).
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2.2.2. Natriumacetat -E262
Natriumacetat er et salt av natrium og eddiksyre. Det blir fremstilt ved natriumhydroksid eller
natriumkarbonat lgses i eddiksyre (Liu et al., 2015). Natriumacetat har E-nummer 262 og
regnes som en antioksidant. Det brukes ofte i neeringsmiddel sammen med eddik og brukes
blant annet i potetgull. Natriumacetat er et konserveringsmiddel som brukes for a kontrollere
pH og som smakstilsetning i mat. Bruk av MAP eller vakuum sammen med natriumacetat har
vist seg 4 ha holdbarhetsforlengende effekt pa kjglelageret fisk (Yesudhason et al., 2014).
Flere typer sodium-salter har blitt brukt for & hemme mikrobiell vekst, forbedre ulike
sensoriske egenskaper og gi lenge holdbarhet til kjatt, fisk og fjeerkre. Natriumacetat og laktat
har vist seg ogsa hatt en god effekt pa ulike patogene som Staphylococcus
aureus and Yersinia enterocolitica, listeria monosyigenes og e.coli (Ibrahim Sallam, 2007).
Natriumacetat har vist seg a ha en god antibakteriell effekt spesielt for vekst av aerobe
bakterier og er med pa & hemme utvikling av den naturlige floraen i produktet. Det har ogsa

vist seg a ha en effekt pa veksten av H2S produserer bakterier (Yesudhason et al., 2014)

2.2.3. Brunalgen Butare (Alaria esculenta)
Alger deles inn i to grupper, mikroalger og makroalger. Pa grunn av at alger har et lavt
fettinnhold, hgyt innhold av polysakkarider, hayt innhold av vitaminer og mineraler samt
innholdet av ulike bioaktive komponenter er de en god kilde til sunn mat(Gupta and Abu-
Ghannam, 2011). Butare er en marin brunalge med gul/brun farge som vokser blant annet
langs Trgndelagskysten. Den har et hgyt proteininnhold som gjar at det er interessant a bruke
i mat og for (Skjermo et al., 2014)Butare er ogsa rik pa karbohydrater, vitaminer og
spormetaller(Handa et al., 2009)
Mange marine alger produserer antimikrobielle komponenter som kan veaere med pa & inhibere
bakterier, virus og sopp. De antimikrobielle komponentene er avhengig av ulike faktorer blant
annet art, type mikroorganismer, vekst forholder og sesong (Liao et al., 2003) Brunalger har
vist seg a ha et hgyt innhold av polyfenoler (phlorotannins) som er gode antioksidanter, anti-
kreftfremkallende og betennelsesdempende. Polyfenolen har ogsa vist seg a ha god effekt i
mat og virker antimikrobielt mot patogene bakterier og antibiotika resistente bakterier(Eom et
al., 2012) I tillegg har et hgyt innhold av polyfenoler vist seg & ha god effekt for & hemme
lipid oksidasjon (Roohinejad et al., 2017)
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2.3.  Forringelse av sjgmat

Forringelse er den prosessen der mat til slutt ikke kan konsumeres av mennesker. Dette
oppfattes hovedsakelig som sensoriske forandringer som smak, lukt, utsende og tekstur. Disse
forandringer kan skyldes en rekke ting som luft, fuktighet, lys ,temperatur og mikrobiell vekst
(Tanner, 2016). Det totale skonomiske tapet knyttet til matforringelse er noe ukjent, men det
har store gkonomiske tap. Det er estimert at ca. 25 % av alle mat som produseres kastes pa
grunn av mikrobiell forringelse (Petruzzi et al., 2017). Fisk er sveert utsatt for forringelse noe
som farer til en kort holdbarhet. Forringelsen av fisk skyldes hovedsakelig mikrobiell
aktivitet, men detter varierer fra art til art. Blant annet vider foredling autolytiske prosesser,

vanntap og oksidasjonsprosesser veere med pa a ende kvaliteten (Ryder, 2014).

Bade pH, vannaktivitet, temperatur og pakkemetode pavirker hvilke mikroorganismer som er
tilstede, deres vekst og aktivitet. Holdbarheten til fisk kan variere fra dager til maneder.
Pakkemetoder som modifisert atmosfaere pakking (MAP) eller vakuum og kjaletemperaturen
pavirker hvilke mikroorganismer som vokser og deres metabolisme. For mengde oksygen
tilstede selekterer for hvilke bakterier som kan vokse, oksygen pavirker ogsa oksidasjonen i
produktet (Comi, 2017)

PH brukes som et mal pa surheten og alkalitet i en lgsning pa en logaritmisk skala. Alle
mikroorganismer har et optimalt pH-omrade (Madigan et al., 2015). Derfor kan det & senke
vannaktiviteten eller pH vaere med pa & hemme vekst av mikroorganismer og dermed forbedre
holdbarheten (Ghaly et al., 2010) pH er ikke alltid en god indikator for ferskhet eller
forringelse. Siden pH kan variere mellom pravene kan det gjgre det vanskelig a kalkulere ut
fra en enkel verdi. Selv om noe forskning tyder pa at pH kan brukes som en indikator pa
ferskhet (Boziaris, 2013). Vannbindingsevnen til musklene er avhengig av pH. For nar pH er
neere det iso-elektriske punktet (ca ph 5,5) er vannbindingsevne lav og musklene slipper vann.
Dette skyldes at ved det iso-elektriske punktet (pl) er bindingen mellom protein-protein strekt

og det er lite plass til  holde pa vannet (Matak et al., 2015).
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2.3.1. Autolytiske forandring
Den tidlige forandringen av fisken og ferskhet skyldes autolytiske forandringer.
Enzymaktivitet kan blant annet pavirker til darlig smak. Dette skyldes i alle hovedsak

nedbrytes av adenosintrifosfat (ATP) denne nedbryting av er illustrert i figur 2
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Figur 2 Nedbrytningsprosessen av ATP i fiskemuskel (Hong et al., 2017)

Avhengig av fiskeart brytes all ATP ned innen de farste 24 timene etter dgdstidspunktet
(Ocafio-Higuera et al., 2009). Det er to muligheter for musklene a opprettholde ATP gjennom
kreatin fosfat-veien og/eller anaerob glukose-vei. Nedbrytingen av ATP til inosin monofosfat
(IMP) farer til den den ferske smaken i fisk og sjgmat. IMP akkumuleres opp i mange
fiskearter etter ded, mens for krepsdyr er adenosin monofosfat (AMP) hovednukleotider etter
ded (Hong et al., 2017) Den videre nedbryting av IMP til inosin (HxXR/In) og tilslutt
Hyposantin (Hx) skjer saktere, dette skyldes enzymer, men kan ogsa skyldes
mikroorganismer som Pseudomonas spp. og P.phosphoreum. (MASSA et al., 2005) Hx blir
som oftest ikke oppdaget far bakteriene de inneholder er 108 CFU/g (Hong et al., 2017). Mye
hypoxantin og inosin i kjattet farer til tap av ferskhet og bitter smak (Ocafio-Higuera et al.,
2009).High Performance Liquid Chromatography (HPLC) er en mye brukt metode for a
undersgke nedbryting av ATP og beregningen av K-verdien for & vurdere ferskheten av mat
(Cheng et al., 2015).

K-verdi blir brukt som en indikasjon pa kjemisk ferskhet. K-verdi kalkuleres ut fra nedbryting
av ATP komponentene. Det beregnes ut fra andelen HXR og Hx delt pad summen av ATP og
nedbrytelsesproduktene (Cheng et al., 2015).
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K di In + Hx 100%
—_ = *
VeTal = "UTP + ADP + AMP + IMP + In + Hx 0

En k-verdi pa under 20% regnes som en meget fersk fisk, og k-verdi pa over 60% er gvre
grensen i det fleste land (Ocafio-Higuera et al., 2009). Nedbrytingskomponenten til ATP gir
best resultatet far det skjer signifikant mikrobiologiske gdeleggelse. Det er derfor svakheter
ved bruk av K-verdier som en indikator pa ferskhet, siden den er avhengig av art, sesong,
drapsmetode og behandling av fisken. (Hong et al., 2017). Undersgkelse utfgrt pa hummer og
reker lagret pa is i 72 timer antyder at K-verdi for freskhetsindikator pa krepsdyr bar

undersgkes neermere (Mendes et al., 2001).

2.3.2. Lipid oksidasjon
Lipid oksidasjon er en viktig faktor som er med pa a begrense holdbarheten til et produkt ved
at det farer til sensoriske endringer som darlig lukt og smak, men ogsa fargeendringer.
Oksidasjonen kan ogsa vaere helseskadelig for det kan dannes produkter som kan veere giftige
for mennesker (Embuscado, 2015) Lipider i mat er utsatt for oksidasjon noen som resulterer i
tap av vitaminer og bioaktive forbindelser. Lipid oksidasjon kan skje gjennom enzymatisk
eller ikke enzymatiske prosesser. Ikke enzymatiske oksidasjon deles inne i fotooksidasjon og
autooksidasjon, og begge skjer ved tilstedevarelsen av oksygen. Enzymatisk oksidasjonen
skjer lite i kjatt og kjettprodukter og er derfor ikke relevant her (Mariutti and Bragagnolo,
2017). Oksidasjonen kan gke med for eksempel varme, metaller og lys, men kan inhiberes
ved bruk av antioksidanter. Ved lipid oksidasjon skjer det en kjede av reaksjoner som frigjer
primare produkter i form av peroksider og hydroperoksider som videre bli oksidert til
sekundzere oksidasjonsprodukter som i hovedsak er aldehyder. Det dannes ogsa terticer
oksidasjonsprodukter i form av kortkjedede syre (Gunstone, 2004)
Primare oksidasjonsprodukter kan males ved hjelp av perioksidverdi (PV) er ofte uten lukt og
smak. Mens de sekundare oksidasjonsproduktene gir oljen vond smak og lukt og males i
form av anisidintall (AV). Bade de primare og sekundare oksidasjonsproduktene sammen
med de frie radikalene er med pa a gdelegge matvaren (Ghorbani Gorji et al., 2016). Det er
derfor gnskelig a hindre lipid oksidasjonen i matvarer. Antioksidanter vil vaere med pa a
hemme utviklingen av oksidasjonen. Pakking av matvaren kan ogsa vaere med pa a minke

oksidasjonen ved at den fungerer som en barriere (Barden and Decker, 2016).
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2.3.3. Mikrobiell aktivitet
Bakterier er hovedarsaken til forringelser i proteinholdige matvarer som Kkjgtt, fjerkre, fisk,
skalldyr og melk. Gjer og mugg kan ogsa virke gdeleggende pa mat, men disse vokser
saktere enn bakterier (Petruzzi et al., 2017). Forringelsesfloraen til et produkt kommer fra den
naturlige flora, men mikroorganismer kan overfgres til maten gjennom krysskontaminering
far og under prosessering fra luften, overflaten, maskiner og mennesker. Floraen til produktet
vil ikke veere det samme i starten som mot slutten av holdbarhetstiden (Petruzzi et al., 2017). |
tillegg er det bare et fatall av bakteriene i den mikrobielle floraen som har skyld i
forringelsen. Disse mikroorganisme kalles ofte for spesifikke forringelsesorganismer(Alfaro
and Hernandez, 2013).
Mikroorganismer assosiert med fiskeprodukter domineres av psychotrfieke aerobe eller
fakultativt anaerobe gram-negative bakterier, blant annet Pseudomonas Shewanella, virbor og
photobacterium. Det er ogsa blitt isolert gram-positive organismer i sjgmat som Bacillus,
Clostridium, lactobacillus og Brocothrix (Sivertsvik et al., 2002a). Disse type
forringelsesbakterier er med pa a bidra til ugnsket lukt og smak. Det er derfor viktig &
identifisere de spesifikke forringelsesbakteriene for & kunne bestemme holdbarheten (Alfaro
and Hernandez, 2013). Studier utfart pa krabbe antyder at det er de spesifikke
forringelsesbakterier som gdelegger krabben. For hel uprosessert krabbe er det funnet
Shewanella putrefaciens og Pseudomonas spp, mens for kokt kjglte krabber er Clostridium

eller Bacillus sporedannende bakterier (Robson et al., 2007).

Pseudomonas er gram-negativ aerob baktereier, men noe arter kan vokse med tilstedeveerelse
av oksygen sammen med nitritt eller andre elektorakseptorer. Det er en mesofil bakterie som
har et optimumsomrade mellom 25-35 °C, selv om de fleste er psykotrofe kan vokse ved
kjgletemperaturer som f.eks. pseudomonas spp. Optimum pH er over 5,8 alt under dette
senker bakteriens veksten. Pseudomonas er ofte funnet som en del av floraen i lagret fisk og
er en spesifikk forringelsesbakterie i marine og tropiske fisker. Veksten kan normalt hemmes
ved a pakke i modifisert atmosfaere (MAP) uten oksygen, men Pseudomonas og H2S
produserende bakterier har blitt funnet i fisk pakket i oksygen og i MAP(Andreani and
Fasolato, 2017).
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Shewanella er en H2S produserende bakterie som er gram-negativ, der de fleste artene er
psykrofile og halofile, og vokser helt ned til 4 °C(Satomi, 2014) Shewanella er en spesifikk
forringelsesorganismer som gdelegger kjglt mat som sjgmat produkter. Siden bakteriene er
aerob og fakultativ anaerob er den funnet i pakker med og uten oksygen (Andreani and
Fasolato, 2017). Den har evnen til & produsere sulfiter og H2S, og i marine fiskearter redusere
den TMAO til TMA som danner darlig lukt (Satomi, 2014).

For & identifisere disse bakteriene er blant annet Long & Hammer medium mye brukt pa
sjgmat (Alfaro and Hernandez, 2013). Kvaliteten og holdbarheten til fisk er ofte estimert ut
fra totalt aerobt psykotrofisk kimtall som ikke bgr overstige 106 CFU/g for humant konsum.
Nar det totale aerobe psykotrofiske kimtallet er mellom 107-108 CFU/qg vil dette veere

sensorisk merkbart pa produktet(Broekaert et al., 2011).

En del fiskearter, krepsdyr og blgtdyr inneholder Trimetylaminoksid (TMAO) som gker vekst av
mikroorganismer og aktivitet. Generelt har ferskvannsarter lavere innehold av TMAO enn
saltvannsarter. TMAO omdannes til trimetylamin (TMA) nar fisk og sjemat lagres, og det er denne
forbindelsen som gir darlig lukt til fisken spesielt i produkter over pH 6,5. Denne reduksjonen av
TMAO skyldes hovedsakelig bakterier, men enkelte arter kan inneholder et enzym som bryter ned
TMAO til dimetylamin (DMA) og formaldehyd. Bakterier som Aeromonas, de fleste
Enterobacteriaceae, Shewanella ,Vibrio og Photobacterium reduser TMAO til TMA. Denne
reduksjonen av TMAO er ikke avhengig av oksygen og kan derfor skje i vakuum og modifisert
atmosfaere (Ryder, 2014).
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2.4.  Pakking i modifisert atmosfaere

Det er et gkende behov for at matvarer skal ha lenger holdbarhet, en mate & oppna dette pa er
ved bruk av modifisert atmosfere pakking (MAP). MAP er endring av atmosfaeren ved a
fjerne eller erstatte atmosfaeren som omgir produktet. Dette kan vaere vakuum der luften
fjernes for emballasjen omslutter produktet eller det kan veer at luften erstatte med en
gassblanding (McMillin, 2008). Gass sammensetningen bgar tilpasses hvert enkel matvare og
deres egenskaper for & oppna optimale resultat av pakkingen (Zhang et al., 2015).

