Anders Hansen Nyborg
Vilde Seether Stadsay
Even Svegaard Bye

Effekt av lagringstemperatur pa
mikrobiologisk- og sensorisk kvalitet
i fersk laksefilet

Hovedoppgave i Matvitenskap, teknologi og baerekraft
Veileder: Sunniva Hoel

Mai 2023

2
2
=
2

oo
Jol]
= v
v n
p -

o €
=29
L
= ¢
)

50 m
Q-
Q5
T =
5 =
c
23
S ©
50
=]
5]
<
~
i
c
~
9]
]
%]
U
o
o
zZ

Q.
]
4
%]
[
[]
b
©
IS
bo
o
)
i)
(]
C
4
()
g
ks
e}
—
'49
=
B
]
2
=]
%]
I=

@ NTNU

Kunnskap for en bedre verden






E NTNU - Norges teknisk-naturvitenskapelige universitet
Institutt for bioteknologi og matvitenskap

NTNU

BACHELOROPPGAVE 2023
15 studiepoeng

Effekt av lagringstemperatur pd mikrobiologisk- og sensorisk kvalitet i fersk laksefilet.

The effect of storage temperature on microbial- and sensory quality in fresh salmon fillets.

Utfart av

Anders Hansen Nyborg
Even Svegaard Bye
Vilde Sether Stadsgy

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



Forord
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Sammendrag

Fersk laks har i utgangspunktet samme holdbarhetstid, men kjgletemperaturene i kjglekjeden
kan variere. 2°C, 4°C og 6°C er tre reelle temperaturer laksen kan holdes pa gjennom
lagringsperioden. Denne bacheloren skal se naermere pa effekten av lagringstemperatur pa

mikrobiologisk- og sensorisk kvalitet i fersk laksefilet.

Mikrobiell vekst ble pavist pa agar og ved Real-Time PCR. Kvantifisering av totalt psykrotroft
kimtall ble utfert pa Long and Hammer agar. Kvantifisering av totalt mesofilt kimtall og H.S-
produserende bakterier ble utfart pa jernagar. Kvalitativ testing av Listeria monocytogenes for
a se om bakterien ble pavist eller ikke, ble utfgrt med Real-Time PCR. AX. T Texture analyzer
og DigiEye Colour Measurement malte henholdsvis teksturen og fargen til laksefiletene

gjennom prgveperioden.

Etter vurdering av resultatene ble det konkludert at laksefilet lagret pa 2°C hadde lengst
mikrobiell holdbarhet med 15 dager. Ved en gkning fra 2°C til 4°C ble den mikrobielle
holdbarheten redusert med fem dager. En temperaturgkning fra 4°C til 6°C reduserte den
mikrobielle holdbarheten med vytterligere fire dager. Det ble ikke pdvist Listeria
monocytogenes som funksjon av lagringstemperatur eller lagringstid. H>S-produserende
bakterier ble sporadisk pavist gjennom lagringsperioden. Fargen til laksefiletene ble bedre
bevart ved lagring pa 2°C i forhold til 4°C og 6°C, fire dager etter den satte holdbarhetsdatoen.
Samtidig ble ingen signifikant forskjell observert pa fasthet i laksefiletene som funksjon av

lagringstemperatur.



Abstract

Fresh salmon has inherently the same shelf life, but the storage temperatures may vary. 2°C,
4°C and 6°C are three realistic temperatures the salmon may be stored at throughout the storage
period. This bachelor's thesis will take a closer look at the effect different storage temperatures

have on the microbiological- and sensory quality of fresh salmon fillets.

Microbial growth was detected on agar and with Real-Time PCR. Quantification of total
psychrotroph germ count was done using Long and Hammer agar. Quantification og total
mesophile germ count and H.S-producing bacteria was done using lIron agar. Qualitative
detection of Listeria monocytogenes was done with Real-Time PCR. AX. T Texture analyzer
and DigiEye Colour Measurement was used to measure texture and colour in the salmon fillets

throughout the storage period.

After assessing the results, it was concluded that the salmon fillets stored at 2°C had the longest
shelf life based on microbial growth. With an increase in temperature from 2°C to 4°C, the
microbial shelf life of the salmon fillets was reduced by five days. An increase in temperature
from 4°C to 6°C, the microbial shelf life was reduced further by four days. Listeria
monocytogenes was not detected as a function of storage temperature or time. H>S-producing
bacteria was sporadically detected throughout the storage period. The colour of the salmon
fillets was better preserved at a storage temperature of 2°C compared to 4°C and 6°C, four days
after the set expiration date. At the same time, no significant difference was observed in the

firmness of the salmon fillets as a function of storage temperature.
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1 Innledning

Lakseprodusenter har en intern holdbarhet pa egen kjalelagret fersk laks. Likevel kan laksen
holdes pa ulike temperaturer under transport, i butikk eller i kjgleskapet hjemme.
Animaliehygieneforskriften har satt et krav om at emballerte ferske fiskerivarer bar kjgles ned
til under 2°C i alle ledd (Mattilsynet (a), 2023; Animaliehygieneforskriften, 2022). Samtidig er
det generelle utgangspunktet for kjglelagring 4°C ifglge Mattilsynet (Mattilsynet (b), 2023).
Ved mye apning av kjgleskapsdgra eller dersom kjgleskapet holder en hgyere temperatur enn
innstilt, kan lagringstemperaturen overstige kravene som stilles i Animaliehygieneforskriften
og temperaturen anbefalt av Mattilsynet. | denne oppgaven ble 6°C benyttet for & undersgke
hvilke effekter dette kunne ha. Sammen er dette tre reelle kjgletemperaturer som fersk laks kan
bli lagret pa, men har dette noe a si for den mikrobiologiske og sensoriske kvaliteten pa laks?
Denne bacheloroppgaven skal se n&ermere pa hvordan ulike lagringstemperaturer kan pavirke
utviklingen av mikrobiologisk- og sensorisk kvalitet til fersk laksefilet. Dette ved & sjekke
forskjeller i mikrobiell vekst, fargeendringer og teksturendringer pa laksefilet lagret ved
temperaturene 2°C, 4°C og 6°C. Samtidig ble det gjennomfert en kvalitativ test av Listeria
monocytogenes, for & undersgke om bakterien var til stede som funksjon av lagringstid og

lagringstemperatur.

Det ble i denne oppgaven valgt & ikke gjennomfare Quality Index Method, da dette ikke lot seg
gjennomfare praktisk med tanke pa mengden laks som matte tas ut og fraktes til laboratoriene
ved NTNU i Trondheim.



2 Teoretisk bakgrunn

2.1 Norsk lakseoppdrett

Norsk lakseoppdrett er en viktig del av Norges gkonomi og bidrar til landets eksport. | 2022
var total eksport av laks 1 022 398 tonn, bade frossen og Kjglt (Statistisk sentralbyra, 2023).
Norge er en av verdens stgrste produsenter av oppdrettslaks, og oppdrettsnaeringen skaper
mange arbeidsplasser langs kysten (Laksefakta, u.a.; Aasen, 2009). Ifglge Sjgmat Norge gir en
arbeidsplass pa sjgen seks andre arbeidsplasser i neeromradet, og skaper et viktig grunnlag for
at folk trives og vil bo i kystomradene (Aasen, 2009). Lakseoppdrett i Norge er kjent for a veere
av hgy kvalitet med fokus pa mattrygghet (Norges Sjgmatrad, 2021). Dette kan gjenspeiles i at
Norge stiller strenge krav til oppdrett av laks og kvaliteten er avhengig av helsen og velferden
til laksen (Mattilsynet (a), 2022). Samtidig er oppdrettsnaringen regulert av strenge lover og

standarder for a opprettholde en beerekraftig og miljevennlig produksjon (Laksefakta, 2023).

2.2 Prosessering av laks

Slakteprosessen er en effektiv prosess utfgrt av maskiner, med kontrollpunkter og justeringer
som gjennomfares av oppleerte ansatte. Fisken blir fraktet fra havmerdene i brgnnbat. Deretter
blir fisken pumpet ut i ventemerder utenfor slakteriet, hvor fisken far stresset ned etter
transporten far den pumpes videre inn til slakteriet (SinkabergHansen, 2021). Ikke alle anlegg
benytter ventemerder. De som ikke har det, pumper fisken rett inn i slakteriet fra brannbaten
isteden. | slakteriet blir fisken bedgvet med strem eller ved slag i hodet, etterfulgt av et
blaggesnitt, for fisken sendes videre inn i et utblgdningskar (FHF, u.a.). Videre kommer fisken
ut pa et etterkontrollband for & sjekke at alle fiskene er avlivet pa rett mate. Deretter fares fisken
videre inn i en slayemaskin hvor innmaten blir fjernet med kniver og vakuum. Laksen fraktes
videre til en kjgletank for & nedkjeles for fisken pakkes. Dersom fisken skal fileteres, blir den
sendt videre til en egen filetavdeling i stedet for pakking. Hodet kappes far fisken sendes inn i
fileteringsmaskinen som fjerner ryggbein. Filetene fares videre til en trimmingsmaskin hvor
fisken far gnsket trimmingsgrad. Deretter vil filetene pakkes og kjales for laksen blir sendt ut
(SinkabergHansen, 2021). Figur 2.1 illustrerer verdikjeden fra fangst til ferdig produkt (Olsen
etal., 2014).
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Figur 2.1: Flytskjema over slakteprosessen fra levende laks til ferdig produkt ut i marked (Olsen et al., 2014).

Mattilsynet har utgitt en veileder pa hvilke krav som ma falges ved slakting av oppdrettsfisk.
Veilederen tar for seg hvem dette gjelder, gjeldende regelverk, godkjenning av slakteri, og
hvilke krav som stilles til driften (Mattilsynet (b), 2022).

Trimmingsgraden sier noe om avskjaringen som er utfgrt pa fileten og vil beskrives ut fra
Seaborn sin trimming guide (Seaborn, u.d.) (vedlegg 1). A-trim er en filet hvor kun bukbein og
ryggbein er fjernet. B-trim er en videre beskjeering fra A-trim ved at i tillegg ryggfinner,
kragebein og bukfinnen er tatt bort. C-trim er videre prosessert fra B-trim ved at pinnebeinene
er fjernet fra fileten. D-trim er en grad videre fra C-trim ved at fileten har fatt trimmet bort
halestykke, bukhinne, ryggfett, bukfett og nakkestykke. E-trim normal er en grad videre fra D-
trim ved at skinnet er fjernet. E-trim dyp har videre fatt fjernet buklisten (Seaborn, u.a.).

