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Sammendrag
Atlantisk makrell er en pelagisk fisk som er rik pa viktige neeringsstoffer som omega-3-lipider,

proteiner, D-vitamin og selen. Disse naringsstoffene har dokumentert positiv effekt pd helsa.
Dermed kan makrell bidra til et sunt kosthold. De verdifulle komponentene kan edelegges eller
gd tapt ved prosessering og lagring av fiskekjott. Utvikling og optimalisering av
prosesseringsteknologier er derfor viktig for & bevare de sunne neringsstoffene og &

opprettholde hoy kvalitet i fiskekjottet.

Formélet med dette arbeidet har vert & se hvordan ulike prosessparametere innvirket pa
atlantisk makrell ved sous vide-behandling. Prosessparametere som temperatur, koketid og
tilsetning av antioksidanter varierte. Etter sous vide-behandling ble fisken lagret i 15 dager. Det
ble gjort fire uttak underveis som ble analysert. Over lagringsperioden ble det sett pé endringer
1 mikrobiell status, farge, koketap, vanninnhold, aske, totalt lipidinnhold, proteininnhold og
oksidasjon av lipider (peroksidverdi (PV) og tiobarbitursyre-reaktive-stoffer (TBARS)) og

proteiner (karbonyler).

Proteinleselighet ble analysert ved biorad-metoden og proteinoksidasjon ble bestemt ved
ELISA. Analyse benyttet for bestemmelse av totalt lipidinnhold var «Bligh and Dyer»-
analysen. Metoder benyttet for bestemmelse lipidoksidasjon var iodometrisk titrering (PV) og

spektrofotometri (TBARS).

Sous vide-behandling av makrellfileter forte til koketap, noe som forte til reduksjon av
vanninnhold. Tekstur ble mélt som hardhet, og varmebehandling reduserte hardheten i
makrellfiletene. Prever kokt ved 80 °C hadde heyere hardhet enn praver kokt ved 70 °C. I tillegg

gav kort koketid og tilsatt antioksidant signifikant lavere hardhet for makrellprover.

Varmebehandling reduserte loseligheten til sarkoplasma- og myofibrillproteiner. Loseligheten
for bade vann- og saltleselige proteiner var signifikant lavest ved behandling ved 80 °C.
Oksidasjon av proteiner var lavest for prover behandlet ved 70 °C for bdde vann- og saltleselige
proteiner. Myofibrillproteiner hadde heyere karbonylinnhold enn sarkoplasmaproteiner.

Proteinkarbonyler for saltleselige proteiner var signifikant lavest ved temperaturen 70 °C.

Fettinnholdet i rastoffet ble kvantifisert til 28,9 = 0,4 %. Totalt lipidinnhold i sous vide-
behandlede makrellpreover varierte mellom 23-30 %. Lipidoksidasjon ble studert ved &
analysere PV og TBARS. For begge oksidasjonsproduktene var det ti ganger mer for prover
kokt ved 70 °C og i tillegg var det en minkende mengde produkt utover lagringstiden. Hverken

koketid eller tilsats av antioksidanter hadde noen signifikant effekt pa lipidoksidasjon. Prover



med antioksidanter hadde noe lavere PV og TBARS ved begge koketemperaturene, men gav
ingen signifikans. Analyse av PV og TBARS gav ikke tilstrekkelig informasjon. For & fa et
bedre bilde av lipidoksidasjon i prevene burde innholdet av flere oksidasjonsprodukter vaert

analysert.

Varmebehandlingen av makrell forte til fargeendringer. Fiskekjottet ble lysere og gulere. I lopet
av lagringsperioden forekom det litt okning i lyshet. Redheten varierte for alle proveuttakene.
Gulheten steg gradvis for alle prevene utenom de som var tilsatt askorbylpalmitat. Gulfargen

kan ha indikert proteinoksidasjon eller dannelse av sekundere lipidoksidasjonsprodukter.