MAP kan veere med pa a forlenge holdbarheten til fisk og sjgmat ved at det inhiberes

mange mikroorganismer, men ogsa gjgr det lettere a transporter og distribuer. Det er stadig
mer populeert og bruke MAP til pakking av mat (Macé et al., 2013). Ved & pakke sjgmat i
MAP kan det vaere med pa a forlenge holdbarheten med 1,5-2 ganger sammenlignet om de
var bare pakket i vanlig luft. For fet sjgmat bruker hovedsakelig CO2 og N2, men for sjgmat
med lavere fettinnhold brukes ofte det en kombinasjon av CO2, N2 og O2 for & hindre vekst av

anaerobe mikroorganismer (Zhang et al., 2015).

MAP kombinert med kjgling kan vaere med pa a forlenge holdbarhet pa naringsmidler, men
den kan ogsa veere med a forandre ulike parameter i produktet. Derfor vil ikke alltid MAP
alene fungere for a forlenge holdbarheten og det kan veare ngdvendig & kombiner det med

andre metoder(Mastromatteo et al., 2010).

Karbondioksidgassen(COz) som er mest brukt i MAP, og hemmer mikroorganismer som
mugg og anaerobe bakterier. CO2 er mye brukt til pakking av fisk siden den kan inhibere
veksten av forringelsesbakterier (Sivertsvik et al., 2002a). Den hemmer blant annet vekst av
gram-negative bakterier som Photobacterium phosphoreum, Shewanella putrefaciens og
Pseudomonas fluorescens, og gram-positive bakterier som Brochothrix thermosphacta og
Bacillus circulans. Ikke alle forringelsesbakterier er sensitiv for CO2, som for eksempel
melkesyrebakterier(Boziaris, 2013). Effekten av den modifiserte atmosfaeren pa veksten av
mikroorganismer er avgjares ut fra hvor mye av CO2 som er lgst i produktet. Dette er
avhengig av hvor mye fett, vann og trykket av CO2. Hvordan COz2 innvirker pa bakterier
veksten er kompleks, 4 mekanismer har blitt identifisert:

1. Endre cellemembranen funksjon for & ta opp naringsstoffer og absorbsjon.

2. Inhibering eller reduksjon av enzymer,

3. Trenger igjennom bakterier membranen og endre den intracelluleaere pH.

4. Endring av egenskapen til proteinet (Sivertsvik et al., 2002a).
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Teori

Oksygen og Nitrogen benyttes ogsd mye i pakking av naeringsmidler. Nitrogen har ingen
bevist effekt pa mikroorganismer. Derfor brukes nitrogen hovedsakelig som en fyllgass
sammen med de andre gassene for & opprettholde volumet i forpakningen(Zhang et al., 2015,
Mastromatteo et al., 2010).Ved pakking av de fleste matvarer gnsker man ikke a bruke
oksygen, den viker hemmer pa aerobe mikroorganismer. Oz er ogsa ansvarlig for ugnskede
reaksjoner som oksidasjon (Mastromatteo et al., 2010). Oz har noe gnskelig egenskaper og
brukes derfor i pakking av matvarer. Det brukes blant annet til & pakke levende skalldyr, for
dette gker overlevelsen og dermed holdbarheten. O2 sammen med CO2 har vist seg i & ha en
effekt pa mager fisk, for Oz er med pa & hemme nedbrytes av TMAO til TMA (Boziaris,
2013).
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3. Material og Metoder

Forsgket bestar av to ulike delforsgk hvor hensikten er & teste mikrobielle aktivitet og kjemisk
parameter pa en blanding av hvitt og brunt krabbekjgtt av taskekrabbe. Lik mengde hvit og brunt
krabbekjatt blandes sammen. Blandingen i forsgk 1 tilsettes natriumacetat, sitronsyre og terket
brunalge alen eller i kombinasjon. De ulike gruppen pakkes i CO2:N2 (70:30).

| forsgk 2 ble de beste to kombinasjonene fra forsgk 1 valgt ut fra den mikrobielle veksten. Blanding
med sitronsyre og alge + sitronsyre ble valgt a pakkes i CO2:N2 (70:30) og i CO2:02(70:30) for a
vurdere hvilken effekt oksygen har pa krabbekjgttet sammen med tilsetningsstoffene.

3.1. Rastoff
Krabbekjgttet som benytte i dette forsgket bestar av en blanding fra flere individer som er

fanget i omrade fra Nord-Troms og langs den norske kysten. Krabben kokes etter den er
oppdelt i ulike deler ved 100 °C i sjgvann hentete fra 60 meter dyp. De ulike delen avkjgles
ogsa i sjgvann. Det brune kjgattet finner man i selve krabbeskjellet/kroppen og dette tas ut med
skje av arbeider. Alt det brune kjgttet fra samme produksjons dag homogenisere ved a bruke
av store miksere. Det hvite krabbekjgtt ekstraheres fra gangbeina og klgr ved & klemme med
en tommel som knuser beina og separer ut det hvite kjgttet. Det homogeniserte hvite og brune
krabbekjettet er pakket i plastbeger pa 1 kg og fryst ned til -22 °C for forsgk 1. Det
homogeniserte Kjattet brukt i forsgk 2 var platefryst hvitt kjgtt og brunt kjgtt. Rastoffet
oppbevares videre i -22 °C under frakt fra Hitramat AS til Trondheim, og lagres ved samme
temperatur i Trondheim. Krabbekjgttet ble lagt i kjgleskap (4°C) 24 timer fgr den pakkes i

modifisert atmosfaere slik at det er tint til forsgket starter.
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3.2.  Forsgk 1 -Effekten av tilsetningsstoffene
| forsgk 1 ble det testet ulike konsentrasjoner og blandinger av tre ulike tilsetningsstoffer
(natriumacetat, brunalge, sitronsyre) for & se hvem og ved hvilken konsentrasjon/ blanding som ga
best holdbarhet. Dette forsgks design er illustrert i figur 3. De tre ulike tilsetningsstoffene ble tilsatt i
en blanding av like mengder hvitt krabbekjgtt og brunt krabbekjgtt. Krabbekjgttet ble blandet godt
sammen med en skje, det brune kjgttet dominerer fargen til blandingen. Det ble blandet sammen tre
kilogram brunt krabbekjgatt og tre kilogram hvitt krabbekjgatt, 3 kg brunt krabbekjgtt og 3 kg hvitt
krabbekijatt, denne blandingen ble sa delt i 8 like deler pa 650 gram. Blandingen ble delt i 8 like deler
pa 650 gram. De 650 gram med krabbekijatt ble blandet med tilsetningsstoffene slik at det blir en
konsentrasjon pa 5% tilsetningsstoff i forhold til produkt ut fra tabell 1. Sitronsyre, natriumacetat og
tarket alge tilsettes tarr i praven, da alt finnes i pulver form. De ulike blandingen blandes godt for det
pakkes 75 gram £1 gram + en kontroll prgve i beger med CO2:N2 (70:30)Det benyttes en
kontrollprave for & ha et utgangspunkt og et ssmmenligningsgrunnlag for de andre prgvene . Pakkene
lagres pa 4 °C frem til uttaksdagene som er etter fire, syv, atte, ni, ti, og elleve dager. Krabbekijgttet
analyseres mikrobiologisk pa Jernagar og Long & Hammer som gir en indikasjon pa det totale
kimtallet. Det ble ogsa mal PH av alle prgvene, og prgven ble ogsa fryst ned pa -80°C slik at det sener

kan tas kjemiske analyser som fettanalyse, HPLC og perioksidverdi.

100% Sitronsyre

Kontroll .

100%Alge 100% Matriumacetat

Figur 3 Illustrasjon av forsgksdeignet som illustrer de ulike tilsetningsstoffene som
tilsette krabbekjgttet. Der de ulike tallen 1-8 representer de ulike tilsetningsstoffene.

1 100% sitronsyre, 2 50% sitronsyre +50% natriumacetat, 3 100% natriumacetat, 4 50%
natriumacetat +50% alge, 5 100% alge, 6. 50% alge +sitronsyre, 7 33% alge, 33%
sitronsyre, 33% natriumacetat og 8. kontrollprgven
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Tabell 1 Mengde gram tilsatt sitronsyre, natriumacetat og tarket alge i hver av de ulike
praven

Prave Mengde Sitronsyre Mengden Natriumacetat Mengde Tarket alge
100 % Sitronsyre (S) 3259

100 % Natriumacetat (N) 325¢
100 % Tarket alge (A) 325¢

50 % Sitronsyre 16,25 ¢ 16,25 ¢
50 % Natriumacetat (SN)

50% Tarket alge 16,25 g 16,25 g
50% sitronsyre (AS)

50% Tarket alge 16,25 g 16,25 g
50% Natriumacetat (AN)

33% Tarket alge, 10,83 g 10,83 g 10,83 g
33% Sitronsyre
33% Natriumacetat (ASN)

3.3.  Forsgk 2 -effekt av ulike pakkemetoder
| Forsgk 2 ble det valgt ut de to blandingene av tilsetningsstoffene som ga best holdbarhet basert pa
hvilken prgve som viste lavest mikrobiell vekst. | denne delen av a forsgket testes effekten av O2
sammenlignet med N2. En blanding av krabbekjgttet tilsettes sitronsyre (S) og alger +sitronsyre (AS),
det ble ogsa laget en kontrollblanding for & ha et sammenligningsgrunnlag for de andre prgven. Pa
grunnlag av lav mikrobiell vekst over 15 dager ble S og AS valgt & benyttes. Disse hadde ogsa lav pH
under hele lagringsperioden. Krabbekjattet ble tilsatt tilsetningsstoffene slik at det oppnas en
totalmengde pa 2,5% (w/w) tilsetningsstoff i forhold til produkt i hver av blandingen
.Krabbekjgttblandingen ble delt i tre like store deler a 1200 gram. Det ble tilsatt 30 gram sitronsyre
noe som gav en total mengde pa 2,5 % av tilsetting i forhold til produkt. Den andre ble tilsatt 18 gram
tarket alge (1, 5 % tilsetting) og 12 g sitronsyre (1% tilsetting) noe som gir en total mengde pa 2,5 %
tilsetningsstoff. De tre ulike blandingene fordeles i beger pa 75 gram =1 gram der halvparten pakkes i
C02:N2(70:30) og andre halvparten pakkes i CO2:02 (70:30). Pakkene ble lagret ved 4 °C frem til de
ulike uttaksdagene etter null, fire, atte, ti, tolv, tretten, og fjorten dager . Det ble gjennomfart
mikrobiologiske analyser pa jernagar og Long & Hammer som gir et bilde av totale kimtallet. Det ble
ogsa brukt pseudomonas agar og pH ble malt. Resten av prgven fryses ned til -80 °C for kjemiske

analyser som perioksidtall, HPLC, og fettinnhold.
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3.4, Tillaging av medier

3.4.1. Peptonvann
Det veies opp 1,0 gram ngytralisert bakeriologisk pepeton (OXIOD LP0034) og 8,5 gram salt (NaCl)

i en 1000 ml Schott flaske og det tilsettes 1000 ml destillert vann. Lgsningen autoklaveres ved 121 °C
i 15 min. Flasken avkijales i romtemperatur far den settes i kjaleskap (for & unnga at flasken sprekker)

frem til analysedagen. Det ble bade laget 1000 ml og 500 ml flasker med peptonvann for analysene.

3.4.2. Jernagar
For & analysere totalt aerobt kimtall og forlengelsesbakterier benyttes Jernagar. Jernagar lages i

henhold til(NMKL nr 184 2006). Den modifiserte metoden finnes i vedlegg 1 . Mediet har en
inkubasjonstid pa tre dager ved 22°C.

3.4.3. Long & Hammer
For & analysere psykrotroft totalkim og spesifikke forringelsesbakterier benyttes Long & Hammer

agar. Ettersom varmefglsomme forringelsebaktereier vokser darlig pa Jernagar ble Long & Hammer
agar ogsa benyttet. Long & Hammer lages i henhold til (NMKL nr 184 2006) modifisert metode
finnes i vedlegg 1. Mediet har en inkubasjonstid pa fire dager for lysende kolonier og fem dager for
psyskotroft totaltkim ved 15°C.

3.4.4. Pseudomonas agar
For & analysere om det finnes pseudomonas ssp i blandingen benyttes Pseudomonas agar.

Pseudomonas agar lages i henhold til produsentens anvisninger. Det veies opp 24,2 gram
Pseudomonas agar base (OXIOID CM0559) i 1000 ml Erlendmeyerkolbe og det tilsettes 500 ml
destillert vann. Lagsningen autoklaveres ved 121°C i 15 min og tempereres til 45°C i vannbad

for Pseudomonas C-F-C supplementet (OXIOID SR0103E) tilsettes. Supplementet tilsettes 1 ml
etanol og 1 ml sterilt vann. Petriskaler med vekstmedium oppbevares ved 11°C frem til bruk.

0,1 ml av den respektive praven overfares til den respektive skalen. Mediet har en inkubasjonstid pa

48 timer ved 25°C.
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3.5. Analyseuttak
For hvert analyseuttak ble det tatt tre paralleller av hver pragve type. | forsgk 1 vil dette veere totalt 24

praver og for forsgk 2 er det totalt 18 praver. Alle pravene analyseres pa Long & Hammer og

Jernagar. Pseudomonas agar ble kun benyttet for forsgk 2.

3.5.1. Innveiing og fortynning
10 gram = 0,5 gram krabbekjgatt veies opp sammen med 90 gram + 5 gram peptonvann i en

Seward stomacherpose. Blandingen homogeniseres i Seward Stomacher 400 circulator i 1
minutt, og 230 revolutions per minute (RPM). Av denne blandingen lages det en tifold-
fortynning fra 10! til 10 avhengig av analysedagen for hver av pravene(se tabell 2). En
tifold fortynning lages ved at 10 ml av lgsningen tilfgres et tomt sentrifugerar som vil vere -1
fortynning. 1 ml av dette roret fares over i et rar med 9 ml peptonvann, og dette gjeres videre

til gnsket fortynningsgrad.

3.5.2. Platespreding og inkubering
Hver av prgvene sas ut pa de ulike mediene med ulike fortynninger avhengig av prevedag. Det ble

brukt platespredning for Long & Hammer og Pseudomonas, og innstgping for Jernagar. Arbeidet
utfares ved bruk av aseptisk teknikk ved at utstyret, flaskemunninger og rarapninger brennes av med
gassbrenner. Alle overflater som kan komme i kontakt med utstyret sprayes med 70% etanol, mens
engangsutstyr ble blgtlagt i 96% etanol. Det benyttes ogsa hansker. Etter utsaing inkuberes prgvene
ved den oppgitte lagringstiden og temperatur for de ulike mediene (se tabell 2).

Tabell 2 Inkubasjonstid, inkubasjons temperatur og fortynningsgrad som ble benytte for de
ulike medien

Medium Inkubasjonstid Temperatur Fortynning
Long & Hammer 4/ 6 Dggn 15°C 102- 10”7
Jernagar 72 timer 22°C 101-108
Pseudomonas 48 timer 25°C 10t-10*
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3.5.3. Avlesning
Mediene som er brukt i forsgket har ulike lagringstider, samt temperatur (se tabell 3).Etter angitt

lagringstid for hver av mediene ble antall synlige kolonier telt. Alt over 250 kolonier regnes som
overgrodd. Kimtall (CFU/qg) ble beregnet og standardavvik for alle parallellene der det var mulig.

Tabell 3 Oversikt over medier og utseende til kolonien pa de ulike mediene

Medium Utsende
Long & Hammer Psykrotrofe totalkim
Lysende kolonier kan indikere P.phosphoreum
Jernagar Total aerobt kimtall
Svarte kolonier er hydogensulfid produserende bakterier
Pseudomonas Kolonier sette under UV-lys kan indikere Pseudomonas spp.

Rosa/brune kolonier kan indiker Aeromonas spp.