Kvaliteten pa laks pavirkes av flere biokjemiske reaksjoner som inntreffer etter at laksen er
slaktet. En viktig faktor er pH-nivaet i muskelen til laksen. pH pavirkes hovedsakelig ved
nedbrytning av glykogenlagrene til laksen. Denne prosessen skjer anaerobt da respirasjonen til
fisken har stoppet (Rotabakk & Lerfall, 2021). pH rundt 7 vil veere normalt i en nyslaktet laks,
og etter slakting vil pH-nivaet synke raskt de ferste timene. Nar laksen legges pa is vil pH
stabiliseres (Fjellheim et al., 2016; Einen et al., 2002). Dersom laksen slaktes etter mye
muskelaktivitet ved for eksempel stress, vil musklene inneholde mye melkesyre grunnet
anaerob respirasjon. Dette medfgrer at pH synker og adenosintrifosfat (ATP) syntese vil
stoppe. Sammen vil disse faktorene framskynde rigor mortis, ogsa kalt dgdsstivhet (Borderias
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& Sanchez, 2011). En rask dgd som forhindrer mye muskelaktivitet grunnet lite stress, vil
forsinke rigor mortis da fallet i ATP blir forsinket. Slutt-pH i fisken vil imidlertid ikke veere
forskjellig selv om rigor mortis inntreffer pa ulike tidspunkt. Det er ogsa vist at langsommere
rigor mortis-utbrudd resulterer i en mer langsom muskelnedbrytning nar fisken lagres pa is.
Dette er malt i forholdet mellom nedbrytningsprodukter fra ATP, nukleosider og nukleotider
(K-verdi) (Borderias & Sanchez, 2011).

2.3 Kvalitetsparametre i laks

Sensorisk- og mikrobiell kvalitet er to kategorier som omhandler kvaliteten pa laks. Kvalitet
som kan oppfattes bevisst eller ubevisst nar man ser, tar, lukter og smaker pa produktet kalles
sensorisk kvalitet. Disse parameterne kan testes ved a for eksempel male teksturen,
gjennomfare fargeanalyser eller gjennomfgre en Quality Index Method (QIM) av produktet.
En teksturmaler kan benyttes for a male hvor hardt, seigt e.l. et produkt er. Fargeanalyser gir
en objektiv analyse av fargen pa fileten og skinnet til fisken, som kan benyttes for a tolke
ferskheten til fisk (Alasalvar et al., 2010; Kraugerud, 2022).

QIM er en metode for & enkelt kunne fa en indikasjon pa ferskheten til fisk. QIM bestar av flere
parameter en fisk kan bli malt pa. Blant annet lukt, tekstur og utseende pa gyer og gjeller. Hver
parameter blir malt fra 0 til 3, der O er helt fersk fisk. Karakterene for hver parameter blir lagt
sammen, og en lav karakter vil bety en ferskere fisk. Ved a se pa QIM-verdien kan man ogsa
gjere antagelser pa hvor lang holdbarheten fisken vil ha med rundt en og en halv dags
feilmargin (FHF, 2013; Sveinsdottir, et al., 2003).

Fiskens mikrobielle kvalitet pavirkes av bakterier man potensielt kan finne pa fisk, som kan
deles inn i tre bakteriegrupper. En gruppe er bakterier som finnes naturlig i fiskens mikrobiota.
Videre er det bakterier som finnes grunnet fekal forurensning, og til slutt bakterier som er blitt
tilfart produktet, enten via prosessering, lagring eller tillaging av andre produkter (Alasalvar et
al., 2010).

2.3.1 Tekstur

Teksturen til laks varierer fra hodet og helt ned til sporen pa fileten, og pa individniva. Generelt
sett vil sporen ha en fastere tekstur i forhold til kjettet foran ryggfinnen. Arsaken til disse
forandringene kan ha noe med bredde pa muskelsegmenter, mengde bindevev og mengde fett.

Dersom muskelen inneholder mye bindevev, kryssbindinger og lavt fettinnhold vil teksturen
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oppleves som fastere. Lite bindevev, krysshindinger og hgyt fettinnhold vil gjegre teksturen
blgtere. | tillegg kan laks fra samme merd som er oppdratt i samme miljg ha store

individsforskjeller nar det gjelder tekstur (Markere, 2008).

Teksturen er en av de forste sensoriske egenskapene som endrer seg etter fisken har blitt slaktet
(Huss, 1995). Rett etter avlivning vil muskelmassen til fisken veere avslappet for den etter to
timer til et degn vil fa en kraftig muskelkontraksjon kalt rigor mortis (Boge, 2022). Rigor
mortis vil kunne holde i rundt en dag, i noen tilfeller lengre, og underveis i
muskelkontraksjonen vil fisken veere helt stiv, uten noen form for fleksibilitet. Nar post-rigor
inntreffer vil muskelen igjen slappe av, men noe elastisitet vil forsvinne (Huss, 1995).
Kvalitetstap som falge av rigor mortis kan veere filetspalting som igjen vil gi darligere tekstur
og utseende (Huss, 1995). Filetspalting er en ugnsket kvalitetsforringelse som oppstar nar
bindevevet som holder muskelsegmentene sammen sprekker (Markare, 2008). Filetspaltingen
vil vaere mer omfattende dersom fisken fileteres underveis i rigor, enn om fisken fileteres pre-
eller post-rigor. Ettersom fileten er helt stiv i rigor vil mye mekanisk bearbeiding fare til mer
filetspalting da fileten ikke har sa mye elastisitet, og fisken blir fysisk brutt opp (Boge, 2022).
Filetering kan ogsa resultere i mer filetspalting ettersom nar rigor inntrer sa vil musklene trekke
seg sammen, samtidig som fileten fremdeles sitter fast i ryggbeinet. Dersom fileten separeres
fra beinene pre-rigor, vil fileten trekke seg sammen i rigor. Det kan resultere i at fileten
krymper (filetforkortning), blir tykkere og gir en markere farge (Huss 1995; FHF, u.d.). De
lyse musklene kan pa det meste krympe opp mot 15% av total lengde, mens de magrke musklene
kan krympe opp mot 52% (Huss, 1995).

2.3.2 Farge

Fargen til laksen kan vere en kvalitetsindikator. Ved en markere rgd farge pa fiskekjettet, vil
fisken ha fatt mer astaxanthin (pigment) i foret (Heegermark, 2012; Kraugerud, 2021).
Forbrukere liker ogsa at laksen er markere, som gjer at prisen pa laks per kilo gker desto mer
rgdfarge den inneholder. Er fisken lys i fargen kan den enten ha fatt mindre astaxanthin i foret
eller sa kan andre faktorer som oppdrettsforhold, foringsregime, slaktemetode og
lagringsforhold spille inn. Etter slakting vil fargen gradvis avta og det er vist at mengde blod i
fisken kan spille en viktig rolle i forhold til dette. Nar oksygen og hemoglobinet i blodet
reagerer med hverandre vil det dannes en gulbrun farge. Fargevariasjonene per fisk og hvor

fargepraven blir tatt pa fileten vil da bli starre. Mengde blod som er igjen i fisken etter slakting,



vil vaere pavirket av hvor god utblgdningen var, om fisken har veert stresset like far slakting,

og slakteprosessen inne i slakteriet (Heegermark, 2012; Borderias & Sanchez, 2011).

2.3.3 Mikrobiota i laks

Temperatur er en viktig faktor mtp. holdbarheten til fisk og annen sjgmat. Mikrobiell vekst og
autolysen bremses ved lavere temperaturer, slik at en ubrutt kjelekjede og god
temperaturkontroll, er viktig for & ivareta god kvalitet pa produktet (Rotabakk & Lerfall, 2021).
Det er vesentlige sammenhenger mellom holdbarhet og temperatur i en tabell utviklet av
Ratkowsky et al. (1982). Tabellen viser en halvering i holdbarhet ved a gke temperaturen fra
2°C til 4°C. Senkes derimot temperaturen ned fra 0°C til -2°C, vil holdbarheten gke med 50%.
Den viktigste og vanligste arsaken til forringelse av fersk fisk er mikrobiell aktivitet.
Mikrobiota til fisken vil vaere vant til kalde omgivelser og det trengs kaldere miljg for a hemme
veksten til bakteriene (Huss, 1995; Rotabakk & Lerfall, 2021).

Kjattet til en levende og nyslaktet frisk fisk inneholder minimalt med bakterier (Huss, 1995;
Rotabakk & Lerfall, 2021). Det har noe med at fiskens immunsystem holder bakteriene unna
slik at de ikke far vokse opp i musklene. Ved post-mortem vil ikke immunsystemet fungere
lengre, som gj@r at bakteriene kan trenge lettere inn i kjgttet. Musklene er et godt vekstmedium
for bakteriene a formere seg i da det er et miljg med hgyt vanninnhold og god naering (Huss,
1995). Samtidig nar fisken er slaktet blir den dpnet og det sterile kjgttet blir eksponert for
bakterier fra omgivelsene som kan komme fra gjeller, innvoller, skinn, ansatte og
produksjonslokalet (Huss, 1995; Rotabakk & Lerfall, 2021).

Mikrobiota til laks bestdr av gram-negative psykrotrofe bakterier. Disse kan vokse ved
temperaturer ned mot 0°C, men 25°C er optimumstemperaturen. Eksempler pa slike bakterier
er Shewanella, Pseudomonas, Aeromonas, Photobacterium, Acinetobacter og Vibrio. Ettersom
fiskekjattet i seg selv inneholder lite bakterier like etter slakting, vil man finne disse bakteriene
i eksponerte omrader som skinn, gjeller og i tarmen til fisken (Hgyen, 2017). Shewanella,
Pseudomonas, Aeromonas og Photobacterium er ogsa bakterier som kan kategoriseres som
spesifikke forringelsesorganismer (SFO). SFO er bakterier som er forringende for laksen, med

at de for eksempel kan produsere H,S, ketoner, aldehyder, tioler og estere (Huss, 1995).

Shewanella og Aeromonas er organismer som ofte finnes i laks og som kan produsere HS, noe
som gjor at de kan kategoriseres som H.S-produserende bakterier (Undrum, 2015). Disse



flyktige svovelforbindelsene gir vondt lukt og det trengs kun sma mengder av dem for & gi

kvalitetsforringelse pa fisk og fiskeprodukter (Huss, 1995).

2.3.4 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes er en type ikke-sporedannende, gram-positiv bakterie som er i stand
til & overleve og formere seg i mange ulike miljg. En av egenskapene som gjer den sa
overlevelsesdyktig er at den er fakultativ anaerob som vil si at den bade kan vokse aerobt og
anaerobt. Den har i tillegg evnen til & vokse i en stor variasjon av temperaturer fra 1-45°C, og
kan formere seg ved relativt hgye konsentrasjoner av salt og lav vannaktivitet (Seebg & Klaeboe,
2002). L. monocytogenes er utbredt i naturen og kan finnes i elver, jord, vegetasjon, slam, tjern,
vegetasjon og i tarmen hos dyr. Dette gjer at den lett kan kontaminere ferskvarer av planter og
dyr (Jay et al., 2005).