Det ble ikke funnet vekst av kolonier for makrell varmebehandlet ved 70 °C. For makrellfileter
kokt ved 80 °C var det oppvekst ved ett uttak for to prever, hvor verdiene var pa 2,5 og 3,3
CFU/g. Dette viste at provene hadde god mikrobiell holdbarhet.

Samlet sett viste resultatene at koketemperaturen hadde sterst innflytelse pd kjemisk
sammensetning og fysiske egenskaper til makrell gjennom lagringsperioden. For sterst
proteinleselighet, lavt proteinkarbonylinnhold, lavt koketap og god tekstur var det ideelt &
varmebehandle ved 70 °C. Koketiden hadde ogsé effekt. Basert pa resultatene fra
lipidoksidasjon var temperaturen 80 °C mest ideell og i tillegg tilsetning av antioksidanter.
Siden det ikke ble analysert flere sekundere oksidasjonsprodukter kan det ikke trekkes noen

konklusjon med hensyn pé hvilke prosessparametere som resulterte i lavest lipidoksidasjon.



Abstract

Atlantic mackerel is a pelagic fish rich in important nutrients including omega-3 lipids, protein,
Vitamin D, and selenium. These nutrients have proven effects on the health. As a result,
mackerel can contribute to a healthy diet; but valuable components can be lost or destroyed
during processing and storage of fish meat. Development and optimization of processing
technologies are important for preserving healthy nutrients and maintaining high quality in fish

meat.

The aim of this work has been to see how different process parameters impacted Atlantic
mackerel treated by sous vide. Process parameters such as temperature, cooking time, and
additional antioxidants varied. The fillets were stored for 15 days after sous vide treatment.
During that period, samples were taken out four times for further analysis. During the storage
period, changes in microbial status, color, cooking loss, water content, ash, total lipid content,
protein content and oxidation of lipids (Peroxide values (PV) and thiobarbituric acid reactive

substances (TBARS)), and proteins (carbonyls) were analyzed.

Protein solubility was analyzed by the biorad method, and protein oxidation was determined by
ELISA. "Bligh and Dyer" assay was used to determine total lipid content. Assays used to
determine lipid oxidation were iodometric titration (PV) and spectrophotometric analysis
(TBARS).

Sous vide treatment of mackerel fillets led to cook loss, which caused a reduction in water
content. Texture was measured as hardness. Heat treatment reduced the hardness of the
mackerel fillets. Samples boiled at 80 °C had a higher hardness than samples boiled at 70 °C.
In addition, short cooking time and added antioxidants gave significantly decreased hardness

for mackerel samples.

Heat treatment reduced the solubility of sarcoplasma and myofibrillar proteins. Solubility for
both water and salt soluble proteins were significantly lower when treated at 80 °C than at 70
°C. Oxidation of proteins was lowest for samples treated at 70 °C for both proteins. Myofibrillar
proteins had higher carbonyl content than sarcoplasmic proteins at both temperatures. Protein

carbonyls for salt soluble proteins were significantly lowest at a temperature of 70 °C.

The fat content of the raw material was quantified at 28.9 + 0.4 %. Total lipid content in sous
vide treated mackerel samples ranged between 23-30 %. Lipid oxidation was studied by
analyzing PV and TBARS. For both oxidation products, there were ten times higher values for

samples cooked at 70 °C. In addition, there was a decreasing amount of product during storage.
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Neither cooking time nor additions of antioxidants resulted in any significant effect on lipid
oxidation. Samples with antioxidants showed less PV and TBARS at both temperatures, but
with no significance. Analysis of PV and TBARS gave inadequate information. To get a better
illustration of lipid oxidation in the samples, the amount of other lipid oxidation products should

also be analyzed.

Heat treatment of mackerel caused color changes. The fish meat became lighter and more
yellow. During storage, the brightness had a small increase. The redness varied for all samples.
The yellowness gradually increased for all samples except those that were added ascorbyl
palmitate. The yellow color may have indicated protein oxidation or formation of secondary

lipid oxidation products.