3.6. Kjemiske analyser

3.6.1. ATP analyse med High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
For & undersgke metabolismen til krabben ble HPLC brukt for a se pa nedbrytningsproduktet

til ATP. For & preparere analysen ble veid opp veise det opp Ca 0,6 gram frossen prgve som
overfares til sentrifugerar. Hvert av rarene tilsettes 5 ml perklorsyre (HCIO4, 0,42 M) og
homogeniseres i to minutter med ULTRA-TURRAX® T25 basic 1300 RPM Videre tilsettes
den homogeniserte lgsningen 1,5 ml lut (KOH 1M) som ristes far sentrifugering i 10
min.(Kubota 1700 Kjglesenrtifuge 12000 rpm 4C). Prgvene filtreres i engangsrer ved bruk av
10 ml sprayter og filter pa 0,45 um.Ca.1 ml av den filtrerte lgsningen overfares til et HPLC
glass for analyse. Det ble benyttet tre paralleller for hver prave for prgvedag 0,4,8 og 10 for
begge av forsgkene. Prgven ble analysert med kolonne Poroshell 120 (EC-C18 3,0 x 100mm
porestarrelse2,7 um pluss Poroshell 120 3,0 x 5 mm forkolonne Aligent Texhnologies) med
en flow pa Iml/min

Creatin, ATP og ADP ble detektert pa 210 nano meter (nm) og AMP, Imp, In, HX ved 260
nm. Der den mobile fasen bestod av kaliumhydrogenfosfatbuffer (KH2PQO4, 0,215 M) og
tetrabutylammoniumhydrogensulfatbuffer (TBAHS, 0,0023 M) lgst i acetonitril (C2H3N, 3,5
%). pH ble justert til 6,25 ved tilsats av KOH (0,5 M).
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3.6.2. pH
Det ble malt pH for alle prgvene ved hvert prgveuttak. pH-meter (Hach HQ40d multi) som ble brukt

for hele analysen ble kalibrert far bruk. Etter prgveuttak ble resten av pravematerialet lagt i sma zip-
poser og i kjgleskap frem til siste prgve var analysert. Pragven ble oppbevart i romtemperatur i noen
minutter far malingen slik at preven ikke skulle veere for kald. Alle prgvene ble malt pH i ved at pH-
elektroden has i preven inne i posen. pH ble malt for forsgk 1 pa forsgksdag 0, 7, 8, 9, 10, 11 og 15.
Det ble ikke malt pH for dag 4. For Forsgk 2 ble pH malt pa forsgksdag 0,4,8,10,13 og 14. Det ble
ikke malt pa for dag 12.

3.6.3. Gassmalinger
Gassinnholdet i hver av pakkene ble malt i starten av hver analysedag for & undersgke gassinnholdet i

forpakningen. Dette ble utfart ved hjelp av PBI Dansesor checkMate 9900 den leser av gassinnholdet
av 02 og CO2 dette oppgis i %. For a sikre rett gassforhold i pakningene ,ble det foretatt
kontrollmalinger ved pakking. I forsgk 1 ble det ikke brukt gummi septum ved maling av gass, men

dette ble benyttet i forsgk 2. Gummi septum benyttes for & sikre en mer ngyaktig maling.

3.6.4. Tegrking av brunalge
Brunalgen matte tarkes for bruk og dette ble utfert ved frysetarking. Algen ble tatt opp fra -80°C og

lagt i romtemperatur i ca.1 time slik at det var mulig & dele algen opp i mindre biter. Det ble tatt
hensyn til at det er sveert viktig at algen fortsatt er frossen far tarking. Algen fordeles pa brettene til
frysetarkeren som var dekket med aluminiumsfolie. Brettene ble satt inn i tarkebeholderen, og satt pa
etter produsentens anvisninger. Algen tarkes i tre dagn for & serge for at det var helt tarket, deretter
pakket i vakuum og lagret pa kjgl frem til bruk. Algen skulle tilsettes krabbekjgttet, men for tilsetting
ble algen malt til et fint pulver ved bruk av martel og kjgkkenmaskin. Algen i pulverform, ble

overfart til sterile sentrifugerar og lagret ved -80 °C frem til bruk.

3.6.5. Vanninnhold
Det ble malt vanninnhold/terrstoff pa rastoffet fra dag O for & gi et bilde pa % vanninnholdet i

produktet. Dette gjares ved at ca. 5 gram prgve veies ngyaktig i aluminiumsbeger tgrket i varmeskap
ved 105 °C i 24 timer. Sa veies praven pa nytt. % vanninnhold ble brukt fos a kunne beregne hvor
mye prgve som skal veies opp for & gjennomfare Bligh and Dyer metoden.

Det ble brukt tre paralleller per prgve. Vanninnholdet beregnes ut fra fglgende formel:

Vatvekt (g) — Terrvekt(g)
*

Vatvekt (g) 100

Vanninnhold (%) =

Vatvekt(g) = aliminumsbeger + prove for tgking

Terrvekt (g) = aliminumsbeger + prgve etter tgrkinge
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3.6.6. Fett % etter Bligh and Dyer-metoden
For ekstraherer fett slik at perioksidveriden kan bestemme og finn fettprosenten til krabbe. Dette gjere
i henhold til Bligh and Dyer metode fra 1959 (Bligh and Dyer, 1959) . Modifisert metode er beskrevet

i vedlegg 1 Fettprosent og aske innholdet beregnes :

100% — vanninnholdet — protein = fett + aske

3.6.7. Peroksidverdi
For a fa et mal pa hvor harsk prevene er ble det analysert peroksidverdi for fettpraven pa provedag

0,4,8 og 10 for forsgk 1 og to. Metoden ble utfart ut fra (Kompendium for skolearet 2002/2003,
2003), modifisert metode er beskrevet i vedlegg 1.

3.6.8. Protein
For & finne mengden protein i prgvene ble det brukt Kjeldahl-metoden. Det er en metode som

bestemmer nitrogen-innholdet i organiske materialer og ut fra dette kan proteininnholdet beregnes.

1 gram prgver veies opp i hvert rgr med nitrogenfritt papir. To av prgvene er blanke og har
nitrogenfritt papir og to rgr med 0,2 gram ammoniumsulfat som blindprgve. Alle rarene tilsette to
Kjeldahl tabletter og 15 ml svovelsyrer. Stativet med prgvergrene settes inn Buchi kjelDigester K-
449, hvor prgven varmes opp for a frigjere nitrogenet som ammoniumsulfat. Det ble sgrget for at
apparatet brukte metoden som er egnet for kjgtt og fisk. Denne oppvarmingen tar ca. 2 timer.
Prgvestativet settes i BUCHI KjelSampler K-376. Vekten av alle prgvene og deres plassering skrives
inn i KjelMaster K-375. Prgvene vil da automatisk tilsettes natronlut (NaOH) som gjer at
ammoniumsulfat til ammoniakk. Det skjer videre en titrering der borsyre tilsettes. Alt skjer
automatisk og det tar ca. 15 minutter per preve. Fgr denne analysedelen starter er det viktig a serge

for at det er nok borsyre, natronlut og vann pa tanken koblet til maskinen og temme avfallsdunken.

3.7. Statistikk
Statistiske analyser av resultatene ble utfert i SPSS(IBM SPSS Statistics). Resultatene ble

analysert med univariant anova i form av general linear model (GLM) og post hoc test i form
av Ducan. Det signifikante nivaet er pa p<0,05 altsd kan man si det med 95% sikkerhet .

For korrelasjonsanalyser ble bivariat , person tow-tailed corralation. Der r-verdien forklare
denne korrelasjon. En korrelasjon pa <0,4 regnes som en lite korrelasjon, 0,4-0,7 regnes som
en middels korrelasjon og >0,7 regnes som en strek korrelasjon. Alle resultater er vist som et

gjennomsnitt av tre paralleller.
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4. Resultat

4.1.  Rastoff
For & undersgke egenskapen til rastoffets ulike komponenter. Ble det utfgrt analyser fa a
undersgke den mikrobielle veksten, vanninnhold og proteininnhold pa dag null. Figur 4 viser
mikrobiologiske vekst for de ulike rastoffkomponenten pa MRS-Agar (MRS), Long &
Hammer agar (L&H)og Jernagrer (JA). Det ble observert starst vekst av mikroorganisme i det
hvite kjottet pd L&H med en verdi 3,9 log CFU /g. Det ble ikke observert vekst pa
melkesyrebakteier (MRS) og psykrotrofekotrofe bakterier (L&H) for rogn. Det ble funnet er
korrelasjon mellom veksten pa de ulike mediene der MRS og JA (r=0,692), (P<0,001), L&H
(r=0,968)(p<0,001) og JA og L&H (r=0,698) (p<0,001)

Mirobilogiske analsyer
4.5

log CFU/g
= N w
(6] N [95] w wv ~

[En

©
"

Hvit kjgtt Brunt kjgtt Rogn Klo

B MRS HL&H mJA
Figur 4 Mikrobiologiske undersgkelse av krabbe rastoffet (hvitt kjatt, brunt kjett, rogn og klo)

pa MRS-agar(MRS), Long & Hammer agra(L&H) og Jernagar (JA). Dataene viser den
gjennomsnitte log CFU/g #standardavviket
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4.1.1. Kjemisk sammensetning av rastoffet
Tabell 4 viser den kjemiske sammensetningen til rastoffet. Ask og fettinnhold ble beregnet ut
fra falgen formel: 100%- Vanninnhold- Protein= fett + aske Ved bruk av GLM forklart med
Ducan sammenligningstest (p<0,01), ble det funnet signifikante forskjeller mellom gruppen
for vanninnhold og protein (p<0,01) som vist i tabell 4.

Tabell 4 Kjemiske sammensetningen (%)av krabbe rastoffet. Dataene er forklart med
gjennomsnitt +standardavvik.!

Vanninnhold (%) Protein (%) aske + fett (%) beregnet
Hvitt kjott 51,7+0,4° 13,9+3,8¢
Brunt kjott 43,2+0,5¢ 17,4+2,1°
Klo 48,5+0,4° 27,7+0,6°
Rogn 33,8+0,3¢ 19,1+1,5°

4.2.  Forspk 1- Effekten av tilsetningsstoffene

4.2.1. Kjemisk sammensetning
Tabell 5 viser den kjemiske sammensettingen for krabbeblandingen for de ulike
tilsetningsstoffene; sitronsyre (S), alge (A), natriumacetat (N), sitronsyre+ natriumacetat
(AN), alge+ natriumacetat (AN), alge+ sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat
(ASN) og kontroll (K) pa analysedag null. Det ble funnet signifikante forskjeller mellom de
ulike gruppene pa vanninnholdet (p<0,01) som vist i tabell 5

Tabell 5 Kjemiske sammensetningen for de ulike tilsetningsstoffene; sitronsyre(S), alge(A),
natriumacetat(N), sitronsyre+ natriumacetat(AN), alge+ natriumacetat(AN), alge+ sitronsyre
(AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat(ASN) og kontroll (K) pa analysedag null.?

Grupper Vanninnholdet (%) Protein (%)  Fett (%)

S 29,0 +2,8° 18,0 +2,8 7,6 0,5
A 28,6 +1,5° 15,6 +1,5 7,7 +0,9
N 23,5 +0,3¢ 15,9 +0,3 6,7 £0,4
SN 27,0 £0,2° 16,1 +0,2 7,1+0,7
AN 27,7 £0,05%° 15,6 +0,1 6,6 £0,3
AS 27,5 +0,05%° 15,1 +0,05 7,4 10,4
ASN 28,0 +0,4%° 15,4 +0,4 6,5 10,4
K 24,3 +0,2¢ 16,9 +0,2 7,540,1

! Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p<0,001). | radene
med bokstaver indikerer disse signifikante forskjeller, der det ikke er bokstaver er det ingen signifikante
forskjeller.

2 Dataen er forklaret av gjennomsnittet i % + standardavviket for de ulike blandingene. Det ble funnet
signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest. | hver kolonne indikerer
bokstavene signifikante forskjeller mellom gruppen(p<0,001), der det ikke er bokstaver er det ingen signifikante
forskjeller (p>0,05)
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Resultat

4.2.2. Gassmalinger

Tabell 6 viser hoved effekten av gassmalingen + standardavvik for de ulike tilsetningsstoffene
sitronsyren(S), alge (A), natriumacetat (N), sitronsyre+ natriumacetat (AN), alge+
natriumacetat (AN), alge+ sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat (ASN) og kontroll
(K') pa de reseptive analysedagen . Den fulle malingen finnes i vedlegg 2 . Det ble funnet
signifikante forskjeller mellom gruppen som vist i tabell 6

Tabell 6 Hovedeffekten av gassmalingen for de ulike tilsetningsstoffene ;sitronsyre(S),
alge(A), natriumacetat(N), sitronsyre+ natriumacetat(AN), alge+ natriumacetat(AN), alge+
sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat(ASN) og kontroll (K) pa de ulike
analysedagen. Dataene viser et gjennomsnittet av alle malingen +standardavviket. 3

Grupper CO. 0 N2

S 54,6 £3,2a 0,8 £0,7 44,6 £2,5b
N 30,7 £5,0b 3,1+4,1 66,2 £1,5a
A 30,8 £8,4b 3,843,7 65,4 +4,6a
SN 54,6 +2,2a 0,8 £0,5 44,6 £1,8b
AN 29,6 £8,7b 3,944,3 66,6 +4,4a
AS 50,3 49,7a 1,9+2,2 47,8 £7,4b
ASN 52,0 +£10,0a 1,4+1,9 46,6 £8,1b
K 32,045,6b 2,7+2,3 65,3 43,33
P-verdi 0,001 0,238 0,001

3 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest(p<0,001). | hver
kolonne indikerer bokstaver signifikante forskjeller, der det ikke er bokstaver er det ingen signifikante
forskjeller.
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Resultat

4.2.3. Totalt aerobt kimtall
Figur 5 vise utviklingen av det totale aerobe kimtallet som for tilsetningsstoffene sitronsyre
(S), alge (A), natriumacetat (N), sitronsyre+ natriumacetat (AN), alge+ natriumacetat (AN),
alge+ sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat (ASN) og kontroll (K ) pa de reseptive
analysedagen. Prgve K oversteg 106 CFU/g mellom atte og ni dagers lagring (4 °C). Den
signifikante forskjellene mellom de ulike gruppen (p<0,001) er forklart ved bruk av GLM
med Duncan sammenligningstest. (figur 5) Her ser man at gruppe K har signifikant starst

mikrobiologisk vekst av aerobe bakterier

Jernagar Forspk 1

LOG cfu/g
(9]

Dag 0(D) Dag 4(B,C) Dag 7(C) Dag8(B,C) Dag9(A) Dag Dag 11(B) Dag
10(A,B) 15(A,B,C)

—e—S(D,E) —o—A(B) N(C) SN(E,F) =—e—AN(C) —e—AS(F) —e—ASN(D) —e—K(A)

Figur 5 Vekstkurve for total aerob kimtall pa jernagar. for de ulike tilsetningsstoffene
sitronsyre(S), alge(A), natriumacetat(N), sitronsyre+ natriumacetat(AN), alge+
natriumacetat(AN), alge+ sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat(ASN) og kontroll
(K). Dataene viser den gjennomsnittlig log CFU/g # standardavvik

4 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p<0,001). De
ulike bokstavene indikerer signifikante forskjeller (p<0,001).
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4.2.4. H,S produserende bakterier
Figur 6 viser H2S produserende bakterier (svarte kolonier pa JA) for de ulike
tilsetningsstoffene sitronsyre (S), alge (A), natriumacetat (N), sitronsyre+ natriumacetat (AN),
alge+ natriumacetat (AN), alge+ sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat (ASN) og
kontroll (K) pa de reseptive analysedagene. For gruppe S ble det kun funnet svarte kolonier pa
dag null og ti, og for gruppe AS ble det kun funnet svart kolonier pa dag fire og ti. Den
signifikante forskjellene mellom de ulike gruppen (p<0,001) er forklart ved bruk av GLM
med Duncan sammenligningstest. (figur 6) Der gruppene AS, K og A har de signifikant

stgrste andelene av svarte kolonier.