Fuktighetsgraden i et lakseslakteri er hgy samtidig som det er mye organisk materiale pa
maskiner, gulv, vegger ol. Dette gir gode forhold for dannelse av biofilm som L.
monocytogenes vokser godt i. Biofilm beskytter bakterien mot ytre stress som for eksempel
desinfeksjon, mekanisk stress og uttgrking. Biofilmer som har fatt etablert seg er vanskeligere
a fjerne enn enkeltceller av bakterien. Det er derfor viktig med god og systematisk rengjering
for & unnga biofilmdannelse, som igjen hindrer at L. monocytogenes far oppformert seg og blir
vanskeligere a fjerne (Mgretrg & Langsrud, 2004).

Det er stort fokus pa forebygging av L. monocytogenes i matindustrien, da den kan forarsake
den livstruende sykdommen listeriose. Dgdeligheten pa listeriose strekker seg fra 25-30% av
de som far infeksjonen og over 92% blir innlagt pa sykehus (Henriksen, 2020). Den gvre
grensen for L. monocytogenes i spiseklare produkter ligger pa 100 cfu/g for voksne, og 0 cfu/g
for barn og risikogrupper (Neringsmiddelhygieneforskriften, 2021).



3 Metodisk teori

3.1 Long & Hammer agar

Ved undersgkelser av totalkim i fisk finnes det hovedsakelig to typer agar som blir benyttet,
Plate Count Agar (PCA) og Long and Hammer agar. PCA er et generelt medium som blir brukt
til testing av totalt kimtall pa ulike produkter og overflater. Den blir ogsa anbefalt av
International Organization of Standardization (ISO) som et referansemedie. Likevel anbefaler
Nordisk metodikkomité for neeringsmidler (NMKL) & benytte Long and Hammer som
inneholder mer salter og mineraler, noe som gjgr den mer selektiv for marine mikroorganismer
(Broekart, et al., 2011).

3.2 Jernagar

Jernagar benyttes for a pavise totalt mesofilt kimtall, og for & pavise vekst av HS-produserende
mikroorganismer. HoS produsert av bakteriekoloniene vil reagere med jern i agaren og danne
jernsulfid som har en svart farge, og er dermed lett synlig pa agaren (Undrum, 2015; Broekart,
etal., 2011).

3.3 PCR

Polymerase Chain Reaction (PCR) er en metode som brukes til & identifisere eller pavise hvilke
gener eller DNA-fragment som er til stede i f.eks. et matprodukt. Disse DNA-fragmentene eller
genene kan veare med pa a bestemme hvilken dyreart, bakterie, virus e.l. det kommer fra
(Rodriguez-Lazaro, 2013).

PCR er en in-vitro DNA syntese. In-vitro vil si & utfgre syntesen utenfor organismen og i et
laboratorium. Ordet in-vitro betyr “i glass” som representerer blant annet petriskaler og
reagensglass i laboratoriet (Kass, 2021). Utfarelse av PCR startes ved a blande inn DNA
polymerase, nukleotider, primere, buffer og sterilt vann. Deretter vil DNA-strengen ga
gjennom tre steg der den farst denaturerer dsDNA-et. Det som skjer, er at dsDNA-et blir pafart
varme slik at det blir dannet to ssDNA. Temperaturen som ma til for at dsSDNA-et skal splittes
er 93-96°C. Deretter vil temperaturen senkes til 55-65°C som gjer at oligonukleotider (primere)
vil hybridisere seg til sSSDNA-et og feste seg pa 3’ enden. Primere er derfor viktig for a
bestemme hvor pa ssDNA-et den skal feste seg. Deretter vil DNA polymerase lage en ny DNA



trad fra 5> — 3’ ved 4 lese den fra 3° — 5°, ved hjelp av ANTP som er frie nukleotider. Dette
vil lage to nye dsDNA (Rodriguez-Lazaro, 2013).

DNA syntesen skjer eksponentielt og hvis man denaturerer, hybridiserer og polymeriserer 30-

40 ganger blir det dannet billioner av DNA-strenger (Rodriguez-Lazaro, 2013).
3.4 Real-Time PCR

Real-Time PCR (qPCR) bruker samme prinsipp som konvensjonell PCR. PCR-reaksjonen og
deteksjonen av PCR-produktet skjer samtidig, som gjer det mulig for gPCR & monitorere
amplifiseringen av syklusene. Fluorescens benyttes til 4 detektere “target” genomet, altsa det
genomet man vil underseke om er til stede. Hvis det er overskudd av “target” genomet i en
gPCR-prave, vil fluorescensen som blir avgitt veere hgyere enn bakgrunns-fluorescensen.
Signalet vil dobles etter hver syklus som gir en eksponentiell gkning. Ved endt analyse vil

programmet vise en graf for hver enkelt preve (Rodriguez-Lazaro, 2013; Bio-rad, u.d).

Fordelen med & bruke qPCR framfor konvensjonell PCR er at lukket PCR rar blir brukt
gjennom hele prosessen som minimerer sannsynligheten for kontaminasjon fra andre DNA-
holdige objekter. Det er samtidig en lett og rask metode for & detektere tilstedeveerelse av en
bestemt bakterie i en prgve. qPCR er ogsa mer palitelig og sensitiv i forhold til konvensjonell
PCR (Rodriguez-Lazaro, 2013).

3.5 DigiEye Colour Measurement

DigiEye Colour Measurement er et system som benytter null-kontakt bildesystem, som kan
male fargen til et materiale eller produkt med stor ngyaktighet og presisjon. A male fargen til
et materiale eller produkt kan vere viktig for produsenter der farge er viktig for produktet
(Cromocol, u.a.). To av metodene for a tolke resultatene fra DigiEye er L+a*+b* (CIELAB)
(figur 3.1) og L+Chromatic+hue (CIELCH) (figur 3.2).



SSINLHOIE

3.5.1 Tolkning av L, a* og b* fargeskalaen (CIELAB)

a*: Maler fargen i en skala fra rgdt (a*>0) til

L*=100

-

— grent (a*<0)
e b*: Maler fargen i en skala fra gult (b*>0) til
blatt (b*<0)

L: Hvor mye lys som blir reflektert; svart
(0% reflektert lys) og hvitt (100% reflektert

lys) (Choubert et al., 1997).

L*=0

Figur 3.1: Fargeskala gitt L, a* og b*-verdier

(Kumabh et al., 2019)

3.5.2 Tolkning av hue, Chromatic og L fargeskalaen (CIELCH)

hue: Maler fargen i en fargesirkel (360°),
derav rgdt (0°), gult (90°), grant (180°) og bla
(270°).

Chromatic: Maler metningsgrad av farge,
ingen farge (0%) og full mettet farge (100%).
L: Hvor mye lys som blir reflektert; svart (0%
reflektert lys) og hvitt (100% reflektert lys)
(Choubert et al., 1997).

Figur 3.2: Viser fargeskala gitt hue, chromatic

(saturation) og L (brightness) verdier (Shiffman, u.a.).
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3.6 AX. T Texture analyzer

AX. T Texture analyzer er en teksturmaler som brukes mye i blant annet matindustrien for a
male ulike parameter som pavirker teksturen til ulike produkter. Noen av disse parameterne er
hardhet, fasthet og strekkbarhet (Stable micro systems, 2023).
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4 Materialer og metode

Figur 4.1 er et overordnet flytskjema for hva som har blitt gjort far og under prevetaking. Det

har blitt logget temperaturer, hentet laks, forberedning av laks for uttak, og uttak av laksen.
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Figur 4.1: Overordnet flytskjema for analysene utfgrt i denne studien.

4.1 Lagringsforsgk
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Far laksen ankom Trondheim, ble det utfart logging av temperaturer i ulike kjgleskap. Dette

ble gjort for & se om kjgleskapene kunne opprettholde temperaturen som ble innstilt. En logger

ble lagt i flere ulike kjgleskap som var innstilt pa 2°C og 4°C.
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4.2 Klargjering av fisk

Laksen ble oppdrettet i Storvika og slaktet pa Lovund for bedriften Nova Sea. Slaktedato var
den 17.02.2023, hvor fisken hadde en gjennomsnittsvekt pa 3-4 kg. Helside filet med skinn av
type A-trim (vedlegg 1) ble pakket i en ikke-lufttett pose i isoporkasser med is som skulle holde
under 2°C hele veien til Trondheim. Temperaturen ble kontrollert med temperaturloggere
nederst og inn mot midten av kassene hvor det er antatt a ha hgyest temperatur like etter pakking
i falge termodynamikkens andre lov (U10, 2022). Dette fordi isen legges pa toppen i kassene,
og ettersom fisken er varmere enn isen, ma isen kjgle ned fisken fra toppen og ned mot bunnen.
Nar kassene oppnar en likevekt og kjglemediet ikke lenger klarer a opprettholde lav temperatur,
vil oppvarming av filetene begynne. Da vil det veere varmest i toppen av kassene og kaldest
ned mot bunnen og midten av kassen. | Trondheim ble kassen lagt pa et kjglerom innstilt pa
4°C for fisken skulle deles opp dagen etter. Laksen var 2 dager gammel da hver filet ble delt
opp i halestykke, en bit i henhold til Norwegian Quality Cut (NQC) og to andre biter fra lengre
fram pa fileten (se bilde i figur 4.2). NQC er et snitt mellom ryggfinnens bakre kant og
gattdpningen (Rerdal & Pettersen, 2016). Halestykkene ble benyttet til L. monocytogenes Real-
Time PCR-test. NQC-snittene ble benyttet til sensorisk test. De gjenveerende bitene ble benyttet
til test av totalkim og test av H.S-produserende bakterier ved hjelp av Long and Hammer- og
Jernagar. Figur 4.2 viser flytskjemaet til laksefiletene fra en laksekasse pa Lovund til ferdig

oppdeling i Trondheim.

Felet qukct
P& Lovunel |7.02.23

4
Transport 18.02.23 t«l
Trondheim

N

—> |Logaet temn paractor (uncter 2°C hele turen)

Kasse laat p& kjolarom
til dagen cher (12.02.22)

13
2 daea’ qaummel laks. Hyer
Flet ek ¢ Y stykber >
Hales‘gﬂu Scste 6+gbh.
dtt ( ca.
NGC to like store
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Figur 4.2: Flytskjema for klargjgring av fisk; fra henting av laks til lagring under gitte temperaturer.
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4.3 Tillaging av agar og fortynningsvaeske

Agarene som ble benyttet i dette forsgket var Long & Hammer agar og Jernagar. Long &
Hammer agar (LH) ble benyttet til & kvantifisere totalt psykrotroft kimtall (marine bakterier).
Jernagar (JA) ble benyttet for kvantifisering av totalt kimtall og H.S-produserende bakterier,
henholdsvis som hvite og sorte kolonier. Peptonvann ble benyttet til fortynningsvaeske. 24 LEB
ble ogsa benyttet til fortynningsveeske og oppformeringsmedium hos pregvene som skulle testes
for L. monocytogenes.
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4.3.1 Long & Hammer agar

Tillaging av Long & Hammer agar (LH) ble utfgrt i henhold til NMKL No.184 (NMKL, 2006)
(tabell 4.1). Etter autoklavering (121°C, 15 min) og temperering til ca. 50°C ble 2,5 mlreqiynHa-
citrat/ 1000 Ml n-agar Fe(IIT)NH4-Citrat opplasning (konsentrasjon) tilsatt ved sterilfiltrering
(sluttkonsentrasjon 0,025%).