No growth was found for mackerel heat-treated at 70 °C. For mackerel fillets cooked at 80 °C,
there was a growth at one outtake for two samples, and the values were 2.5 and 3.3 CFU/g. This

showed that the samples had a good microbial shelf life.

Overall, the results demonstrated that the cooking temperature had the greatest influence on
chemical composition and physical properties of mackerel throughout the storage period. For
highest protein solubility, low protein carbonyl content, low cook loss and good texture, it was
ideal to heat-treat at 70 °C. The cooking time also had effect. Based on the results of lipid
oxidation, an 80 °C temperature and the addition of antioxidants were best. Since no other
secondary oxidation products were analyzed, no conclusion can be drawn as to which process

parameters resulted in low lipid oxidation.
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1 Innledning

1.1 Bakgrunn
Pelagisk fisk er rik pa omega-3-lipider, proteiner, D-vitamin og selen. Makrell er en pelagisk

fisk som fanges i norske farvann. Disse neringsstoffene har dokumentert positiv effekt pa helsa.
Dermed kan makrell bidra til et sunt kosthold. Lipider og proteiner er utsatt for oksidering ved
prosessering og lagring av makrell. Dette resulterer i tap av kvalitet i fiskekjott som kan medfere
uonsket smak og lukt. I tillegg kan det forkomme mikrobiell kontaminering under prosessering.
Utvikling og optimalisering av prosesseringsteknologier er dermed viktig for & bevare sunne

naringsstoffer og opprettholde hoy kvalitet 1 fiskekjottet.

Dette arbeidet er en del av ProHealth-prosjektet som har mal om & utvikle metoder for a
optimalisere eksisterende eller nye teknologier for prosessering av fiskeprodukter fra pelagiske
fiskearter. Prosjektet har som mal & bevare de helsemessige sunne komponentene.
Fiskeproduktene skal vare sunne, ha hey kvalitet, vaere trygge og barekraftige. Dette er et
samarbeidsprosjekt mellom Institutt for bioteknologi og matvitenskap ved Norges teknisk-
naturvitenskapelige universitet (NTNU), SINTEF Ocean (Trondheim, Norge), Teagasc Food
Research Centre (Dublin, Irland), Department of Fisheries Economics ved National Marine
Fisheries Research Institute (Gdynia, Polen) og Nutrition and clinical biochemistry lab,
department of Pharmaceutical Sciences University of Perugia (Perugia, Italia). NTNU sin del
av prosjektet er & bedre forstd mekanismene for det som skjer i rastoffet under ulike

prosesseringer.

Formélet med dette arbeidet har veert & se hvordan ulike prosessparametere innvirket pa
atlantisk makrell ved sous vide-behandling. Prosessparametere som temperatur, koketid og
tilsetning av antioksidanter varierte. Etter sous vide-behandling ble fisken lagret i 15 dager. Det
ble gjort fire uttak underveis som ble analysert. Over lagringsperioden ble det sett pé endringer
i mikrobiell status, farge, koketap, vanninnhold, aske, totalt lipidinnhold, proteininnhold og
oksidasjon av lipider (peroksidverdi (PV) og tiobarbitursyre-reaktive-stoffer (TBARS)) og

proteiner (karbonyler).

1.2 Atlantisk makrell (Scomber scombrus)
Atlantisk makrell (Scomber scombrus) er en fet hurtigsvemmende fisk som tilherer den

pelagiske gruppen. Den er rund og har en spoleformet og stramlinjet kropp. Makrellen kan lett
gjenkjennes for sine gronne og blae farger, i tillegg til belgeformede tverrband nedover sidene

pa ryggen (se figur 1). Hoyst oppnéelig alder er 25 ar, og den kan bli opptil 70 cm lang og veie
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opptil 3,5 kg. Fisken er varmekjer og trives best i temperaturer over 6 °C (Romotowska et al.,

2016a; Havforskningsinstituttet, 2017).