Svarte kolonier pa Jernagar

Log cfu/g

Dag O(E) Dag4(D) Dag7(C) Dag8(C) Dag9(C) Dag10(C) Dag 11(B) Dag 15(A)

=8-5(C) —e—A(A) N(B) SN(B) —e=—AN(B) —e=—AS(A) —e=ASN(B) —e=K(A)

Figur 6 Svarte kolonier pa jernagar for de ulike tilsetningsstoffene; sitronsyre(S), alge(A),
natriumacetat(N), sitronsyre+ natriumacetat(AN), alge+ natriumacetat(AN), alge+ sitronsyre
(AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat(ASN) og kontroll (K). Dataene viser den
gjennomsnittlig log CFU/g #standardawvik.®

5 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p< 0,05). De ulike
bokstaven indikere signifikante forskjeller (p<0,001)
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4.2.5. Totalt psykrotrof kimtall
Veksten av psykrotroft kimtall ( L&H) er vist i figur 7 for de ulike tilsetningsstoffene
sitronsyre (S), alge (A), natriumacetat (N), sitronsyre+ natriumacetat (AN), alge+
natriumacetat (AN), alge+ sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat (ASN) og kontroll
(K) pa de reseptive analysedagene. Den kan ogsa selektere for photobaterium og vibrio ved at
disse forekommer som lysende kolonier. | dette forsgket ble det ikke funnet noe lysende
kolonier. Kontrollpraven (K) overstiger 108 CFU/g mellom ni og ti dagers lagring (4 °C),
mens Algepraven (A) nar 108 CFU/g etter 15 dagers lagring (4 °C). Den signifikante
forskjellene mellom de ulike gruppen (p<0,001) er forklart ved bruk av GLM med Duncan
sammenligningstest (p<0,001).(figur 7) Gruppen K har signifikant starst mikrobiologiske

vekst av psykrotroft bakterier.

Long & Hammer Forsgk 1

(e)]

LOG cfu/g
(Oa])

/’ AA"‘“
—

IS

-

\\4 - —

Dag O(C) Dag4(C) Dag7(C) Dag8(C) Dag 9(C) Dag 10(A)Dag 11(B) Dag 15(A)
—o—S(F) —o—A (B) N(C) SN(E) —e—AN(C) —e— AS(G) —e—ASN(D) —e—K (A)

Figur 7 Vekstkurve for totalt psykrotroftkotoft kimtall pa Long & Hammer fra de ulike
tilsettingene; sitronsyre(S), alge(A), natriumacetat(N), sitronsyre+ natriumacetat(AN), alge+
natriumacetat(AN), alge+ sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat(ASN) og kontroll
(K). Dataene viser den gjennomsnittlig log CFU/g + standardavvik .

® Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p< 0,05). De ulike
bokstaven indikere signifikante forskjeller (p<0,001) mellom de ulike gruppene
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4.2.6. PH
Tabell 8 viser utviklingen av pH i krabbekjgttet for de ulike tilsetningsstoffene sitronsyre (S),
alge (A), natriumacetat (N), sitronsyre+ natriumacetat (AN), alge+ natriumacetat (AN), alge+
sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat (ASN) og kontroll (K) pa de reseptive
analysedagene. Gruppen som var tilsatt sitronsyrer (S) ble funnet til & ha laves pH (3,12 pa
dag ni). PH-verdien holder seg generelt gjevt under hele forgket. Det ble funnet signifikat
korrelasjon (p=0,001) mellom bakterie veksten pa JA (r=0,465)(p< 0,001), L&H
(r=0,679)(p<0,001) og pH.

ph malinger forgsk 1

Dag0 Dag4 Dag 7 Dag 8 Dag9 Dag 10 Dag11 Dagl5

==S5 =o—N A SN =e=AN =e=AS —e=ASN ==K

Figur 8 pH utviklingen i krabbekjgttet for de ulike tilsetningsstoffene; sitronsyre(S), alge(A),
natriumacetat(N), sitronsyre+ natriumacetat(AN), alge+ natriumacetat(AN), alge+ sitronsyre
(AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat(ASN) og kontroll (K).
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Resultat

4.2.7. Dannelse av peroksider
Figur 9 viser de primare oksidasjonsproduktene i praven i form av peroksidverdine (PV) for
de ulike tilsetningsstoffene sitronsyre (S), alge (A), natriumacetat (N), sitronsyre+
natriumacetat (AN), alge+ natriumacetat (AN), alge+ sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+
natriumacetat (ASN) og kontroll (K) de respektive analysedagene. Peroksidverdien starter pa
topp ved dag null med hgyeste verdi pa 3,98 og avslutter pa 1. Den signifikante forskjellene
mellom de ulike gruppen (p>0,05) og forskjellen mellom dagen (p<0,001) er forklart ved bruk
av GLM med Duncan sammenligningstest.(p<0,001) (figur 9).

Peroksidverdi

Pv(mEq perioksid/kg fett

i;

Dag 0 (A) Dag 4 (B) DagJS (B) Dag 10 (B)

——5(A) —e—A (A,B) N (B,C) SN(A,B,C)
—e—AN(A,B,C) =—e=AS (A,B) —e—ASN (A,B,C) —e=—K (C)

Figur 9 Forandring i peroksidverdien (PV) i krabbekjgttet for de ulike tilsetningsstoffene;
sitronsyre(S), alge(A), natriumacetat(N), sitronsyre+ natriumacetat(AN), alge+
natriumacetat(AN), alge+ sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat(ASN) og kontroll
(K) for analysedag 0, 4,8 og 10. Dataene viser et gjennomsnitt mEq peroksid/kg fett +
standardavviket for hver av blandingen.’

" Det ble funnet signifikante forskjeller med general linear modell (GLM) som er forklart med Duncan
(p<0,001). De ulike bokstavene indikere signifikante forskjeller (p<0,001)
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4.2.8. Nedbrytningsproduktene til ATP
Det ble oppdaget lavt innhold av ADP pa dag null for alle prgvene. Det ble kun oppdaget
ADP i prgven tilsatt sitronsyre (S) pa dag fire. Fullt resultat finnes i vedlegg 3.

Figur 10 viser utviklingen av umol/g creatin for de ulike tilsetningsstoffene sitronsyre (S),
alge (A), natriumacetat (N), sitronsyre+ natriumacetat (AN), alge+ natriumacetat (AN), alge+
sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat (ASN) og kontroll (K) pa analysedag null,
fire, atte og ti. Der kontrollprgven (K) har den hgyest gjennomsnittsverdien pa 205 umol/g
creatin og der den hgyest verdien er 240 umol/g pa dag O for alge + natriumacetat (AN).

Den signifikante forskjellene mellom de ulike gruppen (p>0,05) og forskjellen mellom
dagene (p<0,05) forklart ved bruk av GLM med Duncan sammenligningstest (p<0,05)(figur
10)

Creatin
350

300

250

=
vl
o

umol/g
N
o
o
[
[ I
—_

100

50

Dag 0 (A) Dag 4 (B) Dag 8 (B) Dag 10 (B)

HS WA mN mSN mAN mAS mASN mK

Figur 10 Utvikling av Cratin i krabbekjgttet for de ulike tilsetningsstoffene; sitronsyre(S),
alge(A), natriumacetat(N), sitronsyre+ natriumacetat(AN), alge+ natriumacetat(AN), alge+
sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat(ASN) og kontroll (K) pa analysedag 0,4, 8
og 10. Dataene viser den gjennomsnittlig utvikling xmol/g #+standardavvik 8

8 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p<0,05). De ulike
bokstavene indikerer signifikante forskjeller. Der det ikke er noe bokstaver er det ingen signifikante forskjeller.
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Resultat

Figur 11 viser utviklingen av umol/g AMP for de ulike tilsetningsstoffene sitronsyre (S), alge
(A), natriumacetat (N), sitronsyre+ natriumacetat (AN), alge+ natriumacetat (AN), alge+
sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat (ASN) og kontroll (K) pa analysedag null,
fire, atte og ti. Der den hgyeste verdien etter 10 dager er pa 307 umol/g for praven ASN og
den har ogsa den hgyeste gjennomsnittlige veksten under hele forsgket pa 219 umol/g.

Den signifikante forskjellene mellom de ulike gruppen (p<0,001) er forklart ved bruk av

GLM med Duncan sammenligningstest (p<0,001).(figur 11)
AMP

400

350
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200 1
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=
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0
Dag 0 (A) Dag 4 (B) Dag 8 (B) Dag 10 (B)
-50
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Figur 11 Utvikling av AMP i krabbekjattet for de ulike tilsetningsstoffene; sitronsyre(S),
alge(A), natriumacetat(N), sitronsyre+ natriumacetat(AN), alge+ natriumacetat(AN), alge+
sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat(ASN) og kontroll (K) pa analyse 0, 4,8 og
10. Dataene viser den gjennomsnittlig utvikling zmol/g #+standardavvik.®

% Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p<0,001). De
ulike bokstavene indikerer signifikante forskjeller. Der det ikke er noe bokstaver er det ingen signifikante
forskjeller.
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Figur 12 viser utviklingen av umol/g IMP for de ulike tilsetningsstoffene sitronsyre (S), alge
(A), natriumacetat (N), sitronsyre+ natriumacetat (AN), alge+ natriumacetat (AN), alge+
sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat (ASN) og kontroll (K) pa analysedag null,
fire, atte og ti Der den hgyeste verdien er pa dag 10 pa 352 umol/g for AN.

Den signifikante forskjellene mellom de ulike gruppen (p<0,001) er forklart ved bruk av
GLM med Duncan sammenligningstest (p<0,001).(figur 12) Der A og AN har signifikant
hgyest innhold av IMP.

IMP
450
400
350

300

umol/g
N
w
o

N
o
o

150

100

50 ]: :|:

Dag 0 (B) Dag 4 (A) Dag 8 (A) Dag 10 (A)

mS(B) WA(A) mN(B) mSN(B) mAN(A) mWAS(B) WASN(B) mK(B)

Figur 12 Utvikling av IMP i krabbekjgttet for de ulike tilsetningsstoffene; sitronsyre(S),
alge(A), natriumacetat(N), sitronsyre+ natriumacetat(AN), alge+ natriumacetat(AN), alge+
sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat(ASN) og kontroll (K) pa analysedag 0,4,8
og 10. Dataene viser den gjennomsnittlig utvikling #mol/g +standardavvik *°.

10 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p<0,001). Der det
er ulike bokstavene indikerer disse signifikante forskjeller. Der det ikke er noen bokstaver er det ingen
signifikante forskjeller
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Resultat

Figur 13 viser utviklingen av umol/g In for de ulike tilsetningsstoffene sitronsyre (S), alge
(A), natriumacetat (N), sitronsyre+ natriumacetat (AN), alge+ natriumacetat (AN), alge+
sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat (ASN) og kontroll (K) pa analysedag null,
fire, atte og ti. In ble funnet i alle prgve pa dag null og fire. For krabbe tilsatt sitronsyre (S) og
sitronsyre +natriumacetat (SN) det ogsa funnet pa dag ti. Den hgyest verdien er 37 pmol/g pa
dag atte for S. Den signifikante forskjellene mellom de ulike gruppen (p<0,001) er forklart
ved bruk av GLM med Duncan sammenligningstest (p<0,001).(figur 13) Der gruppe S og A

har signifikat hgyeste innhold av In.
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Figur 13 Utvikling av In i krabbekjattet for de ulike tilsetningsstoffene; sitronsyre(S), alge(A),
natriumacetat(N), sitronsyre+ natriumacetat(AN), alge+ natriumacetat(AN), alge+ sitronsyre
(AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat(ASN) og kontroll(K) pa analysedag 0,4,8 og 10.
Dataene viser den gjennomsnittlig utvikling zmol/g #standardavvik.

11 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p<0,001). De
ulike bokstavene indikerer signifikante forskjeller. Der det ikke er noe bokstaver er det ingen signifikante
forskjeller.
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Resultat

Figur 14 viser utviklingen av umol/g Hx for de ulike tilsetningsstoffene sitronsyre (S), alge
(A), natriumacetat (N), sitronsyre+ natriumacetat (AN), alge+ natriumacetat (AN), alge+
sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat (ASN) og kontroll(K) pa analysedag null,
fire, atte og ti. Alge (A) har den hgyeste verdien pa 64 umol/g pa dag atte. Den signifikante
forskjellene mellom de ulike gruppen (p<0,001) er forklart ved bruk av GLM med Duncan
sammenligningstest (p<0,05).(figur 14). Gruppe AN og A har signifikat hgyest innhold av
HX.

Hx

90

80

Dag 0 Dag 4 Dag 8 Dag 10

mS(B) WA(A) mN(B) mSN(B) WAN(A) mAS(B) WASN(B) mK(B)

Figur 14 Utvikling av Hx i krabbekjgttet for de ulike tilsetningsstoffene; sitronsyre(S),
alge(A), natriumacetat(N), sitronsyre+ natriumacetat(AN), alge+ natriumacetat(AN), alge+
sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ Natriumacetatumacetat(ASN) og kontroll(K) pa
analysedag 0,4,8 og 10. Dataene viser ett gjennomsnittlig utvikling zmol/g +
standardawvik.*?,

12 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p<0,05). De ulike
bokstavene indikere den signifikante forskjeller, mens der det ikke er noe bokstaver, er det ingen signifikante
forskjeller
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Resultat

K-verdi beregnes ut fra nedbrytningsproduktene til ATP som er vist i figur 15 for de ulike
tilsetningsstoffene sitronsyre (S), alge (A), natriumacetat (N), sitronsyre+ natriumacetat (AN),
alge+ natriumacetat (AN), alge+ sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat (ASN) og
kontroll (K) pa analysedag null, fire, atte og ti. A skiller seg ut med hgyest % (23%) pa dag
atte. Den signifikante forskjellene mellom de ulike gruppen (p<0,001) er forklart ved bruk av

GLM med Duncan sammenligningstest (p<0,001).(figur 15)
K-verdi
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Figur 15 Utvikling av K-verdien (%) i krabbekjgttet for de ulike tilsetningsstoffene;
sitronsyre(S), alge(A), natriumacetat(N), sitronsyre+ natriumacetat(AN), alge+
natriumacetat(AN), alge+ sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat(ASN) og

kontroll(K) pa analysedag 0,4,8 og 10. Dataene viser den gjennomsnittlig utvikling % +
standardawvik. 3

Hoved effekten av alle parameterne for de ulike tilsetningsstoffene sitronsyre (S), alge (A),
natriumacetat (N), sitronsyre+ natriumacetat (AN), alge+ natriumacetat (AN), alge+

sitronsyre (AS), alge+ sitronsyre+ natriumacetat (ASN) og kontroll (K) er vist i vedlegg 4.

13 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p<0,001). De
ulike bokstavene indikerer signifikante forskjeller, der det ikke er noe bokstaver er det ingen signifikante
forskjeller
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Resultat

4.3.  Forspk 2 — Effekt av pakkemetode

4.3.1. Kjemiske sammensetning

Tabell 7 viser den kjemiske sammensettingen for de ulike tilsetningsstoffene kontroll (K)
sitronsyrer (S) og alge + sitronsyre (AS) pa dag null. Der det ble funnet signifikant forskjeller
i fettprosent (p< 0,05), vanninnholdet (p<0,001) som vist i tabell 7 Det ble ikke funnet noe
signifikante forskjeller i protein innholdet (p=0,206)

Tabell 7 Kjemisk sammensetning for ;kontrollprgven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller
pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02
(70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30)
(OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa analysedag null. Dataene viser et gjennomsnittet
(%) #standardavvik. 4.