Tabell 4.1: Oppskrift Long & Hammer agar (NMKL, 2006).

Ingrediens Mengde
Proteose-peptone no.3 (Gibco) 20 ¢
Gelatin (Oxoid) 409
Kaliumfosfat (K2HPO4) (EMSURE) 1,09
Natriumklorid (NaCl) (VWR 10,0 ¢
CHEMICALS)

Agar (VWR CHEMICALS) 15,0 g
Destillert vann 1000 ml

Fe(I11)NH;-Citrat

Fe(lIT)NHs-citrat (SIGMA) 1049

Destillert vann 10 ml
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4.3.2 Jernagar

Jernagar (Lyngbys) (Oxoid, CM0964) ble tillaget i henhold til produsentenes anvisning

(Thermo Fisher Scientific (a), u.d.). Etter autoklavering (121°C, 15 min) og temperering til ca.

50°C ble 8 mlicystein/1000 Mlsemagar @V en 5% L-cystein-lgsning (Sigma-Aldrich) tilsatt til

sluttkonsentrasjon 0,04% L-cystein (tabell 4.2).

Tabell 4.2: Oppskrift jernagar (Thermo Fisher Scientific (a), u.a.).

Ingrediens Mengde
Iron agar (Lyngby), CM0964 (Oxoid) 436
Destillert vann 1000 ml
L-Cystein
L-cystein (SIGMA) 500
Destillert vann 100 ml
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4.3.3 Peptonvann

Peptonvann ble brukt som fortynningsveske (tabell 4.3). Denne ble tillagt i henhold til NMKL
No. 184 (NMKL, 2006).

Tabell 4.3: Oppskrift peptonvann (NMKL, 2006).

Ingrediens Mengde

Natriumklorid (NaCl) (VWR 8,50

CHEMICALS)

Bacto pepton (Oxoid) 1g

Destillert vann 1000 ml
43.424 LEB

24 Listeria Enrichment Broth (24 LEB), ble tillagt i henhold til produsentenes anvisning
(Thermo Fisher Scientific (b), u.a.) (tabell 4.4). Etter autoklavering (121°C, 15 min) ble mediet
tilsatt 10 ml 24 LEB Selective supplement (Oxoid) per liter 24 LEB (Oxoid).

Tabell 4.4: Oppskrift 24 LEB (Thermo Fisher Scientific (b), u.a.).

Ingrediens Mengde
24 LEB (Oxoid) 21,759
Destillert vann 500 ml

Autoklaveres

24 LEB selective supplement (Oxoid) 5ml
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4.4 Mikrobiologisk analyse av laks

Prover fra laks lagret ved 2°C, 4°C og 6°C ble analysert for totalt mesofilt kimtall og H>S-
produserende bakterier pa jernagar. H.S-produserende bakterier ble vist som svarte kolonier
og det totale mesofile kimtallet ble vist som svarte og hvite kolonier. Det ble ogsa testet for
totalt psykrotroft kimtall pa Long & Hammer agar pa laks lagret ved samme temperaturer.
Praver ble tatt 3, 6, 10, 12, 15 og 18 dager etter slaktedato.

| tillegg ble det gjennomfert en kvalitativ test pa L. monocytogenes med Real-Time PCR.

Pravene ble tatt 3 og 18 dager etter slaktedato.

4.4.1 Kvantifisering av totalt psykrotroft og mesofilt (H2S-produserende kolonier) kimtall med
LH og JA

Prgvene ble navngitt ved hjelp av agartype, grader-uttak, parallell og fortynningsgrad.
Eksempelvis LH 2-1a2, som betyr at det er en LH plate med prave fra laks lagret p& 2°C fra
uttak 1 og fortynningsgrad 1072

10 gram prevemateriale ble tatt ut og fortynnet med 90 ml peptonvann i en stomacherpose.
Prgvene ble ekstrahert fra midten av laksestykket for a standardisere pravene og for a redusere
muligheten for kontaminasjon fra skinnet. Dette ble homogenisert i en Stomacher (400
Circulator) i 120 sekunder. Deretter ble prgvene overfart fra posen til pravergr for sa a bli
fortynnet i en 10-fold-fortynningsserie til en passende fortynning. Hver preve hadde tre
paralleller og det ble benyttet to ulike platespredningsmetoder. Strykemetode ble benyttet pa
LH for & spre prevematerialet. Dette ble gjort ved 4 tilsette 1 ml fra hver parallell i petriskalene
far praven ble strgket utover med en engangsplatespreder. Innstgping ble benyttet pa JA hvor
et tynt lag med medium ble tilsatt i petriskaler slik at bunnen akkurat ble dekket. Dette skulle
starkne fer 1 ml fortynnet prgvemateriale fra hver parallell ble tilsatt i petriskaler. Videre ble
et nytt dekkende lag med medie pafert som et topplag. Inkuberingstiden var 5 dggn ved 15°C
for LH, og 3 dagn ved 15°C for JA.

4.4.2 Kvalitativ pavisning av L. monocytogenes ved PCR

Det ble tatt ut 25 gram prgvemateriale som ble fortynnet med 225 gram 24 LEB (Oxoid) og 10
gram 24 LEB buffer supplement i en stomacherpose. Dette ble gjennomfert med 5 paralleller
per temperatur (totalt 15 pregver). Disse ble homogenisert i en stomacher (400 Circulator) i 120
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sekunder far de ble forflyttet til en inkubator og inkubert ved 37°C i 1 degn. Etter 1 degn i

inkubatoren ble prgvene overfgrt fra posene til mikrorer.

Lyseringen startet med & overfagre prgvene fra mikrorgr til lyseringstuber. Lyseringstubene
inneholdt Lysis reagens 1 & 2, og Proteinase K. Deretter ble prgvene lysert i en thermocycler
(Doppio, VWR), far det ble utfgrt Real-Time PCR med QuantStudio 5. Prosessene og tilsats
av reagenser ble utfgrt i henhold til SureTech Listeria monocytogenes PCR Assay (Thermo
Fisher Scientific, 2020).

4.5 Sensorisk analyse av laks

4.5.1 Fargeanalyse

Fargeanalyse av laksefiletene ble gjennomfert ved hjelp av DigiEye Colour Measurement. Far

bruk matte kamera varmes opp, og videre kalibreres ved a bruke en medfglgende fargetavle.

Etter kalibrering ble et NQC-snitt av laksen plassert i en lystett beholder fer bildet ble tatt. For
a standardisere fargeanalysen ble alle praver testet pa back loin (ryggstykket) av NQC-snittet.
Det ble ogsa gjennomfart fargeanalyse pa tre paralleller fra hver lagringstemperatur for a
minimere pavirkning av individforskjeller pa resultatene. Radataene ble registrert som lysthet
(L), red-granne spekteret (a*), bla-gule spekteret (b*), posisjon pa fargesirkelen (hue) og

metningsgrad av fargen (Chromatic).

4.5.2 Trykktest

Teksturmaling av laksefiletene ble gjennomfart ved hjelp av en AX.T Texture analyzer med
en kuleprobe. Teksturmaleren ble stilt inn pa 1 g force og 10 mm fra kontaktpunktet. Far bruk
ble teksturmaleren kalibrert for hgyde og kraft, ved a farst la proben bevege seg helt ned til

bunnen, og deretter ved a plassere en 5 kg vekt pa teksturmaleren.

For & minimere individforskjeller ble det malt tekstur pa tre paralleller fra hver temperatur. For
a standardisere trykktesten ble alle praver testet pa back loin av NQC-snittet. Hver prave ble
plassert i en metallbakke med papir i bunnen for & unnga at pravene skulle flytte pa seg under
malingene. Bakken ble deretter plassert under proben, malingen startet ved at proben beveget
seg langsomt ned i fileten. Radataene fra malingene ble registrert i programmet Exponent Lite
som tilhgrer teksturmaleren. | dette programmet var det mulig a fa en grafisk fremstilling av

dataene, og deretter bestemme hgyeste verdi for fasthet.
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5 Resultat

5.1 Kontroll av lagringstemperatur

Lagringstemperatur ble kontrollert i flere kjgleskap, men det ble til slutt valgt to kjeleskap som
skulle benyttes i forsgket. Kjgleskapet som var innstilt pa 2°C hadde et gjennomsnitt pa 1,78°C
+ 0,05°C. Kjgleskapet som var innstilt pa 4°C hadde et gjennomsnitt pa 4,05°C + 0,06°C.

Temperaturen ble logget i en kasse med laks ved transport fra Lovund og til Trondheim.
Loggeren viste at kassen sank i temperatur til under 2°C pa rundt 3 timer. Deretter var det en
svak, men jevn synking i temperaturen. Nar kassene ble plassert pa kjglerommet, la

temperaturen stabilt pa 0,6°C frem til kassene ble tatt ut dagen etter (vedlegg 2).
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5.2 Kvantifisering av psykrotroft kimtall

Kvantifisering av psykotroft kimtall ble gjennomfgrt med Long & Hammer agar som ble
inkubert i 5 degn ved 15°C. Det ble gjennomfert en anova test for a finne signifikante

forskjeller som funksjon av lagringstemperatur.

Det var ingen signifikant forskjell mellom psykrotroft kimtall i laks lagret ved 4°C og 6°C
gjennom hele lagringsperioden (p>0,05). Etter dag 10 ble det observert et signifikant lavere
psykrotroft kimtall i laks lagret ved 2°C sammenlignet med de to andre temperaturene (p<0,05).
Den signifikante forskjellen ble observert frem til dag 15. Etter 18 dagers lagring var det ingen
signifikant forskjell mellom psykrotroft kimtall i laks lagret ved de ulike temperaturene
(p>0,05). Pa dag 10 var det ikke mulig & kvantifisere kimtallet ved 6°C pga overvekst pa alle
paralleller, derfor ble det benyttet et estimat (Log(107)) ved statistisk utregning for det
psykrotrofe kimtallet ved 6°C denne dagen (figur 5.1).

2 Grader =—ge=q Grader =——g==0 Grader

10
; ' —
8 = =TI—
7 T I :
S 6 E | L
& 5
E" 4
3 t
2
1
0
3 6 10 12 15 18

Lagringstid (dager)

Figur 5.1: Psykrotroft kimtall (LH 15°C) i laksefilet lagret ved 2°C (gul linje), 4°C (rod linje) og 6°C (bld linje) i
18 dager. Vertikale feilbarer viser + 1 SD. Det finnes ikke data for punktet 10 dager for laks lagret ved 6°C pa

grunn av overvekst (vedlegg 3).
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5.2.1 Temperaturavhengig vekstkinetikk

Basert pa psykrotroft kimtall ble ComeBase benyttet for & estimere maksimal veksthastighet
(wmax) og maksimal populasjonstetthet (Ymax) for hver temperatur (tabell 5.1). Ved gkning i
lagringstemperatur med 2°C gkte maksimal veksthastighet med 0,120 log cfu/g/dagn. Ymax
var ogsa hgyere ved 4°C og 6°C sammenlignet med laks lagret pa 2°C.