Makrellen er utbredt i Atlanterhavsomréder, fra Nord-Afrika og til 78° N (Spitsbergen). Den
finnes ogsd 1 mindre mengder i Middelhavet, Svartehavet, Ostersjoen og Skagerrak.
Gyteomrdder for makrellen er Nordsjeen, utenfor ser- og vest-Irland, Portugal og Spania.
Mangel pd svommeblere gjor at makrellen mé vere i konstant bevegelse. Om sommeren etter
gyting drar den til naringsrike omrdder som Norskehavet og Nordsjeen for & bygge opp
muskellipider og gjenopprette energikildene etter vandring. Den er en typisk planktonspiser
som siler planktonet gjennom gjellene ved & svemme med &pen munn. Den kan ogsa livnaere
seg pé fiskelarver og sméfisk (Havforskningsinstituttet, 2017). Makrellen blir hovedsakelig
fanget i Norskehavet og Nordsjeen. Norge, Danmark, Island, Storbritannia og Russland star for
storsteparten av makrellfangsten (Romotowska et al., 2016a; Bjerndal & Ekerhovd, 2014;
Bachiller et al., 2016).

Neringsstoffene i pelagisk fisk er helsefrembringende. Makrell er rik pd langkjedede omega-
3-flerumettede fettsyrer, proteiner, vitamin D og selen. Bestanddeler som essensielle frie
aminosyrer og peptider har dokumenterte gode helsemessige pavirkninger (Standal et al., 2018;
Maestre, 2011). Omega-3-flerumettede fettsyrer har positiv effekt pa sykdommer som
aterosklerose, diabetes, astma, gikt og hjertesykdommer (Hampton, 2014). Vitamin D
balanserer kalsiumnivéet i kroppen, som gir sterke og sunne bein. Mineralet selen fungerer som
en antioksidant i kroppen og bidrar til styrket immunsystem og god kognitiv funksjon (Seafood
from Norway, 2017).

L
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Figur 1 Makrell bestar av mange sunne n@ringsstoffer blant annet omega-3, vitaminer og mineraler
(Seafood from Norway, 2017).



1.3 Kjemisk sammensetning av fiskemuskel
Sammensetning av fiskemuskel varierer med blant annet art, leveomrade, kjonn, alder,

mattilgang og arstid. Hovedkomponentene i fiskemuskel er vann, fett og proteiner.
Proteininnholdet i ligger rundt 16-20 % og er relativt stabilt. Det som derimot varierer er fett-
og vanninnhold. Til sammen utgjer disse to bestanddelene cirka 80 % av fiskemuskelen.
Normalt inneholder red fisk mer fett enn hvit fisk. For eksempel er fettinnholdet i torskemuskel
under 1 %. Fete fiskearter som makrell, lodde og sild har en sterre andel fett fordelt i muskler
og under huden. I merk muskel ligger fett som gir kraftig smak. (Murray & Burt, 2001; Lynum,
1997). Sammensetning av makrell er gitt i tabell 1 (Murray & Burt, 2001; Leu et al., 1981).

Tabell 1 Hovedkomponentene i makrell er vann, lipider og proteiner. Innholdet av hver komponent er
gitt 1 prosent av vatvekt (Murray & Burt, 2001; Leu et al., 1981).