Grupper Vanninnhold (%) Protein (%) Fett (%)

K 24,2 +0,2° 16,4 +0,04 7,4 £1,2°
S 25,7 0,22 15,9 £0,5 7,2 +0,3°
AS 25,8 £0,32 16,3 £0,3 11,4 +0,9°

4.3.2. Gassmalinger
Tabell 8 viser hoved effekten av gass-sammensetting + standardavvik for kontrollprgven
pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1%
(w/w) sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5%
sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de reseptive
analysedagene. For komplet maling se vedlegg 2. Den signifikante forskjellene mellom de
ulike gruppen (p<0,001) er forklart ved bruk av GLM med Duncan sammenligningstest
(p<0,001).(tabell 8) Det ble funnet ulikheten i konsentrasjoner av CO2, N2 og O2 for
kontrollprgven som vist i Figur 16,17 og 18.

14 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest Der bokstaver i
hver rekke indikere signifikante forskjeller mellom gruppene(p<0,05), der det ikke er bokstaver er de ingen
signifikante forskjeller
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Tabell 8 Hovedeffekten av gassmalingen for ; kontrollprgven pakket i CO2:02 (70:30) (OK)
eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02
(70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30)
(OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de ulike analysedagene. Dataene visert et
gjennomsnittet av alle malingen #standardavviket.®®

Grupper CO:. 0 N2
OK 41,6 +4,9° 54,0 +4,0° 4,4 £2,0¢
(01 59,7 +0,7° 37,4 £0,4° 2,941,0¢
OAS 59,0 £1,1° 38,3 +0,6° 2,7 £1,4¢
NK 40,2 +2,2° 0,4 +0,3¢ 59,4 +2,0°
NS 58,9 +0,3° 0,1 +£0,0¢ 41,0 +0,3°
NAS 57,7 +0,7° 0,2 £0,2¢ 42,2 +0,6°
P-verdi 0,001 0,001 0,001
CO2
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Figur 16 Utvikling av CO2 for; kontrollprgven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller pakket i
CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OAS)
eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OS) eller
pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de ulike analysedagene

15 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p<0,001).1 hver
rad indiker bokstaven signifikante forskjeller mellom gruppen, der det ikke er bokstaver er det ingen signifikante
forskjeller.
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Figur 17 Utvikling av N2 for; kontrollprgven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller pakket i
CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OAS)
eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OS) eller
pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de ulike analysedagene
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Figur 18 Utvikling av Oz for ; kontrollprgven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller pakket i
CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OAS)
eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OS) eller
pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de ulike analysedagene
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4.3.3. Totalt aerobt kimtall
Figur 19 viser utviklingen av det totale aerobe kimtallet (pa JA) kontrollpraven pakket i
C02:02 (70:30) (OK) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w)
sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5%
sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de reseptive
analysedagene. Det bade OK og NK overstiger 108 CFU/g mellom fire og atte dagers lagring
(4 °C). NAS oversiger 106 CFU/g mellom 12 og 13 dagers lagring (4 °C). Det er lite vekst for
OS og NS gjennom hele perioden. Det ble funnet korrelasjon mellom JA og L&H
(r=0,900)(p<0,001) og presutive Pseudomonas (r=0,898)(p<0,001). Den signifikante
forskjellene mellom de ulike gruppen (p<0,001) er forklart ved bruk av GLM med Duncan
sammenligningstest (p<0,001).(figur 19)
Der gruppe NK og OK har signifikant stgrre vekst av aerobe bakterier.

Jernagra Forspk 2

LOG cfu/g

HH
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=QK (A) =0OS (E) OAS (C) NK (A) =—=NS (D) =——NAS (B)

Figur 19 Vekstekruver for totale aerobt kimtall pa jernagar for; kontrollprgven pakket i
C02:02 (70:30) (OK) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w)
sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5%
sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de ulike
analysedagen. Dataene viser den gjennomsnittlig log CFU/g +standardavvik. 6.

16 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest ( p<0,001). De
ulike bokstavene indikere signifikante forskjeller, der det ikke er noe bokstaver er det ingen signifikante
forskjeller
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4.3.4. H,S produserende bakterier

Figur 20 viser H2S produserende bakterier (svarte kolonier pa JA) kontrollprgven pakket i
C02:02 (70:30) (OK) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w)
sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5%
sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de reseptive
analysedagene. For OS og NS ble det funnet sporadisk og lite vekst der kolin antallet var
under 15 for alle pravene. For enkelte dager ble det ikke funnet noen svarte kolonier.
Hovedvekten av H2S produserende bakterie ble funnet i kontrollpreven OK og NK der den
stiger fra log 3,1 CFU/g pa dag 0 til 6,6 log CFU/qg etter 14 dagers lagring (4 °C). Den
signifikante forskjellene mellom de ulike gruppen (p<0,001) er forklart ved bruk av GLM
med Duncan sammenligningstest (p<0,001).(figur 20) Der gruppe OK og NK har signifikat

hgyere andel av svarte kolonier.

Svarte kolonier pa jernagar
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Figur 20 Vekstkurven for H2S produserende bakterier (svarte kolonier pa jernagar ) for;
kontrollprgven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w)
alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30)
(NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de
ulike analysedagene. Dataene viser den gjennomsnitt log CFU/g + standardavvik.’

17 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest ( p<0,001). De
ulike bokstavene indikere signifikante forskjeller, der det ikke er noe bokstaver er det ingen signifikante
forskjeller
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4.3.5. Totalt psykrotroft kimtall
Figur 21 viser veksten psykrotroft kimtall (vekt pa L&H) for kontrollpraven pakket i CO2:02
(70:30) (OK) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre
pakket i CO2:02 (70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i
C02:02 (70:30) (OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de reseptive analysedagen. Den
kan ogsa slelektert for photobaterium og virbor ved at disse forekommer som lysende
kolonier. | dette forsgket ble det ikke funnet .Der kontrollprgven pakket i CO2:N2 (70:30)
(NK) eller CO2:02 (70:30) (OK) er over 10® CFU/qg etter atte dager. Det ble funnet
korrelasjon mellom L&H og JA(r=0,990)(p<0,001) og mellom L&H og presumtive
Pseudomonas (r=0,875) (p<0,001). Den signifikante forskjellene mellom de ulike gruppen
(p<0,001) er forklart ved bruk av GLM med Duncan sammenligningstest (p<0,001).(figur 21)
Der gruppe NK har signifikant hgyest vekst av psykrotroftkotrofe bakterier.

Long & Hammer Forsgk 2

LOG CFU
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——OK (B) =08 (F) OAS (D) NK (A) ===NS (E) ===NAS (C)

Figur 21 vekstkurver for psykrotroftkotoft kimtall pa Long & Hammer for; kontrollpraven
pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1%
(w/w) sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5%
sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de ulike
analysedagene. Dataene viser den gjennomsnitt log CFU/g +standardavvik.!®

18 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest ( p<0,001). De
ulike bokstavene indikere signifikante forskjeller, der det ikke er noenbokstaver er det ingen signifikante
forskjeller
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4.3.6. Vekstkurve presumtiv Pseudomonas
Figur 22 viser utviklingen av presumptiv Pseudomonas for kontrollprgven pakket i CO2:02
(70:30) (OK) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre
pakket i CO2:02 (70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i
C02:02 (70:30) (OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de reseptive analysedagene. Det
ble ikke funnet noen kolonier pa dag null. For OAS og NAS ble det det kun oppdaget pa dag
atte, ti og fjorten. Det var ingen vekst for gruppen OS eller NS. Det ble funnet korrelasjons
mellom presumtiv pseudomonas og L&H (r=0,875) (p<0,001) og presumtiv pseudomons og
JA(r=0,898) (p<0,001). Den signifikante forskjellene mellom de ulike gruppen (p<0,001) er
forklart ved bruk av GLM med Duncan sammenligningstest (p<0,001).(figur 22)Pa
pesudomonas agar kan det forekomme fluoriserende bakterier som kan vere en indikasjon pa
pseudomonas spp. | dette forsgket ble det oppdaget fluoriserende kolonier for OK, NK og
OAS. Det kan ogsa forkomme rosa kolonier pa agaren noe som kan veere en indikasjon pa

aeromonas spp noe som kun ble oppdaget for gruppen NK. Disse resultatene er vist i vedlegg
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Figur 22 Vekskurver for psesumtive pseudomonas for; kontrollprgven pakket i CO2:02
(70:30) (OK) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre
pakket i CO2:02 (70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i
C02:02 (70:30) (OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de ulike analysedagene. Dataene
viser den gjennomsnitt log CFU/g #standardavvik. °

19 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest ( p<0,001). De
ulike bokstavene indikerer signifikante forskjeller, der det ikke er noe bokstaver er det ingen signifikante
forskjeller
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4.3.7. PH
Figur 23 viser pH utviklingen for kontrollprgven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller pakket i
CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30)
(OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OS)
eller pakket i CO2:N2(70:30) (NS) pa de reseptive analysedagene. Der de ulike blandingene
holder jevn pH gjennom hele lagringstiden. Kontroller har en pH pa ca 6, Alge +sitronsyr har
en pH pa ca 5 og sitronsyrer har en pH pa ca 4. Det ble funnet en korrelasjon mellom vekst pa
JA (r=0,729) (p<0,001) og L&H(r=0,722)(p<0,001) og pH. En negativ korrelasjon mellom
pH og presumtive pseudomonas (r=-0,703) (p<0,001).
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Figur 23 pH utviklingen i krabbekjattet for kontrollpraven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller
pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02
(70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30)
(OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de ulike analysedagene.
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4.3.8. Dannelse av peroksider
Figur 24 viser det primaere oksidasjonsproduktet i prgven i form av peroksidverdi (PV) for
kontrollprgven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 %
(w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2
(70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OS) eller pakket i CO2:N2(70:30)
(NS) pa de representative analysedagene.
Den signifikante forskjellene mellom de ulike gruppen (p>0,05) er forklart ved bruk av GLM
med Duncan sammenligningstest (p>0,05).(figur 24)
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Figur 24 Forandring i peroksidverdien (PV) i krabbekjgttet for kontrollprgven pakket i
C02:02 (70:30) (OK) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w)
sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5%
sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de ulike
analysedagene. Dataene viser den gjennomsnitt mEq peroksid/ kg fett +standardavviket.
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4.3.9. Nedbrytningsproduktet av ATP
Det ble oppdaget lavt innhold av ADP pa dag ti for alle prgvene. Det ble kun oppdaget ADP
pa dag atte for kontrollpravene pakket i CO2:02 (70:30) (OK). Fullt resultat finnes i vedlegg
3.

Figur 25 viser utvikling av umol/g creatin for kontrollpraven pakket i CO2:02 (70:30) (OK)
eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02
(70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30)
(OS) eller pakket i CO2:N2(70:30) (NS) pa analysedag null, fire, atte og ti. Der den hgyest
verdien for OS er pa 200 umol/g creatin pa dag atte. Den signifikante forskjellene mellom de
ulike gruppen (p>0,05) og forskjellen mellom dagen (p<0,001) er forklart ved bruk av GLM
med Duncan sammenligningstest (p<0,001).(figur 25)
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Figur 25 utvikling av zmol/g creatin for; kontrollpreven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller
pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02
(70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30)
(OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de ulike analysedagene. Dataene viser den
gjennomsnittlig utvikling zmol/g +standardavvik.?°.

20 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p<0,001). De
ulike bokstavene indikerer signifikante forskjeller. Der det ikke er noe bokstaver er det ingen signifikante
forskjeller
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Figur 26 viser utvikling av umol/g AMP for kontrollpraven pakket i CO2:02 (70:30) (OK)
eller pakket i CO2:N2z (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02
(70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30)
(OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa analysedag null, fire, atte og ti. Der den hgyeste
verdien for NAS er pa 201 umol/g pa dag fire. Den signifikante forskjellene mellom de ulike
gruppen (p<0,001) er forklart ved bruk av GLM med Duncan sammenligningstest
(p<0,001).(figur 26)
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Figur 26 utvikling av zmol/g AMP for; kontrollpraven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller
pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02
(70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30)
(OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de ulike analysedagene. Dataene vise den
gjennomsnittlig utvikling zmol/g +standardavvik. 2

21 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p<0,001). De
ulike bokstavene indikerer signifikante forskjeller. Der det ikke er noen bokstaver er det ingen signifikante
forskjeller.
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Figur 27 viser utvikling av umol/g IMP for kontrollprgven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller
pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02
(70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30)
(OS) eller pakket i CO2:N2(70:30) (NS) pa analysedag null, fire, atte og ti. Der det hgyest
verdi pa 69 umol/g for OS pa dag atte. Den signifikante forskjellene mellom de ulike gruppen
(p<0,001) er forklart ved bruk av GLM med Duncan sammenligningstest (p<0,001).(figur 27)
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Figur 27 Utvikling av zmol/g IMP for; kontrollpreven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller
pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02
(70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30)
(OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de ulike analysedagene. Dataene viset den
gjennomsnittlig utvikling zmol/g +standardavvik.?

22 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p<0,001). De
ulike bokstavene indikerer signifikante forskjeller. Der det ikke er noen bokstaver er det ingen signifikante
forskjeller
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Figur 28 viser utvikling av umol/g Hx for kontrollprgven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller
pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02
(70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30)
(OS) eller pakket i CO2:N2(70:30) (NS) pa analyse dag null, fire, atte og ti. Der det er hgyest
verdi pa 28 umol/g for OS pa dag atte. Den signifikante forskjellene mellom de ulike gruppen
(p<0,001) er forklart ved bruk av GLM med Duncan sammenligningstest (p<0,001).(figur 28)
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Figur 28 utvikling av zmol/g Hx for ; kontrollprgven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller
pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02
(70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30)
(OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) pa de ulike analysedagene. Dataen viser den
gjennomsnittlig utvikling zmol/g +standardawvik. 23

23 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p<0,001). De
ulike bokstavene indikere signifikante forskjeller. Der det ikke er noen bokstaver er det ingen signifikante
forskjeller
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4.3.10. K-verdi
K-verdi bregnes ut fra nedbrytningsproduktene til ATP som er vist i figur 29 for

kontrollprgven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 %
(w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2
(70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30) (OS) eller pakket i CO2:N2(70:30)
(NS) pa analyse dag null, fire, atte og ti. Der OS skiller seg ut pa dag ti med hgyest verdi pa
23%. Den signifikante forskjellene mellom de ulike gruppen (p<0,05) er forklart ved bruk av

GLM med Duncan sammenligningstest (p<0,001).(figur 29)

K-verdi
25
20
15 {
X I
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Dag 0 (B) Dag 4 (B) Dag 8 (A) Dag 10 (A)

mOK(B) mOS(A) mOAS(AB) mNK(AB) mNS(AB) mNAS(B)

Figur 29 Utvikling av K-verdien (%) i krabbekjattet for; kontrollpraven pakket i CO2:02
(70:30) (OK) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre
pakket i CO2:02 (70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i
C02:02 (70:30) (OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS)) pa de ulike analysedagene. Dataene
vise den gjennomsnittlig % +standardavvik

Hovedeffekten av alle parameter for kontrollprgven pakket i CO2:02 (70:30) (OK) eller
pakket i CO2:N2 (70:30) (NK), 1,5 % (w/w) alge + 1% (w/w) sitronsyre pakket i CO2:02
(70:30) (OAS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NAS), 2,5% sitronsyre pakket i CO2:02 (70:30)
(OS) eller pakket i CO2:N2 (70:30) (NS) er vist i vedlegg 4.