Tabell 5.1: Maksimal veksthastighet (umax) for psykrotroft kimtall i laksefilet lagret ved 2°C, 4°C og 6°C estimert
ved bruk av Baranyi og Roberts primeare vekstmodell (Baranyi & Roberts, 1994).

Baranyi og Roberts vekstmodell for psykrotroft kimtall
2°C 4°C 6°C
Hayeste

veksthastighet 0,650 £ 0,111 0,771 +£0,122 0,896 £ 0,290
(log cfu/g/dagn)
Ymax (log cfu/g) 7,136 £ 0,619 8,401 + 0,656 8,384 + 0,802

Tilpasning til R?=0,934 R?=0,945 R?=0,904

vekstmodell
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5.3 Kvantifisering av mesofilt kimtall

Kvantifisering av mesofilt kimtall ble gjennomfart pa jernagar som ble inkubert i 3 dggn ved
22°C. Det ble gjennomfart en anova test for & finne signifikante forskjeller som funksjon av

lagringstemperatur.

Det var ingen signifikant forskjell (p>0,05) mellom mesofilt kimtall lagret ved 4°C og 6°C i
lgpet av lagringsperioden, mens ved dag 6 og dag 12 ble det observert et signifikant (p<0,05)
lavere mesofilt kimtall i laks lagret ved 2°C. Pa dag 10 var det ingen signifikant forskjell
mellom mesofilt kimtall lagret ved 2°C, 4°C og 6°C, ettersom at det kun var en parallell som
kunne kvantifiseres ved 4°C og 6°C. Pa dag 15 ble det observert et signifikant lavere mesofilt
kimtall lagret ved 2°C i forhold til 6°C, mens pa dag 18 ble det ikke observert en signifikant
forskjell (p>0,05) mellom mesofilt kimtall lagret ved 2°C, 4°C og 6°C (figur 5.2).
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Figur 5.2: Mesofilt kimtall (Jernagar 22°C) i laksefilet lagret ved 2°C (gul linje), 4°C (rod linje) og 6°C (bld linje)
i 18 dager. Vertikale feilbarer viser = 1 SD (vedlegg 4).
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5.3.1 Temperaturavhengig vekstkinetikk

Basert pa mesofilt kimtall ble ComeBase benyttet for a estimere maksimal veksthastighet

(wmax), maksimal populasjonstetthet (Ymax) og varighet av lagfase (degn) for hver temperatur

(tabell 5.2). Ved gkning av lagringstemperatur av laks med 2°C gkte det mesofile kimtallet
med 0,9 cfu/g/dagn. Maksimal populasjonstetthet gkte ogsa ved gkning i lagringstemperatur

fra 2°C til 4°C og 6°C, samtidig som logfasen ble kortere ved hgyere temperatur.

Tabell 5.2: Maksimal veksthastighet (umax) for mesofilt kimtall i laksefilet lagret ved 2°C, 4°C og 6°C estimert

ved bruk av Baranyi og Roberts primare vekstmodell (Baranyi & Roberts, 1994).

Baranyi og Roberts vekstmodell for mesofilt kimtall

2°C 4°C 6°C
Veksthastighet 0,527+0,038 0,619+0,160 0,71+0,116
(log cfu/g/dagn)

Ymax (log cfu/g) 7,29+0,37 8,315+1,144 8,325+0,554
Lagfase (dagn) 2,671+0,774 1,682+2,797 1,945+1,588
Tilpasning til R?=0,994 R?=10,92 R?=0,969

vekstmodell
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5.4 H,S-produserende bakterier

Kvantifisering av H2S-produserende bakterier ble gjennomfart pa jernagar som ble inkubert i
3 dggn ved 22°C. Det ble gjennomfart en anova test for a finne signifikante forskjeller som

funksjon av lagringstemperatur.

H,S-produserende bakterier ble kvantifisert som sorte kolonier pa jernagar. Det var ingen
signifikant forskjell pa kimtall mellom de ulike temperaturene for laks lagret i 3, 6, 10, 12 og
18 dager (p>0,05 for alle dagene). For laks lagret i 15 dager var det likevel en signifikant
forskjell (p<0,05) i kimtall, der det ble kvantifisert signifikant lavere kimtall pa laks lagret ved
4°C sammenlignet med laks lagret ved 6°C (tabell 5.3).

Tabell 5.3: H,S-produserende bakterier. Tabellen viser gjennomsnittet av prgvene med H,S-produserende
bakterier som ble kvantifisert. Forskjellige sma bokstaver indikerer statistiske sign. forskjeller mellom gruppene
(pr. rad) (p<0,05). * = Kun pavist vekst i en eller to paralleller. ** = Overvekst pa en eller flere paralleller, disse

er derfor estimat.

H>S-produserende kolonier

Lagringstid (dager) 2°C (log cfu/g = 4°C (log cfu/g = 6°C (log cfu/g £

1SD) 1SD) 1SD)

3 Ikke pavist 1* Ikke pavist

6 Ikke pavist 1,92+0,31* 2,23*

10 2,70+1,80* 2,73+1,83** 4,69+0,26**

12 2,69+0,62* 4,32+1,59 3,69+1,52

15 5,38+0,53*A8 4,29+0,34 6,10+0,63*B

18 4,56+0,73 8,34* 6*
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5.5 Kvalitativ pavisning av L. monocytogenes

Kvalitativ pavisning av L. monocytogenes ble gjennomfert med fem paralleller fra hver
temperatur, i tillegg til en blankprgve som ikke inneholdt noe prevemateriale. | begge testene
ble det gjennomfart en intern amplifiseringskontroll (IAC), for & kontrollere at testen hadde
blitt gjennomfert korrekt. Det ble ogsa benyttet en non-template control (NTC), for a

kontrollere om prgvene var tilsatt alle reagensene og at reagensene ikke var kontaminert.

Det ble ikke pavist L. monocytogenes i laks prevetatt pd dag 3. En prgve hadde hgyere
fluorescens i forhold til de andre (vedlegg 5), men likevel var fluorescensen sa lav at praven
ble tolket som negativ. IAC var positiv for alle reaksjoner, samtidig som NTC var godkjent
(figur 5.3).
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Figur 5.3: @verst: Amplifiseringskurve som viser positivt resultat for den interne amplifiseringskontrollen (IAC),
testen ble gjennomfart korrekt. Nederst: Resultat av PCR L. monocytogenes dag 3 som viser negative prever,

inkludert non-template control (NTC).
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Det ble heller ikke pavist L. monocytogenes i laks prgvetatt pa dag 18. Ogsa her var IAC positiv
for alle reaksjoner, samtidig som NTC var godkjent. (figur 5.4) (vedlegg 6).
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Figur 5.4: @verst: Amplifiseringskurve som viser positivt resultat for den interne amplifiskasjonskontrollen (IAC),

testen ble gjennomfart korrekt. Nederst: Resultat av PCR L. monocytogenes dag 18 som viser negative praver,
inkludert non-template control (NTC).
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5.6 Bestemmelse av farge (L, a*, b*, chromatic, hue)

Bestemmelse av farge ble gjennomfart med DigiEye Colour Measurement. Det ble ogsa

o

gjennomfgrt en anova test for a finne signifikante forskjeller som funksjon av

lagringstemperatur og lagringstid.

5.6.1 Lyshet (L)

Laks lagret ved 2°C ble signifikant mgrkere etter 10 dagers lagring (p<0,05), men laksen ble

ikke markere ved lagring i 18 dager. Laks lagret ved 6°C ble ogsa signifikant markere etter 10

dagers lagring (p<0,05), men ikke etter 18 dagers lagring (tabell 5.4).

Tabell 5.4: Gjennomsnitt av lyshet malt i laksefilet lagret ved 2°C, 4°C og 6°C i 3, 10 og 18 dager = 1 SD (n=3

for hvert prgvepunkt).

Lyshet (%)
Lagringstid (dager) 2°C (%) 4°C (%) 6°C (%)
3 60,70% £ 0,75% 61,42% + 0,45% 61,00% + 1,13%
10 56,81% + 2,31% 58,60% + 2,37% 56,81% * 1,82%
18 56,67% + 0,96% 59,15% + 3,12% 60,36% + 0,68%
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5.6.2 Rad/grann spekter (a*)

Det ble ikke observert noen signifikante endringer i red/grgnt spekter (p>0,05) mellom prevene

som funksjon av temperatur og lagringstid (tabell 5.5).

Tabell 5.5: Gjennomsnitt av red/grgnt spekter (a*) malt i laksefilet lagret ved 2°C, 4°C 0og 6°C i 3, 10 og 18 dager

+ 1 SD (n=3 for hvert prgvepunkt).

Rad (+)/grenn spekter (-) (a*)

Dag 2°C (a*) 4°C (a*) 6°C (a*)

3 33,81 2,44 34,96 + 1,48 34,70 £ 2,45
10 32,30 + 1,34 33,81 £ 1,82 32,29 +0,73
18 33,08 +3,24 32,11 +0,79 31,89 +2,08

5.6.3 Gul/bla spekter (b*)

Det ble ikke observert noen signifikante endringer i gul/blatt spekter (p>0,05) mellom pragvene

som funksjon av lagringstemperatur og lagringstid (tabell 5.6).

Tabell 5.6: Gjennomsnitt av gul/blatt spekter (b*) malt i laksefilet lagret ved 2°C, 4°C og 6°C i 3, 10 og 18 dager

+ 1 SD (n=3 for hvert pragvepunkt).

Gul (+)/bla (-) spekter (b*)
Dag 2°C (b*) 4°C (b*) 6°C (b*)
3 35,20+ 2,76 37,33+ 1,56 36,56 + 2,74
10 34,60+ 1,81 35,55+ 2,27 33,65+ 0,67
18 34,63 £ 4,25 31,02+ 0,73 30,58 + 2,39
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5.6.4 Chromatic

Metningsgraden pa fargen til laksen ble observert & vere signifikant mindre pa laks lagret ved
4°C etter 18 dagers lagring sammenlignet med 3 dagers lagring (p<0,05). Det ble ikke funnet
noen signifikante endringer (p>0,05) som funksjon av temperatur (tabell 5.7).

Tabell 5.7: Gjennomsnitt av chromatic malt i laksefilet lagret ved 2°C, 4°C og 6°C i 3, 10 og 18 dager + 1 SD
(n=3 for hvert pravepunkt).