Makrell Innhold i filet [%o]
Vann 60 — 74
Lipid 1,0 -24
Protein 16 —20

1.3.1 Lipider i fiskemuskel
Fettinnholdet i makrell er arstidsavhengig. Pa vinteren er makrellen pa vandring og far i seg lite

nzring. P4 sommeren drar den pé beite slik at den oppnar maksimalt fettinnhold i lepet av
september og oktober. De fire bildene under grafen, i figur 2, er MRI-bilder som viser
fettmengden og fordelingen av fettet i fisken i lopet av et ar. Gule og rede omrader indikerer
hoye fettkonsentrasjoner (Seafood from Norway, 2017). Endringer i kjemisk bestanddel i
fiskemuskel pavirker kvaliteten i fersk fisk. Innholdet av vann, lipider og proteiner, bindevev,
tekstur, farge og stabilitet pavirker kvaliteten til ramaterialet (Sigurdsdottir et al., 1997). Ved
raskt inntak av fode endres den kjemiske sammensetning i fiskemuskelen. Kvalitet og stabilitet
endres nar lipidinnholdet eker. Derfor forekommer hovedsakelig fangst av makrell pa

sommeren og hesten (juni-september) (Romotowska et al., 2016b).
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Figur 2 Grafen og MRI-bildene viser fettinnholdet i makrell i lgpet av et ar. Pa vinteren er det lite
fettinnhold, mens pa sommeren og hesten eker det. De gule og rede omradene viser hoye
konsentrasjoner av fett (Seafood from Norway, 2017).

Lipider i fiskemuskel pavirker spisekvalitet ved smak, lukt, farge og tekstur (Sigurdsdottir et
al., 1997). Noen typer fett har kraftigere smak enn andre og er lettere utsatt for harskning.
Sammenlignet med pattedyr, som vanligvis har enkelbundne fettsyrer med 16-18 karboner i
kjeden, har fiskefett storre variasjoner. Det er hyppigst forekomst av triglyserider med 12-24
karbonatomer i fettsyrene i fiskemuskelen. I tillegg har de dobbeltbindinger. Disse umettede
fettsyrene kan inneholde 1-6 dobbeltbindinger. Essensielle fettsyrer som linolsyre og
linolensyre utgjor kun 2 % av totalt fettinnhold. Derimot kan opptil 50 % av fettet besta av
omega-3-flerumettede fettsyrene eicosapentaensyre (EPA) og docosahexaensyre (DHA). Disse
fettsyrene er bevist & ha positiv innvirkning pa dannelse av prostaglandin-hormoner, i
sammenheng med hjerte- og karsykdommer. (Lynum, 1997; Mozaffarian & Wu, 2012; Seafood
from Norway, 2017). Omega-3 flerumettede fettsyrer pavirker ogsé hjernen positivt (Witte et
al., 2012).

Membraner, fettvev og muskelceller bestar av lipider. Muskelceller bestar av blant annet
fosfolipider, triglyserider og kolesterol (Belitz et al., 2009). Triglyserider er den formen som
utgjer mest av fiskefettet. Fosfolipider i fisk bestir av glyserol, fosfat, en nitrogenholdig
hydroksyforbindelse, og flerumettede fettsyrer med heyt antall dobbeltbindinger. De inngar i
cellemembranens strukturelle oppbygging. Den vanligste sterolen i fiskemuskel er kolesterol

og utgjer 0,05-0,07 %. Det er starst forekomst av kolesterol i fet fisk (Lynum, 1997).



1.3.2 Proteiner i fiskemuskel
Fiskekjett er rikt pd proteiner og inneholder alle de essensielle aminosyrene. De aminosyrene

som forekommer mest i fiskeproteiner er lysin, methionin og cystein. Proteininnholdet i fisk er
forholdsvis stabilt og ligger rundt 16-20 % og kan deles inn i tre typer: Funksjonelle
muskelproteiner, sarkoplasmaproteiner og bindevevsproteiner. Funksjonelle muskelproteiner
utgjer omtrent 50-70 % av vekten av proteiner, sarkoplasmaproteiner ligger rundt 15-30 % og
bindevevsproteiner utgjer mellom 10-15 % (Lynum, 1997; Baldwin, 2012). Bakdelen av

fiskefileter inneholder mer proteiner og mindre fett enn fremre del (Gokoglu, 2015).