24 Det ble funnet signifikante forskjeller ved bruk av (GML) med Duncan sammenligningstest (p<0,001). De
ulike bokstavene indikere signifikante forskjeller. Der det ikke er noen bokstaver er det ingen signifikante
forskjeller
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5. Diskusjon

5.1. Rastoffet

Hitramat produserer ulike krabbeprodukter, men ut fra ensker fra dem ble det valg a ta
utgangspunkt i et av deres produkter i form av fylt krabbeskjell. Dette produkter bestar av hvit
krabbekjott og brunt krabbekjott pakket i et krabbeskjell. Krabbekjottet toppes med en
krabbeklo og litt rogn for alt pakkes 1 plastbeger og pakkes i MAP (CO2:N2 (70:30)). Alt dette
arbeidet skjer manuelt og her kan det vere stor fare for kontaminering fra mennesker, dette
aspektet ble ikke vurder 1 denne oppgaven, men det kan vere en medvirkende faktor for darlig
holdbarhet. Der resultatet av de mikrobiologiske undersgkelsen av melkesyrebakterie (vis pa
MRS-agar), totalt aerob kimtall (vekst pa jernagar) og total psykrotroftkotofe kimtall (vekst
pa Long & Hammer) vis er at generelt var hagyer vekst i det brune kjette og det hvite kjotte.
Det ble ogsé funnet korrelasjon mellom gruppen som tyder pé at de har noe av den hat lik
vekstenkurve, der MRS og L&H hadde best korrelasjon (r=0,986)(p<0,001). Det ble valgt a
fokusere pd den brune og hvite-krabbekjott pd grunn den mikrobiologisk veksten og at det er
den sterste andelen av det fylte krabbeskjellet. For a fa et utgangspunkt av rdmaterialer ble
mikrobiologiske undersgkelser og det ble sett pd den kjemisk sammensetningen av
vanninnhold og protein. P& grunnlag av at resultatene av fettprosenten ikke ble register ble
aske + fettinnholdet beregnet. Ut fra tidligere forsek utfort av Maulvault et al. (2012)utfert pa
kokt muskel og brunt krabbekjott ble det funnet et hayer vanninnhold sammenlignet med
dette forseket, men protein innholdet er relativet likt. Selv om i dette forseket var det store

standardavvik spesielt for protein da det var en del problemer knytte til denne analysen.

Krabbekjettet som ble brukt var ulik for forsekene, der forsek 1 var det pakket i beger pé 1
kg, mens i forsgk 2 var kjettet platefryst i store vakumposer. Dette kan ha vaert med pa a
skape ulikheter mellom krabbekjottet i de to forsekene. Krabbekjottet bestar av blandinger av
ulike krabber som kan vere fanget pa ulike steder i fra Helgeland i nord og mere kysten i
vest, som gjor at de kan ha en ulike flora fra start. Denne ulikheten i fangstomrdde gjor at det
er lite sporbarhet og det ikke lite kontroll pa rastoffet. Da blant annet fangstomradet,
fangstmetoden og frakte tid til fabrikk kan pévirke kvaliteten til krabbekjottet. Denne

ulikheten i floraen er noe som veksten av mikroorganismer pa JA for kontrollprave (K) viser.
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For forsek 2 vokser fra 4,05 log CFU/g til 8,2 log CFU/g etter 14 dagers lagring (4 °C), mens
for forsek 1 vokser den fra 3,8 log CFU/g til 7,6 log CFU/g etter 15 dagers lagring (4 °C)

For begge forsgkene ble det gjennomfart kjemiske analyser i form av fett, protein og
vanninnhold og mikrobiologiske analyser pa de ulike komponenten av ramaterialer. Dette ble
utfert far & kunne se om det kunne bestemme utgangspunktet i praven da dette er lite kjent..
Den kjemiske sammensetningen er lik relativt for kontrollprgven i begge forsgkene som tyder
pa at blandingen av hvitt- og bruntkrabbekjgtt inneholder ca. 24% vann, 16% protein og 7,4
% fett. Tidligere forsgk gjennomfgrt av Maulvault et al. (2012)vise noe like resultater for fett
og protein, men et hgyer vanninnhold. Da dette forsgket var utfart pa muskel og brunt

krabbekijatt er det ikke helt ssmmenlignbart, men det gir en indikasjon pa antatt innhold.

5.2. Forsgk 1 - Effekten av tilsetningsstoffene

Resultatene av de mikrobiologiske analysene pa Jernagar (JA) viser at det kun er
kontrollpraven (K) som nar 10° CFU/g i lepet av lagringsperioden mellom étte og ni dagers
lagring (4 °C). Det psykrotroft kimtallet for gruppe K overstiger 106 CFU/g mellom ni og ti
dagers lagring (4 °C). Den mikrobielle aktiviteten ber ikke overstige 10® CFU/g, resultater
over dette er ikke egnet for human konsum (Broekaert et al., 2011) Blandingen tilsatt torket
alge (A) nér 6 log CFU/g etter 15 dagers lagring (4 °C) pa JA og Long & Hammer (L&H).
Ved a se pa vekstkurven til bdde JA og L&H sé er det hovedsakelig pa kontrollpreven og
algeproven som visuelt har noen vekst av mikroorganismer, da de andre provene har lite
okning i1 veksten under hele lagringen. Den heye mikrobielle veksten var forvente for
kontrollpreven, da den fra undersekelser gjennomfort av Hitramat AS, viser at den har en
holdbarhet pa tte dager, noe som stemmer med funnen utfort i dette forseket .Dette tyder pa
at bruk av terket alge har en effekt pa 4 minke den mikrobielle veksten. P4 grunn av at preven
var lagret over 4 °C i lopet av lagringsperioden kan ikke holdbarheten fastsettes, men

resultatene gir indikasjon pa effekten av tilsetningsstoffene.

Proven som inneholder torket alge, natriumacetat eller en kombinasjon av disse, senker den
mikrobielle aktiviteten uten at den senker pH. Dette kan tyde pa at det er andre komponenter i
disse stoffene som virker antimikrobielt pa produktet. Blant annet inneholder alger polyfonere
som tidligere har vist seg a antimirkobielle effekt (Eom et al., 2012).

Bruk av sitronsyre senker den mikrobielle veksten ved & senke pH “en i preven. Arsaken til det

lave veksten kan vere at fa bakterier trives ved lav pH. Ved a se pa den mikrobiologiske
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veksten kan det tyde pé at pH rundt 4 hemmer utviklingen av bakterier betydelig. Ved a se pa
korrelasjonen mellom pH og den mikrobielle veksten pa JA (r=0,465) (p<0,001) og L&H
(r=0,679)(p<0,001) er det en viss korrelasjon. Dette kan tyde pa at det er en viss sammenheng
mellom pH og vekst av mikroorganismer. For & underseke om det er noe likhet i den
mikrobielle veksten ble det malt korrelasjon mellom JA og L&H (1=0,828)(p<0,001).

Det ble observert under provetakingen at proven som var tilsatt sitronsyre slapp veeske under
lagringsperioden. Dette ble ikke testet, men dette ber undersekes 1 videre studier.
Veaskeslippet kan skyldes den lave pH-verdien i disse produktene, da lav pH kan forarsake
vaeskeslipp pa grunn av at cellen er rundt pl og ikke klare & holder pa vannet. Alle pravene
som er tilsatt torket alge, ble observert til & f4 en gronnlig farge noe som kan virke sensorisk
negativ pé forbrukerne- Dette ber undersokes nermer 1 videre arbeid. Den greonne fargen kan

skyldes at det ble brukt terket alge i pulver form som har en grennlig farge.

Ved veksten av H2S produserende bakterier (svarte kolonier pa JA) sa hemmes dette av
tilstedevarelsen av sitronsyrer. Der krabben tilsatt 5 % (w/w) sitronsyrer 1 forhold til produkt
kun har sporadisk vekst ved dag null og dag ti. Den lave veksten av H2S produserende kan
skyldes den lave pH. For bade natriumacetat (Yesudhason et al., 2014) og sitronsyrer
(Schirmer et al., 2009) har tidligere vist seg & ha effekt p&d 4 hemme veksten av HaS
produserende bakterier, noe som kan ha bidratt til den lave og sporadiske veksten. En vanlig
H:S produserende bakterie funnet i1 sjomat er Shewanella (Andreani and Fasolato, 2017) og er

den er ogsé funnet i krabbe (Robson et al., 2007).

For 4 stette opp under de mikrobiologiske analysene ble det ogsé gjennomfort kjemiske
analyser 1 form nedbrytningsproduktet til ATP og peroksidverdi(PV). Proven starter pa alt fra
3,9 til 0,6 mEq periosider /kg fett for Sitronsyrer (S) og Kontroll (K). Dette antyder det at det
ikke er noe oksidasjon i krabben. Dette stottes opp av tidligere forsek gjennomfert av
Anacleto et al. (2011)pa cancer pegasue (taksekrabbe) som viser PV etter 13 dager pd mellom
4-7 mEq perioksi/kg fett, noe som stetter opp under at utviklingen av periosider i krabbe er
under den aksepterte verdien pa 20 mEq /kg fett og under verdien 5 mEq/kg fett som regnes
som ikke oksider olje. Dette kan skyldes at krepsdyr, som krabbe, inneholder karatnioder som
astaxanthin, som er et antioksidant, kan vare med & hindre oksidasjon (Brown et al.,
2017).Dette ber undersgkes nermere. Det kan ogsa vare gunstig 4 undersoke for sekundare

oksidasjonsprodukter ved bruk av for eksempel anisidin verdi
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Det er utfort ingen, eller svart lite forsking pa metabolismen til taskekrabbe (cancer pegasus),
noe som gjor det vanskelig & vurdere resultatene av nedbrytningsproduktene til ATP i
provene. Undersgkelsen utfort pd metabolisme til krepsdyr er hovdesaklig utfort pd hummer
og reker. Der Mendes et al. (2001)har funnet ut at for krepsdyr AMP hovedkomponenten,
mens for fisk er dette IMP. I dette forseket ble det finnet et hayer innhold av AMP
sammenlignet med IMP i alle proven, med unntaka av preven som er tilsatt Alge (A) og Alge
+ natriumacetat (AN). Disse har hgyere innhold av IMP enn AMP gjennom hele lagringen.
Disse er ogsa signifikant forskjellig fra de andre gruppene (p<0,05). Noe som tyder pa at
torket alge pavirker denne nedbrytningsprosessen.

Det samme gjelder for Hyposantin (Hx) der A og AN skiller seg ut fra de andre med heyest
vekst og de er signifikat forskjellig fra de andre gruppene (p<0,01). P& grunn av det lave
innholdet av Hx i kontrollpreven (K) kan dette tyde pa at den ikke er pavirket av den
mikrobielle veksten siden K har storst vekst av mikroorganismer gjennom hele forsegket.
Teorien tilsier ogsa at Hx ikke skal vere tilstede for antall bakterier nar over 10° CFU/g
muskel (Hong et al., 2017) noe som ikke er tilfelle her. Dette tyder pd at det er autolytiske
enzymer som katalyserer denne reaksjonen i produktet. Hx bidrar til darlig lukt og smak 1
produktet og er mye brukt som ferskhetsindikator (Mendes et al., 2001).

Resultatet av nedbrytningsproduktet av ATP tyder pé at blandingen med terket alge (A) skiller
seg ut pa de fleste omrader. Dette kan tyde pa at det a tilsette torket alge i krabben gjer noe
med krabbens metabolisme. P4 grunn av den manglende kunnskapen om metabolismen til
krabben, er det vanskelig & vurdere resultantene av denne analysen. Basert pa de store
standardavvikene i analysene er det derimot vanskelig a4 konkludere noe basert pé disse

resultatene. Dette ber derfor undersgkes videre.

Ut fra nedbrytningsproduktet av ATP beregnes K-verdien. | dette forsgket var den hgyeste
verdien for Alge (A) pa 23% pa dag atte. Kontrollpraven har hgyest verdi etter fire dager pa
12 %. Denne lave verdien kan tyde pa at K-verdien ikke er en god indikator pa ferskhet for
krabbe. K-verdien er noe lav for alle pravene sammenlignet med analyser utfert pa reker som
var lagret i atte dager der k-verdien er oppe i 40%. (Li et al., 2017). Da K-verdien
hovedsakelig er brukt til & vurdere ferskhet til fisk, far den mikrobielle veksten blir for hgy
(over 10% CFU/g) (Hong et al., 2017). Forsking gjennomfart av Mendes et al. (2001)utfert pa
hummer og reker tyder pa at krepsdyr ikke har lik metabolisme som fisk og det kreves mer

forsking for a bruke K-verdien som en ferkshetsindikator.
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5.3.  Forsgk 2- Effekt av pakkemetode

Et utvalg av de undersgkte gruppene ble videre brukt for 4 undersegke gas miksens betydning
for produktets holdbarhet og kvalitet. Kontrollprevene bade pakket i CO2:02 (70:30) (OK) og
C02:N2(70:30) (NK) er over grensen pa 10% CFU/g som er grensen for humant konsum etter
atte dagers lagring (4 °C) bade for aerobe bakterie (vekst pa JA) og psykrotrofe bakterier
(vekst pd L&H) (Broekaert et al., 2011) . Disse funnene stemmer med forsgk utfort av
Hitramat AS som antyder at krabbekjett pakket i MAP(CO2:N2 (70:30)) har en holdbarhet pa
atte dagers lagring (4 °C). Krabben pakket 1 CO2:N2 (70:30) blandet med alge + sitronsyre
(NAS) passerer 10° CFU/g mellom 12 og 13 dagers lagring (4 °C) bade for JA og L&H..
Denne signifikat lavere veksten for gruppe OAS og NAS sammenlignet med kontrollpraven
kan indikere at det & bruke alge + sitronsyre er med pa & senke den mikrobielle aktivitet, noe
som igjen forlenger holdbarheten. Det ble funnet signifikante hoyere vekst av
mikroorganismer for gruppen NAS enn for OAS gjennom lagringen, noe som kan tyde pd at &
at det & pakke 1 CO2:02 (70:30) kan minke veksten av mikroorganismer. Tidligere forsek
utfort pd torsk (Johnsen, 2016) og reker (Lopez-Caballero et al., 2002)har vist at bruk av
oksygen er med pa a forlenge holdbarheten til produktet i kombinasjon med CO-. Ved a se pa
vekstkurven til OAS og NAS er det forst etter dtte dager det er mulig & skille disse proven. Pa
grunn av den heye veksten av mikroorganismer pa dag atte for kontrollpreven er det ikke
mulig & se denne effekten. Krabben tilsatt sitronsyre nar 10° i lepet av hele lagringsperioden
pa 14 dager, dette kan skyldes den lave pH-verdien (pH=4) som skyldes sitronsyrer. Da
mange mikroorganismer ikke trives ved sé lav pH. Noe gjor det vanskelig & se en klar effekt
av a pakke i CO2:N2 (70:30), selv om det ble funnet signifikante forskjeller mellom preven pa
JA og L&H. En mulig negativ effekt av den lave pH-verdien var at det ble observert endel
vaeskeslipp i disse praven i lepet hele lagringsperioden. Den lave pH-verdien kan fore til at

musklene slipper vann pa grunn av den lave vannbindingsevnen (Matak et al., 2015).

H2S produserende bakterier i form av svarte kolonier ble funnet i alle praven. I proven tilsatt
sitronsyre (S) ble det kun funnet svarte kolonier, sporadisk og i smd mengder. Dette kan tyde
pa disse ikke trives ved lav pH. OK og NK har den sterste andelen med svarte kolonier (OK
6,8 log CFU/g )(NK 6,6 log CFU/g) etter 14 dagers lagring (4 °C). Det er lavere vekst for
OAS og NAS der koloniantallet er under 15 kolonier per plate fra og med dag atte noe som
gir et lavt kimtall pa 2,5 log CFU/g etter 14 dager for begge pravetypene. Den lave veksten av
HaS produserende kan skylde den lave pH. For bide natriumacetat (Yesudhason et al.,
2014)og sitronsyrer (Schirmer et al., 2009) har tidligere vist seg 4 ha effekt pa & hemme
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veksten av H2S produserende bakteiter , noe som kan ha bidratt til den lav og sporadiske
veksten. En vanlig H2S produserende bakterier funnet i sjomat er shewanella (Andreani and

Fasolato, 2017) Denne bakterien er ogsd funnet i krabbe (Robson et al., 2007).