Chromatic (%)

Dag 2°C 4°C 6°C

3 48,81% =+ 3,65% 51,15% *+ 2,14% 50,41% * 3,67%
10 47,34% + 2,23% 49,06% * 2,88% 46,64% + 0,79%
18 47,90% + 5,31% 44,65% + 0,98% 44,19% + 3,14%
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5.6.5 hue

Det ble ikke observert noen signifikant endring (p>0,05) i hue grader mellom 4°C og 6°C i
lgpet av lagringsperioden. Etter lagring i 18 dager var laks lagret pa 2°C signifikant mindre red
(p<0,05) sammenlignet med 4°C og 6°C. Det ble ogsa observert en signifikant endring i hue
pa laks lagret ved 4°C og 6°C. De hadde en signifikant redere farge (p<0,05) etter 18 dagers
lagring, sammenlignet med lagring i 3 og 10 dager. Laks lagret pa 2°C endret ikke farge, men

laks lagret pa 4°C og 6°C ble rgdere gjennom lagringsperioden (tabell 5.8).

Tabell 5.8: Gjennomsnitt av hue (°) malt i laksefilet lagret ved 2°C, 4°C 0og 6°C i 3, 10 og 18 dager + 1 SD (n=3
for hvert pravepunkt).

Hue (°)
Dag 2°C (°) 4°C (°) 6°C (°)
3 46,14°+ 0,55° 46,88°+ 0,25° 46,49°+ 0,21°
10 46,96°+ 0,42° 46,42°+ 0,45° 46,19°+ 0,75°
18 46,26°+ 0,70° 44,02°+ 0,55° 43,78°+ 0,46°
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5.7 Bestemmelse av fasthet

Bestemmelse av fasthet ble gjennomfart med AX. T Texture Analyzer, og en anova test for a

finne signifikante forskjeller som funksjon av lagringstemperatur og lagringstid.

Laks lagret pa 2°C ble signifikant fastere gjennom lagringsperioden (p<0,05). Laks lagret pa

4°C og 6°C ble ogsa fastere etter 10 dagers lagring, men hadde ingen endring etter dette. Det

ble ikke observert noen signifikant forskjell som funksjon av temperatur (tabell 5.9).

Tabell 5.9: Gjennomsnitt av fasthet malt i laksefilet lagret ved 2°C, 4°C og 6°C i 3, 10 og 18 dager + 1 SD (n=3

for hvert pragvepunkt).

Trykktest (g)
Dag 2°C(9) 4°C (9) 6°C (9)
3 360,79 + 40,759 401,319 + 165,53y | 569,779 + 87,27
10 1030,60g + 159,10g | 997,709 + 292,52g | 957,599 + 203,379
18 1221,06g + 216,78g | 968,819 +309,84g | 954,699 + 235,31g
5.8 Lukt

| tillegg til testene som ble gjennomfart, ble det gjort en subjektiv vurdering av lukt. Det ble i

lapet av proveuttakene observert en endring i lukt. Utover i forsgksperioden ble det observert

at enkelte laksefileter fikk en sterkere lukt. Spesielt laksefiletene lagret ved 4°C og 6°C fikk en

kraftig lukt av forringet fisk mot slutten av forsgksperioden. Laks lagret ved 2°C fikk ogsa en

lignende lukt mot slutten av forsgksperioden, men ikke i like stor grad som laks lagret ved 4°C

0g 6°C.
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6 Diskusjon

Malet med denne oppgaven var & undersgke hvor stor pavirkning lagringstemperaturene 2°C,
4°C og 6°C har pa den mikrobiologiske- og sensoriske kvaliteten til ferske laksefileter i lgpet
av lagringsperioden. Dette kan igjen si noe om holdbarheten til laksefiletene.
Animaliehygieneforskriften sier at transporten av ferske fiskerivarer ikke bgr overstige 2°C i
transporttiden (Mattilsynet (a), 2023; Animaliehygieneforskriften, 2022). | denne oppgaven er
det derfor blitt forsgkt a gjenspeile de faktiske lagringsbetingelsene neeringen benytter under
transport. Etter transport kan derimot lagringsbetingelsene variere noe, der spesielt

lagringstemperaturen var den parameteren som skulle undersgkes.

Parameterne som ble benyttet for & male kvalitetsutvikling i denne oppgaven var vekst av
psykrotrofe og mesofile bakterier, samt L. monocytogenes, og en sensorisk analyse av farge og
fasthet. Det ble i tillegg vurdert & gjennomfare QIM, men dette ble ikke gjennomfart da dette
ville kreve en betydelig mengde laks. Fargeanalyse og trykktest ble derfor gjennomfart som

erstatning for denne.

6.1 Gjennomfaring

God hygiene var viktig a opprettholde gjennom alle praktiske oppgaver for & unnga ungdvendig
kontaminasjon. Nar filetene 1a i kassene, ble kjgttsidene lagt mot hverandre med skinnsidene
ut for 4 unnga at bakterier fra skinnet skulle kontaminere kjgttet. \Ved oppdeling av laksefiletene
ble knivene spritet og brent mellom hvert snitt for ssmme grunn i & unngd a smitte av bakterier
fra skinnet og inn i kjattet ved nytt snitt. Skjaerefjglene ble ogsa spritet mellom hver filet.

Praveuttak ble gjennomfart med aseptisk teknikk.

Det var viktig i prosjektet a fa randomisert pravene. Dette ble gjort ved a plassere laksefiletene
i poser, for sa a fordele posene tilfeldig ved de forskjellige temperaturene. Pa denne maten ble
hver filet spredt tilfeldig pa de tre lagringstemperaturene. Dette ble gjort for & minimere
sannsynligheten for individsforskjeller i forhold til om hele fileter ble lagt pa samme
temperatur. Ved gjennomfgring av de mikrobielle pravene ble pregvemateriale tatt fra samme
punkt pa laksestykket for standardisering av prgvene. Det ble tatt midt i stykket for a fa sa lik
mengde med overflate som mulig i prevene. Pa trykktesten og ved bestemmelse av farge ble
samme punkt testet pa alle stykkene. Her ble back loinen valgt for a ha et standardisert punkt.
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Pa turen hjem fra Lovund ble det logget temperatur i en av totalt tre kasser med laks. Grunnen
til dette er fordi det kun var en logger tilgjengelig pa dette tidspunktet. Loggeren ble lagt i
kassen som ble antatt & holde hgyest temperatur. Det var kassen som la gverst i bagasjerommet
0g som var mest utsatt for varmen som sto pa i bilen. De to nederste kassene ble isolert av
kassen over. Loggeren viste at kassen som ble logget hadde en temperatur pa under 2°C hele

turen (vedlegg 2).

6.2 Vurdering av kjglelagring

For & undersgke om kjgleskapene var i stand til & levere en stabil, lav temperatur innenfor
gnsket temperaturomrade, ble flere kjgleskap innstilt pa disse temperaturene og deretter logget.
De to kjeleskapene som ble valgt til oppbevaring pa 2°C og 4°C var i stand til & holde
henholdsvis 1,78°C + 0,05°C og 4,05°C + 0,06°C over ett degn. Dette ble vurdert som
akseptable verdier ettersom det pa forhand var en usikkerhet pa om kjaleskapet som skulle
holde 2°C ville bli for varmt, eller at de to andre skulle bli for kalde og dermed fore til lagring
pa overlappende temperaturer. Disse kjgleskapene var ogsa de som klarte & holde en mest mulig

stabil temperatur av de tilgjengelige kjgleskapene.

Det manglet flere kjgleskap som var i stand til & holde stabil temperatur, derfor ble det benyttet
et inkubatorskap til lagring av laksefileter pa 6°C. Ettersom at denne ikke ble logget kan det
ikke med sikkerhet konkludere at temperaturen som ble innstilt holdt 6°C.

6.3 Sammenhengen mellom lagringstemperatur og mikrobiell vekst

Det finnes ingen spesifikke lovpalagte grenseverdier for aerobt kimtall hos spiseklar laks.
Likevel finnes det noen retningslinjer for tilfredsstillende, akseptable og utilfredsstillende
kimtall i spiseklar laks, som kan benyttes som utgangspunkt for a vurdere mikrobiologisk
kvalitet. Aerobt kimtall under 6 cfu/g kan klassifiseres som tilfredsstillende, 6-7 cfu/g kan
klassifiseres som akseptabelt og verdier over 7 cfu/g kan klassifiseres som utilfredsstillende
(NSW Food Authority, 2008; Center for Food Safety, 2007). Noen studier papeker at det ma
veere 6-8 log cfu/g for @ merke en sensorisk forringelse pa fisk (Boziaris & Parlapani, 2017;
Dalgaard, 1995). Dette kan bety at selv om fisken overstiger de akseptable verdiene for
mikrobiologisk kvalitet trenger den ikke a veere sensorisk forringet eller motsatt. Ettersom det
ikke ble gjennomfart en formell sensorisk vurdering pa lukt og utseende, ble det benyttet 7 log
cfu/g som akseptabel kvalitetsverdi ved vurdering av mikrobiell holdbarhet.
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Ved a benytte den akseptable verdien for mikrobiologisk kvalitet er det mulig & estimere nar et
produkt er forringet. Det gjennomsnittlige psykrotrofe kimtallet til laks lagret ved 6°C var
under 7 log cfu/g pa dag 6, og overstiger denne verdien pa dag 10. Dette er raskere i forhold til
det mesofilet kimtallet som var tilfredsstillende pa dag 10. Ettersom at det ikke ble gjennomfart
flere uttak pa psykrotroft kimtall blir den mikrobielle holdbarhetstiden til laks lagret ved 6°C,

ble estimert til & vaere 6 dager.

Det gjennomsnittlige psykrotrofe kimtallet til laks lagret ved 4°C var under 7 log cfu/g pa dag
10, og overstiger denne verdien pa dag 12. Dette gjelder ogsa for det gjennomsnittlige mesofilet
kimtallet til laks lagret ved 4°C. Ettersom at den gjennomsnittlige mesofile kimtallet var lavere
i forhold til psykrotrofe kimtallet i laks lagret ved 4°C er det mulig at det mesofile kimtallet
overstiger 7 log cfu/g senere i forhold til det psykrotrofe kimtallet til laks lagret ved 4°C. Dette
betyr at den mikrobielle holdbarheten til laks lagret ved 4°C, ble estimert til & veere 10 dager.

Det gjennomsnittlige psykrotrofe kimtallet til laks lagret ved 2°C var under 7 log cfu/g pa dag
15, men overstiger denne verdien pa dag 18. Dette gjelder ogsa for det gjennomsnittlige
mesofilet kimtallet til laks lagret ved 2°C (vedlegg 3 og 4). Dette betyr at den mikrobielle

holdbarheten til laks lagret ved 2°C, ble estimert til & veere 15 dager.

Den estimerte mikrobielle holdbarheten til laks lagret ved 2°C er 15 dager, som er en dag lengre
i forhold til holdbarheten Nova Sea har satt pa laksefilet (14 dager) (Nova Sea, personlig
kommunikasjon, 17. februar 2023). Laks lagret ved 2°C hadde estimert lengst mikrobiell
holdbarhet og ved a gke temperaturen med 2°C vil den estimerte holdbarheten basert pa
akseptable verdier for mikrobiologisk kvalitet senkes med 40-50%. Dette stottes opp av det
som ble beskrevet tidligere (2.3.3). Selv om den mikrobielle holdbarheten til fisk lagret ved
2°C er 15 dager er dette betraktelig kortere i forhold til den mikrobielle kvaliteten i fisk lagret
i modifisert atmosfeere pakking (MAP) (Fernandez et al, 2009).

En forklaring pa at laks lagret ved 2°C hadde en lengre holdbarhet, kan ha en sammenheng
med at veksthastigheten til bakteriene er lavere. Bade hos psykrotroft og mesofilt kimtall er
veksthastigheten  10-18% lavere dersom temperaturen reduseres med 2°C (i
temperaturintervallet 2°C-6°C). Dette gjor at det tar lengre tid for laks lagret ved 2°C & oppna
like hgye verdier som det gjer hos 4°C og 6°C. Dette er ogsa viktig dersom det evt. blir brudd

pa kjolekjeden i den eksponentielle fasen som beskrevet i teori (2.3.3).
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Tilpasning til vekstmodellen for temperaturintervallene bade til psykrotroft kimtall og mesofilt
kimtall ligger pa omradet 0,90-0,99. Verdiene tilsier at grafen har en tilpasningsgrad med 90-
99% sikkerhet, som er akseptabelt. For en bedre tilpasning til vekstmodellen, kunne flere uttak
gjennom hele lagringsperioden blitt gjennomfert. Da hadde ogsa verdien for maksimal
veksthastighet og estimering av holdbarhet blitt mer ngyaktig. Det skulle ogsa ha blitt brukt
flere fortynningsrekker med et bredere spekter av fortynningsgrader da den eksponentielle

veksten av mikroorganismer var hgyere enn forventet.

6.3.1 H>S-produserende bakterier

H2S-produserende bakterier gar under kategorien spesifikke forringelsesorganismer (SFO).
Ved pavisning av H.S-produserende bakterier i laksefiletene, varierte det om disse ble pavist
eller ikke. I enkelte uttak ble det pavist flere kolonier og i andre ingen. Denne variasjonen
fortsatte gjennom hele forsgket. Nar fisken lagres aerobt, vil det vaere konkurranse mellom
aerobe gram-negative bakterier. Pseudomonas spp. er en gram negativ bakterie som er vist a
kunne hemme vekst av H.S-produserende gram-negative bakterier, fordi Pseudomonas spp.
kan produsere sideroforer. Sideroforer hemmer jernopptaket til H>S-produserende bakterier
som resulterer i at veksten hemmes (Sallam, 2007; Gram, 1994). Dette kan indikere at
konkurrerende mikroflora under gunstige lagringsforhold kan pavirke veksten av H,S-

produserende bakterier.

Det er ingen eller f& retningslinjer pa hvor mye HxS-produserende bakterier det skal veere i et
produkt far det blir forringet, men i en studie gjort pa torsk ble det bevist at for & fa en vond
lukt knyttet til H,S métte det vaere 108 cfu/g av Shewanella putrefaciens (Dalgaard, 1994).
Ettersom at det er S. putrefaciens og Aeromonas spp. som dominerer ved temperaturene rundt
0-5°C (Huss, 1995) kan dette gi en indikasjon pa hvor mye H2S-produserende bakterier som
trengs for & oppfatte vond lukt hos laksen i denne oppgaven. Det var kun en parallell pa laks
lagret ved 4°C som oversteg denne verdien pa dag 18. Det er ogsa denne parallellen som kan
oppfattes som forringet (>7 log cfu/g) hvis det forholdes til akseptabel grense for aerobt kimtall

pa 6-7 log cfu/g.
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6.4 L. monocytogenes

Listeria monocytogenes kan forarsake den bakterielle sykdommen Kkalt listeriose. Som tidligere
nevnt (2.3.4), er denne bakterien svert overlevelsesdyktig, spesielt om den far mulighet til &
danne en biofilm. 1 2021 gjennomfarte Mattilsynet en kontroll pa norske lakseslakterier for a
undersgke hvor stort problem Listeria er hos norske bedrifter. Der ble det oppdaget at flere
norske lakseslakterier hadde positive praver for L. monocytogenes, bade pa ravarer og pa utstyr.
Kontrollen ble gjennomfert pa grunn av flere store utbrudd av listeriose knyttet (il
fiskerinzringen i Europa de siste arene (News Desk, 2021).

| et forsgk gjennomfert av Bajard et al. (1996), ble det observert en tredobling av
veksthastigheten til L. monocytogenes ved a gke lagringstemperaturen fra 1,5°C til 5,5°C. Dette
viser hvor viktig det er & holde naringsmidler der L. monocytogenes kan vokse ved sa lav
temperatur som mulig. | tillegg ble det funnet av Fernandez et al. (1997) at en kombinasjon av
lav temperatur (4°C) og en hgy konsentrasjon av CO, (100%) kunne forlenge lag-fasen og

hemme veksten til L. monocytogenes i kaldrgkt laks.

L. monocytogenes ble ikke pavist i noen praver pa hverken dag 3 (vedlegg 5) eller 18 (vedlegg
6). Dette vil bety at laksen oppfyller kravene til “spiseferdige neringsmidler der L.
monocytogenes kan vokse, enn spiseferdige naringsmidler beregnet pa spedbarn og til spesielle
medisinske formal”, som bestemt i naringsmiddelhygieneforskriften (2021). Da det ikke ble
pavist L. monocytogenes i pravene ble det bestemt at det ikke skulle gjennomfares en selektiv

platespredning for denne bakterien.

6.5 Sammenheng mellom lagringstemperatur og sensorikk

6.5.1 Fargeendring over tid

Ved tolkning av fargeendring ble det benyttet to forskjellige modeller som er beskrevet i 3.5.
Det benyttes henholdsvis CIELAB og CIELCH.

Tolkning av verdiene ved hjelp av CIELAB, viste at det ikke var noe forskjell pa fargen mellom
fisken lagret ved de ulike temperaturene. Som beskrevet i teori (2.3.2), vil fargeutvikling i stor
grad pavirkes av mengde blod som er igjen i fisken, da hemoglobinet i blodet og oksygen
reagerer med hverandre. Dette vil kunne danne en gulbrun farge som kan gke

individsforskjellene per fisk i stgrre grad. Mengde blod som er igjen i fisken vil samtidig
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pavirkes av utblgdningen til fisken, stress for slakting, og slakteprosessen (Haegermark, 2012;
Borderias & Sanchez, 2011). Den gnskelige fargen pa fisken er en mark rgdfarge (Hegermark,
2012). Det er kun laks lagret ved 2°C som har hatt en endring pa lyshet, og dermed blitt

mgarkere.

Ved en tolkning med CIELCH er det en forskjell mellom temperaturene. Hue verdien hos laks
lagret ved 2°C hadde en hgyere verdi i forhold til 4°C og 6°C pa dag 18. Laks lagret ved 4°C
og 6°C hadde ogsa fatt en reduksjon i hue-verdi i lgpet av forsgket. Dette kan tolkes som at
laks lagret ved 4°C og 6°C hadde fatt en farge som var nermere det rade sjiktet, i forhold til
laks lagret ved 2°C som hadde opprettholdt den opprinnelige fargen bedre.

Bildene av laksen (vedlegg 7, 8 og 9) kunne benyttes for visuell vurdering om det er noe
forskjell pa laksen. Det ble i dette forsgket ikke benyttet et sensorisk panel for a vurdere om
det var en signifikant endring pa utseende pa laksefiletene. Likevel ble det gjennomfart en
intern vurdering pa utseende av laksefiletene. Her ble det observert at laksen lagret ved 2°C
hadde en klarere farge i forhold til 4°C og 6°C pa dag 18. Det ble ogsa gjennomfart en
vurdering pa nar laksen var forringet ved de ulike temperaturene. Laks ble vurdert ut ifra
kriteriene appetittlig utseende; slimlag og veesketap. Laks lagret ved 6°C fikk et betydelig
slimlag og veesketap pa dag 10 (vedlegg 8), noe som gjorde at den ble vurdert som forringet.
Laks lagret ved 2°C og 4°C ble vurdert som forringet pa dag 18 ettersom at de ogsa fikk et
betydelig slimlag og vasketap (vedlegg 9). Laks lagret ved 2°C hadde et mindre slimlag i
forhold til laks lagret ved 4°C.

Det skulle likevel blitt gjort en analyse pa farge og appetittelig utseende naermere enden av
holdbarheten til laksen. Ettersom at dette ikke skjedde i denne oppgaven, kan det ikke fastslas
at det ble en fargeendring innen holdbarhetstiden eller om det appetittelige utseende til laks
lagret ved 2°C og 4°C var uappetittelig fer holdbarhetstiden.

6.5.2 Endring i fasthet

Det var ingen signifikant forskjell pa fasthet i laksefiletene som funksjon av
lagringstemperatur, noe som ogsa ble observert av Sigholt et al. (1997). Det ble likevel
observert en endring i fasthet hos laksefilet lagret ved 2°C. Ved lagring pa 2°C ble laksefileten
fastere som funksjon av lagringstid, der laksefiletene var signifikant fastere etter 10 og 18
dagers lagring sammenlignet med laksefiletene som var lagret i 3 dager. Sveinsdottir et al.

(2002) observerte at laksen ble mindre fast i lgpet av lagringstiden. Dette kan bli forklart med
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at Sveinsdottir et al. (2002) gjennomfarte trykktest pa mindre biter av laksen, uten skinn. En

annen grunn kan vere individforskjeller, eller lagring pa is istedenfor kjglig pa 2°C.

6.5.3 Endring i lukt

Det ble ikke gjennomfart noen formell sensorisk vurdering av lukt, men det ble likevel
observert en endring i lukt gjennom lagringsperioden. Da dette ikke ble gjennomfart i en
formell test, vil det ikke vaere mulig a vite om det var noen signifikant forskjell mellom laks
lagret pa forskjellige temperaturer. Lukten kan likevel gi en indikasjon pa at det har veert noe
hayere vekst av forringelsesbakterier, inkludert H2S-produserende bakterier, pa spesielt laks
lagret ved 6°C. Dette stattes av resultatene fra kvantifisering av psykrotroft og mesofilt kimtall,
som 0gsa viser at det var en starre vekst av bakterier pa 6°C sammenlignet med 2°C ved flere

prgveuttak.

Det er ogsa en mulighet for at andre spesifikke forringelsesorganismer (SFO) var til stede, noe
som resulterte i en darligere fiskelukt. Det ble tidligere nevnt (6.3.1) at enkelte bakterier som
Pseudomonas spp. kan hemme vekst av noen HzS-produserende bakterier, dette kan bety at
Pseudomonas spp. var den dominerende SFO i laksen det ble tatt prever av. Pseudomonas spp.
er en SFO som kan produsere ketoner, aldehyder, estere og tioler. Disse stoffene kan produsere
en lukt som kan forbindes med et forringet produkt (Huss, 1995). For & fa en sensorisk
forringelse knyttet til lukt fra SFO, ma det veere mellom 6-8 log cfu/g (Boziaris & Parlapani,
2017; Dalgaard, 1995). Ettersom det ikke ble gjennomfart en spesifikk test av SFO, kan det
ikke konkluderes med at lukten kommer fra SFO.