For forsek 2 ble det ogsa teste for presumtiv pseudomonas siden den trives 1 milje med
oksygen. Selv om pseudomonas trives best med oksygen ,er den funnet i MAP pakker uten
oksygen (Andreani and Fasolato, 2017). Noe som vi ser i denne oppgaven da det bade er
vekst av presumtive pseudomonas for gruppe OK og NK. Det det er signifikat hayer vekst av
pesumtive pseudomonas for OK. Dette kan tyde pa at det er noe bedre vekst med tilgang pa
oksygen. P4 Pseudumonas agaren kan det forekomme fluoriserende koloner som kan vare en
indikasjon pseudomonas spp og rosa kolonier som kan indikasjon pa aeromonas spp. Det ble
detektert fluoriserende kolonier for gruppe OK, og NK. For gruppen NK ble det ogsa detekter
rosa koloner noe som kan vare en indikasjon pa aeromonas spp. Dette kan skylde at
aeromonas spp vokser i kjgleromtemperaturer uten oksygen tilstede (Batra et al., 2016)
Sporadisk vekst pd under to kolonier per plate for OAS og NAS etter 14 dagers lagring (4
°C). Pé grunn av det lave pH i proven tilsatt sitronsyre er det ingen vekst siden pseudomonas

har et pH optimum pé 5,8 (Andreani and Fasolato, 2017).

Ved a se pa korrelasjonen mellom den mikrobiologiske veksten pa JA, L&H og pseudomonas
ser man om de har noe likheter i vektskurve som kan vare en indikasjon pé likheter 1
vekstkurven. Korrelasjonen mellom JA og L&H (1=0,990) indiker at disse har en svert lik
vekstkurven. Det samme gjelder for JA og pseudomonas (r=0,898) og L&H og pseudomonas
(r=0,875).

Ved & se pa gass-sammensetting i proven skjer det en endring i kontrollpreven som har ukjent
arsak. Kontrollpraven skiller seg ut ved at CO2 innholdet er lavere enn i de andre praovene,
mens for N2 og O2 er innholdet hoyere. Forskning gjort pa pakking av torsk har vist at CO2
kan produseres i1 pakningen nar natriumkarbonat og sitronsyre er tilstede (Sivertsvik et al.,
2002b) Noe som kan vere grunnen til at provene tilsatt sitronsyre har et hoyere innhold av
CO2, da dettes dannes 1 pakken. Mens 1 kontrollpreven er CO2 lgst i produktet og dermed blir
innholdet av CO2 lavere. Arsaken til hoyere N2 og O2 innhold er fortsatt ukjent.

For 4 stette opp under de mikrobiologiske analysen ble det ogsé gjennomfort kjemiske

analyser i form av nedbrytningsproduktet til ATP og peroksidverdi(PV). PV i krabben er lav
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etter 14 dager der den hoyeste verdien er 2,5mEq peroksid/kg fett for prove OK. Denne lave
verdien kan tyde pé at det skjer lite oksidasjon i1 krabben. Det samme ble funnet i forsek 1 og
stottes opp av tidligere forsgk gjennomfert av Anacleto et al. (2011) pa cancer pagurus
(taskekrabbe).Den lave PV kan skyldes at krepsdyr som krabbe inneholder karotenoider som
astaxanthin som er et antioksidant som kan veere med & hindre oksidasjon. (Brown et al.,
2017)Noe som ber undersgkes nermere. Det kan ogsé vere gunstig 4 underseke for

sekundare oksidasjonsprodukter ved bruk av for eksempel anisidin verdi.

Det er utfart sveert lite forsking pa metabolismen til taskekrabbe (cancer pegasus), noe som
gjer det vanskelig & vurdere resultatene av nedbrytningsproduktene til ATP i pravene.
Undersgkelsen utfart pa metabolisme til krepsdyr er hovedsakelig utfart pa hummer og reker.
Der Mendes et al (2001) har funnet ut at for krepsdyr AMP hovedkomponenten, mens for fisk
er dette IMP. Noe som stemmer med dette forsgket da alle pravene har hgyere innhold av
AMP. Hx bidrar til darlig lukt og smak i produktet og er mye brukt som ferskhetsindikator
(Mendes et al., 2001). Teorien tilsier ogsa at Hx ikke skal vere tilstede fer antall bakterier nar
over 10:CFU/g muskel (Hong et al., 2017). Dette er ikke tilfelle her. Da det er funnet Hx i
prgven allerede fra dag 0. Dette tyder pa at det er autolytiske enzymer som katalyserer denne
reaksjonen i produktet.

Ved 4 pa se at det gjennomsnittlige innholdet av nedbrytningsproduktene til ATP skiller
gruppen OAS med det hgyeste innholdet for de fleste parameter med unntak av ADP. Dette
kan tyde pa at tilsetningsstoffene pavirker nedbrytingsprosessen . Pa grunn av den manglende
kunnskapen om metabolismen til krabben, er det vanskelig & vurdere resultatene av denne
analysen. Basert pa de store standardavvikene i analysene er det derimot vanskelig a

konkludere noe basert pa disse resultatene. Dette bar derfor undersgkes videre.

Den hgyeste K-verdien er pa 23% for OS etter ti dager. Selv om verdiene er lave ble det
funnet signifikante forskjeller mellom gruppen pa (p<0,05) der NAS og OK er forskjellig fra
0S. K-verdiene er noe lav for alle praven sammenlignet med analyser utfgrt pa reker som var
lagret i 8 dager der K-verdien er oppe i 40%. (Li et al., 2017). Denne lave verdien kan tyde pa
at k-verdien ikke er en god indikator pa ferskhet for krabbe. Da K-verdien hovedsakelig er
brukt til & vurdere ferskhet til fisk, far den mikrobielle veksten blir for hay (over 106 CFU/g)
(Hong et al., 2017) (Hong et al., 2017). Forsking utfart av Mendes et al (2001) pa hummer og
reker tyder pa at krepsdyr ikke har lik metabolisme som fisk og det kreves mer forsking for a

bruke k-verdien som en ferskhetsindikator.
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Diskusjon

5.4.  Sammenligning av forsgk 1 og forsgk 2

Nér resultatene fra forsek 1 og 2 pakket i likt (CO2:N2 (70:30)) sammenlignes er den
mikrobiellvekst hayere for forsek 2 enn i forsek 1 allerede fra start. Dette kan skylde at det
brukt rdmateriale med ulike pakkedato og pakkemetode noe som kan fore til at det har ulik
flora fra start. Krabben har ogsa et stort fangst omrade.

I forsgk 2 ble det valgt & ga ned til 2,5 % tilsetningsstoff 1 forhold til rdmateriale, noe som
ogsa kan ha fort til en sterre vekst av mikroorganismer. I forsek 1, ble det brukt 5%
tilsetningsstoff av den totale vekten. Det ved a ha valgt a bruke sitronsyre (S) og alge +
sitronsyre (AS) i forsek 2 pd grunn av den lav mikrobiologiske vekst. Ved & se den
mikrobielle veksten 1 begge forsekene er det kontrollpraven (K) som har hayest vekst og den
nar 10 CFU/g etter atte dager lagring (4 °C). Bade i forsek 1 og forsgk 2 nér
tilsetningsstoffene denne gvre grensen pa 10® CFU/g i lopet av lagringsperioden. For forsgk 1
gjelder dette proven tilsatt alge (A) etter 15 dagers lagring (4 °C). For forsek 2 gjelder dette
proven tilsatt AS pakket 1 CO2:N2 (70:30) etter 13 dagers lagring (4 °C). Proven som
inneholder AS har betydelig lavere vekst i forsek 1 der veksten er under 10* CFU/g under hele
lagrings perioden, mens for forsek 2 er NAS over 10° CFU/g etter 13 dagers lagring (4 °C).
Dette kan skyldes noe heyere pH (ca pH 5) for forsek 2 og pH er nede pa ca 4 for forsek 1.
Denne endringen 1 pH skyldes endingrn i mengde sitronsyrer tilsatt, der for forsgk 2 er brukt
1%(w/w). Preven tilsatt sitronsyre (S) har liten endring i veksten, som tyder pa at 2 %
sitronsyre har lik effekt som 5% sitronsyrer. Denne lave mikrobiologiske veksten kan vare
knyttes til den lave pH da i forsek 2 (pH=4). Dette resultatet tyder pé at et pH rundt 4 senker

den mikrobiologiske veksten, og bakterier floraen 1 krabben ikke trives i dette miljoet.

Ved & nedbrytningsproduktet av ATP er det store forskjeller mellom forsgkene. Der det
gjennomsnittlig innholdet av nedbrytningsproduktene var hoyer for forsek 1. Med unntak av
ADP der det gjennomsnittlig innholdet er hoyer for forsek 2. ADP er oppdaget pa dag null, for
forsek 1, mens det er funnet pa dag atte og ti for forsek 2. Grunnen til dette er uklare pa
grunn av manglende forsking og trenger flere underseokelser for & bekrefte dette resultatet.
Ulikheten mellom forsgkene kan skyldes ulikhet i rastoffet i blant annet fangstomrade,
fangstmetode, pakkemetode og pakkedato. Alt dette kan veer med farer til ulik flora i
krabbekjgttet , Det er behov for mer forskning pa dette omrade for & kunne konkluder med

noe.
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5.5.  Svakheterianalysene
Ved gjennomforelsen av de ulike metoden ble det begatt en del feil og det oppsto noe

problemer med utstyret. Som for blant annet pH-malingen som ble gjennomfert ved hver
analyse dag, med unntak for dag 4 ved forsek 1 og dag 12 ved forsegk 2. Dette skyldes
problem med pH-meter. pH-metret var noe ustabilt og dette kan ha gitt uneyaktige malinger.
Samme pH- meter ble brukt under hele forseket for & ha samme grunnlag for malingene. Det
ble ogsé opplevd en del problemer knyttet til Kjeldahl-apparat som benyttes til & finne
proteininnholdet. Disse problemene var hovedsakelig knyttet til pH. Dette kan blant annet
skyldes pH elektrodens plassering, men ogsa pH 1 borsyren siden denne ikke ble kontrollert
for hver gang. Dette kan vare grunnen til de ustabile resultatene og store standardavvik.

Analysen ble gjennomfort flere ganger for & begrense det.

Ved utforelsen av Bling and Dyer og perioksidverdien (PV), var det viktig at proven ikke ble
for varm. Nar fett er ekstrahert med Bling and Dyer, er det viktig at den ikke blir varm, og
nedkjoeles raskt for 4 hindre oksidasjon siden rent fett er ekstra utsatt for dette. Den rene olje
ble benytte for & bestemme perioksidverdien i krabben. Ngyaktigheten av analysen er derimot

noe usikker og resultatene varierer ut fra variasjoner i prosedyren.

For & vite mer om metabolisme til krabben, ble det undersegkte nedbrytningsproduktene til
ATP. Det er utfort ingen, eller svaert lite forsking pa metabolismen til taskekrabbe (cancer
pegasus), noe som gjor det vanskelig & vurdere resultatene av nedbrytningsproduktene til ATP
i provene. Undersgkelsen utfort pa metabolisme til krepsdyr er hovdesaklig utfert pA hummer
og reker Det kan ogsa vere lett 4 mistolke resultatet, da det er vanskelig a skille stoffene fra
hverandre. Det ble funnet sporadisk innhold av ATP i noen av preven til om med dag 10.

Dette kan tyde pé en feiltolking av resultatene, og ble derfor valg & ikke ta med dette.

For & sikre at gassinnholdet er stabilt i pakningen, ble gassinnholdet malt for hver forsgksdag.
For forsgk 1 ble det ikke brukt gummi septum noe som kan ha ungyaktig gassmalingen da det
kan komme inne oksygen fra omgivelsen under malingen. Malingen skjer ved at en nal
stikker ned i pakken om denne nale stikker skjeft gir det ungyaktige resultater. Pa grunn av
ungyaktige resultatet i forsgk 1 ble det valgt a bruke gummi septum i forsgk 2. Dette septum
settes pa plastfilmen, slik at ikke luft fra omgivelsen kommer inn i pakkingen. Dette gav en

mer ngyaktig avlesing for forsgk 2.
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6. Konklusjon

Basert pa resultatene kan det konkluderes med at alle tilsetningsstoffene og de ulike
blandingene ga okt holdbarhet til det MAP pakkede taskekrabbeproduktet. Tilsetting av
sitronsyre ble videre funnet &8 hemme mikrobiologisk vekst basert pa & sneke pH i produktet,
noe som forte til et synlig tap av vaeske fra produktet. Det kan videre konkluderes med at
tilsats av terket alge og natriumacetat har god hemmende effekt pa den mikrobielle veksten.
Den antimikrobielle effekten hos terket alge og natriumacetat skyldes andre effekter enn
senket pH. Det a bruke torket alge som et tilsetningsstoff ga praven en noe grennaktig farge,
noe som kan virke negativ for forbrukeren. Det konkluderes derfor at det ber utferes en videre
studie der betydningen av produktets farge blir undersokt.

I oppgavens del 2 kan en konkludere med at krabbeproduktet pakket i CO2:02 (70:30) har en
positiv effekt pa mikrobiell vekst og dermed vil forlenge produktets holdbarhet sammenlignet
med & pakke produktet i CO2:N2 (70:30).

Basert pa en samlet vurdering av forsek 1 og 2 kan det konkluderes med at det er et potensiale
1 4 bruke ulike tilsetningsstoffer for & forlenge holdbarheten til det undersokte
krabbeproduktet. Av de undersokte tilsetningsstoffene vil det vaere hensiktsmessig & benytte
natriumacetat eller terket alge i kombinasjon med MAP (CO2:02, 70:30). Det er derimot en
usikkerhet knyttet til om forbrukeren vil akseptere et produkt med et svakt gronnskjer. Dette

ber undersgkes i et videre arbeid der ogsé smak ber vurderes.
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7. Videre arbeid

Forsekene ber gjentas for & sikre resultatene, og for & kunne si med storre sikkerhet at
tilsetningsstoffene fungerer. Det bar ogsa testes & bruke ulike mengde av alle tilsetningsstoff
for 4 se effekten av dette. Det kan vare hensiktsmessig a pakke alle de ulike kombinasjonene
av tilsetningsstoffene fra forsgk 1 1 CO2:02 (70:30), for & se om dette har noe effekt. Slik som

resultatene i forsgk 2 viser .

Det bor gjennomfores sensoriske analyser for & vurder hvordan de ulike tilsetningsstoffene
pavirker de sensoriske egenskapene til krabben. Siden det & benytte torket alge i proven
pavirk fargen pa produktet og dette ber derfor underseke nermer Det ber ogsé vurder om det
a bruke av de ulike tilsetningsstoffene pavirke smaken pd produktet, da bland annet sitronsyre
senker pH 1 produktet & dette kan pavirke smaken.

For & gjore dette grundig, ber det gjennomfoeres en beskrivende test med et trent panel og
videre kan det gjores en CATA-test pa forbrukere. Dette vil gi en full beskrivelse av krabbe
tilsatt de ulike tilsetningsstoffene og hvordan det pavirker smak, utsende og lukt. Siden det &
benytte tarket alge i proven pavirk fargen pa produktet og dette ber derfor underseke naermer

gjennom sensoriske tester. Det ber ogsé vurder om det 4 bruke tilsetningsstoffene

Det bor gjores analyse pa taskekrabbe for blant annet dens metabolisme siden dette er lite

kjent og resultatene 1 dette forsgket var noe uklare med store standardavvik.

Andre analyser som ber ha vart gjennomfert krabben er fargeanalyser, vanntapet, anisidin
verdi og vannaktivitet, da det er utfort lite forsikring pd kokt krabbe og den holdbarheten.
Dette ber spesielt gjores for bruk av tilsetningsstoff siden dette ikke er utfort pa denne type
krabbe.
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Vedlegg 1 side lav 3

Jernagar
1. Det veies opp 17,44 gram Jernagar base uten L-cystenin (OXIOID CM0964) i 500 ml

Schottflakser og det tilsettes 400 ml destillert vann.