En annen mulighet for darlig lukt kan skyldes at fisken har gjennomgatt lipidoksidasjon.
Marine fettsyrer harskner lettere ettersom de inneholder mye flerumettede fettsyrer (Hansen,
2013). Noe annet som kunne ha forarsaket lipidoksidasjon var hgy oksygentilfgrsel under
lagring. Kim et al. (2010) beskriver at fettsyrer harskner raskere ved lagring med et hgyt
innhold av oksygen, noe laksen ble i dette forsgket. Laks er ogsa en fet fisk som gjer at den har

stgrre potensial for a harskne.
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7 Konklusjon

Denne bacheloren har sett pa effekten av lagringstemperatur pa mikrobiologisk- og sensorisk
kvalitet i fersk laksefilet. Den mikrobielle holdbarheten ble estimert til & veere 15 dager pa 2°C,
10 dager pa 4°C og 6 dager pa 6°C. Ved en gkning av temperaturen fra 2°C til 4°C, ble
holdbarheten redusert med 5 dager. A ke temperaturen fra 4°C til 6°C, reduserte holdbarheten
med ytterligere 4 dager. Uavhengig av temperatur og tid, ble det ikke pavist L. monocytogenes

pa laksefiletene. H,S-produserende bakterier ble pavist sporadisk gjennom lagringsperioden.

SFO som kan ha produsert illeluktende forringelseskomponenter har trolig vokst mer i
laksefiletene lagret ved 4°C og 6°C. Dette fordi laksefiletene lagret ved disse temperaturene
hadde en kraftigere lukt av forringet fisk sammenlignet med laks lagret pa 2°C. Likevel er det
ikke mulig a fastsla dette, da det hverken ble gjennomfart en formell sensorisk test pa lukt eller

en spesifikk mikrobiell test for & pavise hvilke SFO som var til stede.

Det ble observert en fargeendring pa laks lagret ved 4°C og 6°C, som hadde en lavere hue verdi
i forhold til laks lagret ved 2°C. Laks lagret ved 2°C hadde bevart den opprinnelige fargen
bedre i forhold til laks lagret ved 4°C og 6°C. Endringen ble observert pa dag 18, som var 4
dager etter fisken hadde gatt ut pa dato.

Ved lagring av laks ved aerobe miljg er det mest gunstig a lagre den ved 2°C i forhold til 4°C
og 6°C, ettersom den mikrobielle- og sensoriske kvaliteten beholdes bedre ved denne

temperaturen.

7.1 Forslag til videre arbeid

For a generere mer palitelige data om vekstkinetikk i laks lagret ved 2°C, 4°C og 6°C vil det
veere hensiktsmessig & gjennomfare flere og hyppigere praveuttak gjennom lagringsperioden.
Dette vil gi flere datapunkter som grunnlag for utregning av lagfase og veksthastighet. Det vil
ogsa veere hensiktsmessig a benytte flere fortynninger for & unnga overvekst pa agar som gjar

det vanskelig eller umulig kvantifisere kimtall ngyaktig.

For a fa en bedre forstaelse for utviklingen av den sensoriske kvaliteten til laks lagret ved de
ulike temperaturene hadde det veert hensiktsmessig a gjennomfare en fullstendig QIM. Det ble
heller ikke gjort noe forsgk pa & undersgke hvilke forringelsesmetabolitter eller

forringelsesorganismer som var til stede i laksen i lgpet av lagringsperioden.
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Trimming guide pdf fra Seaborn (Seaborn, u.a.)
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Vedlegg 2

Temperatur pa laks ved transport fra Lovund til Trondheim
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Vedlegg 3

Gjennomsnitt kvantifisert Psykrotroft kimtall (log cfu/g +1SD), ikke kvantifisert kimtall pa dag 10, 6°C, pa grunn av overvekst. Gule felter betyr

en eller flere paralleller med overvekst.

Uttak

(= & 5 IR =R % I .8 IS

Dag

3
g
10
12
15
18

Long & Hammer

2 Grader

Ingen Pavisning
3181467759
6171679321
6,3635593946
6613831305
7535373647

Standardavvik
0,661076873
01517217132
0,669059359
0 4458641239
0,5932635081

4 Grader Standardawvvik

Ingen pavisning -
4070677813 1208649667

6,973265431618 02617667733
T7,793005036 0373671441
8071110247 0 4579618722
8572430784 07590636578

6 Grader

Ingen Pavisning
5270692595
3468105863
8,106118763
8,438449587

Standardawvvik

0,89537253223
0,3564865931

0,524783036
0,2844440208



Gjennomsnitt kvantifisert mesofilt kimtall (log cfu/g £ 1 SD). Gule felter betyr en eller flere paralleller med overvekst.

Uttak

L= T o B S

Dag

3
]
10
12
15
18

Jernagar

2 Grader
0,3333333333
2,009043493
3,666175005
4, 744057504
5,3732826M11
7.02616207

Standardavvik
057735026592
0,3685749574

0,4695842333
0,1266504766
0,3332326458
0,8347471657

4 Grader Standardavvik
0.4198791035 0,7272519403
3349640004 0,04820464899
4 01168575832¢ -—--
7.01268652639¢ 0,09506052418
7.273648909 02912387003
8,3192538281 1,095779475

Vedlegg 4

6 Grader Standardavvik
0,3333333333 05773502692
3420479874 01871668055
5079181246045 -
7.079904467G6E -
7.803844157 0,7220085584
8436151147 0 4092563366



Resultat rapport Real Time PCR dag 3

Results Table

Vedlegg 5

eTect_QS5

‘wel Sample Type Assay Call Assessment Assay Lot Description Ct Values

Al 2-1a Unknown I.ist:_?::"lfaggSur Negative Negative Listeria man:!iffl:;‘eiessj.m‘it%
Az 4-1d Unknown L'ISt:;:cﬂ:_O;;ESur Negative Negative Listeria mon!:iﬁltg‘e?\:easi:-l:l;(a
B1 2-1b Unknown Lis:a;i:cl\:fggg&!r Negative Negative Listeria munLiﬁtt:‘::“lefﬂit;
B2 d=1e Unknown us:‘rr‘:::fgggsur Negative Negative Listeria mon:::&t:eorl—leas-:.:anla
1 2-1¢c Unknown Lisf;:gfgggsur Negative Negative Listeria mo nziilt;‘e?\:ai?:it ;
c2 G=1a Unknown I"-'St:_rri:::faggsur Negative Negative Listeria mun::iffl:g:::::.:‘it;
M & Unknown L'Is'f:::cﬂ:_a;;fiur Negative Negative Listeria monziglt;‘e?\:ei:-:it;
D2 6-1b Unknown Ligf:::fg;gsur Negative Negative Listeria munLPcEllc;;‘eg:e?.:tt;
E1 2te Unknawn I.ist:_l}l:ch:fgggSur Negative Negative Listeria mnn:allgt::eiessz:.:l;‘lt}
E2 6-1c Unknown List:::ch:_ogggsur Negative Negative Listeria mon:niﬁllc_:;‘:r)\:si?-:i‘;;
F1 4-1a Unknown I"-'St:_'ri:::fg;gs“r Negative Negative Listeria mnnLZi:;‘:::;‘['zit;
F2 6-1d Unknown ust;‘:cn:f;;‘_.isur Negative Negative Listeria monoclsftocgl;l:'i‘beqs:: g;ﬁi’:i(a

wel Sample Type Assay Call Assessment Assay Lot Description Ct Values

&1 41b Unknown List_?:::félggsm Negative Negative Listeria man::f'l::et:ei?.:i [ll::;
Gz &-1e Unknawn L'ISt:::cﬁ:_O;;ESur Negative Negative Listeria mon::l:ﬁtt;‘e%eas?.:i t;::::
H1 4-1c Unknown List:.-;i:cl\:fgg;&lr Megative Negative Listeria mun:;:':ﬁg?;i ‘;’_ ;
He NP NTC ListeriaMono_Sur Negative Pass IPC LMO: 32.77 (+)

Listeria monocytogenes: NA (=)




Resultat rapport Real Time PCR dag 18

Results Table

Vedlegg 6

aTect_ QS5

Well | Sample Type Assay call Assessment Assay Lot Description Ct Values
Al 2-6A Unknown Lb‘:.':::_h‘";gsm Negative Negative Listeria mn::?rt::‘:m?a [[t;
Az 4-6D | Unknown """:.'ri:::_a‘“;f"' Negative Negative Listeria mn:.im:;nm [[t;
B1 268 | Unknown L“‘:?;ngm' Negative Negative Listaria mn!.'lmf{nfﬂi [H
B2 4-6E Unknown "m:.'::::_h'";gs"' Negative Negative Listeria mn:it;h:‘:':n?:: [[t;
¢ 26C | Unknown LB‘:}‘::_&'";?‘" Negative Negative Listeria mn:n:?n::‘:':ni-: }ﬁ [H
c2 6-6A Unknown "m:.'ri:::_b'";gs"' Negative Negative Listeria mn:nl:.m:;nij g [[t;
D1 26D | Unknown ""5‘:.".":::_5'“;53“' Negative Negative Listeria mn::?n:::':n?ﬂi [ﬁ
[sF-] 6-68 Unknown "m:.':::;";gsm Negative Negative Listeria mn:l:;::‘:'l:n:: :LG [[t;
E1 26E | Unknown ""3‘:;.":::_5'“;53"" Negative Negative Listaria mn::?n::‘:':nm [H
E2 6-6C | Unknown Lb‘:}‘::;‘;f“' Negative Negative Listeria mn:l:cjtlf-::'l:n:: :LG [[t;
F1 4-6A Unknown LB‘:.'I.'I:CT_&'";E&" Negative Negative Listeria mn:nt.?rt::ﬂe?'l:n?ﬁi [[t;
F2 6-6D | Unknown L"":':::;‘;f‘" Negative Negative Listaria mn:.:m:;nzs?ﬂ [H

Well | Sample Type Assay Call Assessment Assay Lot Description Ct Values
G 4-68 Unknown "B‘:.'l.":c"f_h'";gs“r Negative Negative Listeria m;iw::nfﬂ [ﬂ
G2 6-6E | Unknown """:;'::;“;53“' Negative Negative Listaria mn::.?nt::'l:na:;: [[1
H1 4-6C Unknown m:.'r":c"f;";gs“" Negative Nagative Listeria monLZ?ft'I;:‘e?‘l:na::: [[t;
e P e ListeriaMono_Sur | o o o Pass IPC LMO: 31.85 (+)

Listeria monocytogenes: NA (=)




Vedlegg 7

Bilder av laksen ved uttak 1 (dag 3)

Uttak 1




Vedlegg 8

Bilder av laksen ved uttak 3 (dag 10)

Uttak 3




Vedlegg 9

Bilder av laksen ved uttak 6 (dag 18)

Uttak 6
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