2. Lasningen autoklaveres ved 121C i 15 min. Flasken avkjgles i romtemperatur fgr den settes i
kjgleskap (for & unngar at flasken sprekker) frem til analysedagen.

3. Far bruk dampes mediet opp for a sikre at alt er smeltet og settes i vannbad for & avkjgles ned
til 45°C for det kan tilsettes 3,2 ml L-cystein (sluttkonsentrasjon 0,04%).

4. L-cystein tillages ved at 2 gram L-cystein pulver blandes i 40 ml destillert vann, som
sterilfiltreres (0,2 um) ved bruk av 10 ml sprayter.

5. 1,0 mlav det respektive praven overfares til petriskaler og agarer helles over og alt blandes
ved bruk av attetall bevegelser. Det bli pafart et tynt topplag med jernagar tilsatt L-cystein
etter at det forste laget har stivnet

Long & Hammer
1. De ulike komponenten veies opp i en Erlendmeyerkolbe pa 1000 ml og det tilsettes 600 ml

destillert vann.
o o 12 g peptose-pepton No 3
o o 9 g agar
o o 24 g gelatin,
o« o 0,6 g K2HPO4 ,
o« o 6,0 g NaCl

2. Mediet varmes for a lgse opp pulveret i vannet far lgsningen autoklaveres ved 121°C i
15 min.

3. Mediet tempereres til 45°C for det tilsettes 1,5 ml Fe(l1I)NH4Citrat lgsning
(sluttkonsentrasjon 0,025%) .

4. Fe(lIT)NH4Citrat lgsning tillages ved at 0,6 g Fe(111)NH4Citrat og tilsettes 60 ml
destillert vann. Lasningen steriliseres ved bruk av sterilfilter (0,2 um)

5. . Petriskaler med vekstmedium oppbevares ved 11 °C frem til bruk. 0,1 ml av den
respektive prgven overfares til den respektive skalen

Kjemiske metoder

Fett
Ved oppveiing av pravemengde ma det tas hensyn til vanninnholdet. Det veies ut en prgvemengde

som utgjgre 1 cm? vann. Dette ble beregnet ut fra terrvekten til de ulike prevene.

1. Preven veies opp i sentrifugergr og vekten noteres ned. Det ble laget tre paralleller per prave.
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2. Hvert av rgrene tilsettes 3 ml ionebyttet vann, 10 ml metanol og 5 ml kloroform. Prgvene
homogeniseres i 1 minutt ved bruk aven ULTRA-TURRAX® op 9500.

Tilsett deretter 5 ml kloroform og homogeniseres i 20 sekunder.

Tilsett 5 ml ionebyttet vann og homogeniseres i 20 sekunder.

Pravende sentrifugeres i 10 min. ved 7000 RPM ved 4°C.

o g &~ W

Etter sentrifugering er det tre faser: vann, fast form og kloroform. Ved bruk av en pasteur-

pipette overfgres klorformfasen til reagensrar.

7. 1 mlav kloroformfasen pipetteres over i forhandsveid kimaxrgr. Kimaxrgrene settes til
avdamping ved bruk av nitrogen i ca. 15 minutter far rarende veies pa nytt og fett % beregnes.

8. Denresterende oljen dampes av i ca. 10-15 minutter slik at all kloroformen er dampet av.

Pravene oppbevares i -80°C frysen frem til analyse av perioksidverdi.

Formel for berging av % fett:

rgr med fett(g) — ror uten fett * kloroform tilsatt 100
*

0, =
/Ofett Prgve (g) — klOTOme uttak

Peroksidverdi
Tillaging av lgsningene

3,7 % HCI: 100 mL 37 % (kons.) HCI Fortynn til 1 L med ionebyttet vann

Jern(1Dklorid i 3,7 % HCI: 200 mg Fe(I1)Cl.x4H.O Fortynn til 50 mL med 3,7% HCI

Jern(lNklorid i 3,7 % HCI: 48,4 mg Fe(111)Cl.x6H.O Fortynn til 200 mL med 3,7 % HCI

30% vandig ammoniumthiocyanat: 7,5 g NHsSCNFortynn til 25 mL med ionebyttet vann

Alle lgsninger ble oppbevart i kjgleskap , og de har holdbarhet pa Max en uke.

1. Det ble laget en standardkurve for hver dag. Stigningstallet for standardkurve brukes for &
beregne peroksidverdi (PV) . Standardkurven lages ved at en serie med reagensrgrmerkes 1 til
5 og tilsettes 10 ml etanol og 200 ul isooktan. Rarene tilsettes der etter Fe(l11)-lgsning og 3,7
% HCI ut fra tabell X
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Rar nr. Volum Fe(ll)lgsning (ul)  Volum HCI (ul)

1 0 200
2 50 150
3 100 100
4 150 50
5 200 0

1. 200 ul ammoniumthiocyanat tilsettes i et og et rgr og blandes i 15 sekunder med
vortexmiksere. Absorbansen males av etter 3 minutter fra ammoniumthiocyanat er tilsatt.
Tiden er sveert viktig. Absorpsjonen males med spektrofotometer ved 500nm. Etanol brukes

for & nullstille spektrofotometret.

1. Oljeprgven fortynnes i 2 ml isooktan og ca 20 mg olje. Vekten noteres ngyaktig ned. Alle
prgvene oppbevares pa is dekket med svart tgystykke. For @ unnga lys som gir mer harskt

produkt.

1. 10 ml etanol, 200 ul oljeprave med isooktan, 200 ul Fe(Il)-lgsningen has i kimax-rgr. Det

lages ogsa blankprgve ved at 200 ul isooktan tilsette i stedet for oljeprave-lgsningen.

1. 200 pl ammoniumthiocyanat tilsettes i et og et rgr og blandes i 15 sekunder med
vortexmiksere. Absorbansen males av etter 3 minutter fra ammoniumthiocyanat er tilsatt. Det
males max fem prgver av gangen slik at alle pravene skal males etter 3 minutter. Tiden er

sveert viktig.

Peroksidverdi (pv) beregnes ut fra falgene formel:

200 ul
isooktan tilsatt preven(ul)

mengede prove(g) = mengde innveid olje (g) *

(Abs prove — Abs blind) * stignisdtallt til standarkruve
55,84 * 2 x mengde prgve(g)

PV(mEq peroksid/kg fett) =



Gassmalinger forsgk 1

S Co2 02 N2

Dag 0 70,3 | 0,034 29,666
Dag 4 58,3 | 0,189 41,511
Dag 7 49,8 2,15 48,05
Dag 8 55,9 | 0,727 43,373
Dag 9 53,7 | 0,993 45,307
Dag 10 56,7 | 0,204 43,096
Dag 11 51 1,09 47,91
Dag 15 56,8 | 0,102 43,098
N Co2 02 N2

Dag 0 70,3 0,018 | 29,682
Dag 4 34,1 1,03 64,87
Dag 7 35,5 0,139 64,361
Dag 8 32,2 1,49 66,31
Dag 9 33,6 1,61 64,79
Dag 10 20,6 12,1 67,3
Dag 11 29,8 3,16 67,04
Dag 15 29,4 2,21 68,39
A Co2 02 N2

Dag 0 69,9 0,096 | 30,004
Dag 4 34,9 1,73 63,37
Dag 7 33,2 2,63 64,17
Dag 8 28,5 5,08 66,42
Dag 9 34,9 1,89 63,21
Dag 10 13,1 11,7 75,2
Dag 11 32,7 2,63 64,67
Dag 15 38,4 0,802 | 60,798

K Co2 02 N2

Dag 0 69,1 0,091 | 30,809
Dag 4 33,9 1,56 64,54
Dag 7 38,1 0,651 | 61,249
Dag 8 31,6 2,77 65,63
Dag 9 31,4 2,97 65,63
Dag 10 36,1 0,946 | 62,954
Dag 11 20,6 7,49 71,91
Dag 15 32,3 2,44 65,26
SN Co2 02 N2

Dag 0 70,4 0,027 | 29,573
Dag 4 54,5 0,564 | 44,936
Dag 7 54,5 0,564 | 44,936
Dag 8 55,3 1,17 43,53
Dag 9 58,1 0,12 41,78
Dag 10 53,6 1,17 45,23
Dag 11 50,7 1,73 47,57
Dag 15 55,4 0,613 | 43,987
AN Co2 02 N2

Dag 0 70,4 0,039 | 29,561
Dag 4 36,1 1,09 62,81
Dag 7 36,8 0,673 | 62,527
Dag 8 32,3 2,35 65,35
Dag 9 36,8 0,288 | 62,912
Dag 10 17,4 10 72,6
Dag 11 17,4 10 72,6
Dag 15 30,2 2,64 67,16

Vedlegg 2 side 1 av 2
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AS Co2 02 N2

Dag 0 69,7 0,022 30,278
Dag 4 48,2 2,75 49,05
Dag 7 56 0,656 43,344
Dag 8 54,9 0,642 44,458
Dag9 56 0,545 43,455
Dag 10 55,2 0,775 44,025
Dag 11 52,2 1,37 46,43
Dag 15 29,3 6,53 64,17

ASN Co2 02 N2
Dag 0 70,1 0,051 29,849
Dag 4 56,5 0,446 43,054
Dag 7 54,1 1,23 44,67
Dag 8 56,7 0,581 42,719
Dag 9 55,4 0,657 43,943
Dag 10 56,7 0,504 42,796
Dag 11 55,3 0,643 44,057
Dag 15 29,5 5,6 64,9
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OK COo2 02 N2

Dag0 70,6 29,3 0,1
Dag 4 41,6 56,5 1,9
Dag 8 38,3 56,3 5,4
Dag 10 38,4 57,5 4,1
Dag 12 36,3 55,9 7,8
Dag 13 48,1 48 3,9
Dag 14 47 49,7 3,3
0sS COo2 02 N2

Dag 0 70,6 29,3 0,1
Dag 4 59,3 37,3 3,4
Dag 8 58,6 37 4,4
Dag 10 60,3 37,8 1,9
Dag 12 60 38 2
Dag 13 60,6 37 2,4
Dag 14 59,3 37,3 3,4
OAS C0o2 02 N2

Dag 0 70,3 29,2 0,5
Dag 4 60,7 39,2 0,1
Dag 8 57,8 37,8 4,4
Dag 10 58,2 38,4 3,4
Dag 12 58,6 38,5 2,9
Dag 13 60 37,4 2,6
Dag 14 58,8 38,2 3

NK C0O2 02 N2

Dag 0 70,7 0,028 29,272
Dag 4 41,4| 0328 58272
Dag 8 375| 1,039 61,461
Dag 10 37,6 017 62,23
Dag 12 403| 0,385| 59315
Dag 13 421| 0172| 57,728
Dag 14 423]| 0262] 57,438
NS o2 02 N2

Dag 0 703 0042 29,658
Dag 4 593 0,133 40,567
Dag 8 58,6 0,11 41,29
Dag 10 59,1 0,092 40,808
Dag 12 584 0119 41,481
Dag 13 589| 0,103 | 40,997
Dag 14 59,1 0,091 40,809
NAS 02 02 N2

Dag 0 70,7 0,066 | 29,234
Dag 4 57,7 0,073 | 42,227
Dag 8 56,5 0,508 | 42,992
Dag 10 57,6 0,145 | 42,255
Dag 12 57,4 0,091 | 42,509
Dag 13 58,6 0,09 | 41,304
Dag 14 58,2 0,103 | 41,697
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ADP forsgk 1

ADP K A(B,C) N(AB) S(D) AN (C) AS (C) SN (A) ASN (A,B,
Q)

Dag0 196 1,83+0, 1,00+0, 2,34+0, 2,03+0, 2,00+0, 0,68%+0, 1,10+0,16

(B) 77 87 32 54 11 59

Dag4 1,3340,

(A) 23

Dag 8

(A)

Dag 10

(A)

ADP forsgk 2

ADP OK (o} OAS NK NS NAS

Dag0

Dag 4

Dag 8 68,18+16,05 5,01+1,94 33,88+17,57 24,26+3,04 5,9615,62

Dag 10 20,154£5,73  24,48+4,98 1,81t0,63 17,20+1,57 25,80+2,27 11,05%16,27
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Hovedeffekt forsgk 1

70% CO2 + 30% N2 P-verdi
Parameter S A N SN AN AS ASN K P-modell | P-alge P-natriumcatet | P-sitronsyre | P-dag
JA log CFU/g 392 4,77| 4,18| 3,73 4,26 3,62 3,98 5,73 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
JA svarte log
CFU/g 1,86| 3,73 3| 3,02 3,06 4,04 2,92 4,04 0,001 0,649 0,001 0,141 0,001
L&H log CFU/g 2,93| 4,56 3,92| 3,39 4 2,72 3,78 5,44 0,001 0,002 0,009 0,001 0,001
Creatin 197,7| 200,6| 193,9| 176,2|197,95| 187,39 180,83 | 205,15 0,009 0,89 0,16 0,062 0,029
ADP 0,92 045| 0,25| 0,17 0,51 0,49 0,33 0,19 0,001 0,715 0,001 0,503 0,001
AMP 214,5| 59,21| 209| 190,9| 74,59| 196,18 219,4| 191,92 0,001 0,001 0,202 0,001 0,001
IMP 60,35 279| 70,96 | 52,88 269| 56,87 64,44| 62,62 0,001 0,001 0,867 0,001 0,002
In 21,58 17,37| 7,31| 10,89 7,47 2,44 3,52 4,57 0,001 0,015 0,004 0,955 0,001
Hx 25,08 | 52,57| 28,1| 22,77| 67,36| 25,36 25,59| 25,32 0,012 0,005 0,482 0,004 0,219
K-verdi 14,61| 17,81 11,19| 12,01 16,8 9,96 9,51| 10,51 0,001 0,189 0,361 0,011 0,301
Hovedeffekt forsgk 2

70% CO2+ 30% 02 70% CO2 + 30% N2 P-verdi

Parameter K S AS K S AS P model P gass P alge P sitronsyre | P dag
JA log CFU/g 6,6 3,22 4,49 6,67 3,45 51 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
JA svarte log CFU/g 5,15 2,45 2,69 4,95 1,95 2,62 0,001 0,013 0,001 0,001 0,001
L&H log CFU/g 6,51 3,15 4,48 6,63 3,28 5,16 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Pseudomoas log CFU/g 4,21 2,33 3,64 2,33 0,001 0,001 0,001
Creatin 91,26 113,4| 129,1| 103,6 90,1| 114,19 0,001 0,847 0,093 0,605 0,001
ADP 503| 23,16 1,69| 12,17 12,51 4,25 0,001 0,213 0,001 0,001 0,001
AMP 65,76 | 80,79| 128,1| 70,03 61,45 116,99 0,001 0,361 0,001 0,687 0,001
IMP 21,47| 26,66| 39,15| 22,62 21,54 37,39 0,001 0,626 0,001 0,447 0,001
In 0,71 7,24 8,53 0,89 3,49 3,23 0,001 0,03 0,623 0,005 0,001
Hx 11,12 13,21} 17,18 13,88 8,16 13,41 0,001 0,102 0,001 0,175 0,001
K-verdi 11,06 | 13,91| 12,29| 11,95 11,39 10,03 0,001 0,09 0,136 0,172 0,001
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Fluoriserende kolonier og rosa kolonier pa pseudomonas agar

OK Dagd-1 Dag4-2 Dagd4-3 Dag8-1 Dag8-2 Dag82 Dagl0-1 Dagl2-1 Dagl2-3 Dag13-1 Dagl13-2 Dag1l4-2
-2 1 1 2 5 7 2

NK Dagd4-2 Dag8-1 Dag8-2 Dag8-2 Dagl0-1 Dag 10-2 Dag 13-1 Dag 13-2 Dag 14-2 Dag 14-3

-2 1 2+3rosa 1 3
-3 1 3 rosa 1+ 1rosa 1 2 3rosa 5rosa
OAS Dag 8-1 Dag 8-2 Dag 10-2 Dag 14-3
-1
-2 1 1 1
-3
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