Funksjonelle proteiner
Funksjonelle proteiner bestar av komplekse fibre som er molekyler parallelt tvunnet sammen.

Disse proteinene kalles myofibrillproteiner og er byggesteiner i muskelfibrillene. Dette er
saltlgselige proteiner som er lgselige ved en saltkonsentrasjon over 5 %. Proteiner som gar
under denne gruppen er aktin, myosin, tropomyosin og troponin. Myosin og aktin er ansvarlig
for muskelkontraksjon og avspenning, og er ogsd viktig for vannholdende, emulgerende og
bindingskapasitet, og gelering. Myofibrillproteiner danner et nettverk som fritt vann bindes til
ved hjelp av elektrostatiske krefter. I tillegg til saltkonsentrasjonen vil pH pévirke hvordan
vannet bindes til proteinnettverket. Det isoelektriske punktet til myosin er ved pH 5,0-5,4, hvor
nettoladningen er neytral, og det vil vaere minimale frastetningskrefter som resulterer i darlig

vannbindingsevne. (Gokoglu, 2015; Lynum, 1997).

Sarkoplasmaproteiner
Sarkoplasmaproteiner har en struktur som sammenrullede nester og er vannleselige ved

konsentrasjoner under 0,15 M. Slike proteiner er ofte a finne fritt i muskelcellens sarkoplasma
og fungerer som enzymer. Disse enzymene finnes det store mengder av i nyrevev. Ved post
mortem vil noen enzymer pavirke fisken negativt. Tap av vannbindingsevne og nedsatt
frysestabilitet forarsakes henholdsvis av proteaser og ATP-aser. For & forhindre dette post
mortem benyttes vasking pa kvernet fiskemasse. Slik vasking er vesentlig ved produksjon av
frysestabil fiskefarse. Pigmenterte proteiner som inngér i denne klassen proteiner er myoglobin
og haemogobin. Merk muskel i pelagisk fisk inneholder heye konsentrasjoner av myoglobin

som gir red farge. Innhold av myoglobin eker med alder (Gokoglu, 2015; Lynum, 1997).



Bindevevsproteiner
Bindevevsproteiner er ulgselige proteiner som bestar av kollagen, elastin og gelatin. De har en

fiberlignende struktur pd samme mate som funksjonelle proteiner. Bindevev hos fisk ligger
innleiret i en grunnsubstans i hinnene rundt muskelfibre i skjelett og 1 skinnet. I

grunnsubstansen finnes enzymer og neringsstoffer (Gokoglu, 2015; Lynum, 1997).

1.4 Varmebehandling og lagringsmetoder

1.4.1 Sous vide — Lav varmebehandling av fisk
Sous vide kommer fra fransk og betyr «under vakuumy». Denne kokematen defineres som

koking av ramaterialer med eller uten intermediater under kontrollerte forhold, som temperatur
og tid, inne i varmestabile vakuumposer. Sous vide-koking har vert brukt i restauranter siden
1970-tallet, men har ikke blitt kjent for midten av 2000-tallet. Denne metoden for tilberedning
av ramaterialer baserer seg pa a forlenge holdbarheten til prosessert mat. Det finnes flere
fordeler med slik prosessering av mat. Vakuumpakking kan blant annet gjore varmetransporten
fra vannet til rdmaterialet effektiv, rekontaminering under lagring minker, den forhindrer
oksidasjon som kan gi bismak, forhindrer tap av smak ved fordamping, og reduserer mikrobiell

vekst. Dette resulterer i smaksrik og naeringsrik mat (Baldwin, 2012; Dogruyol et al., 2017).

Vakuumpakking ved kjelig lagring virker konserverende hos fet fisk. Det er en billig og enkel
metode for a redusere oksidative reaksjoner (Mbarki et al., 2009). Vakuumpakking hindrer
tilgang pé oksygen som bidrar til harskning. All oksygen fjernes ikke. Det er fortsatt tilgang pa
oksygen i fisken som pavirker oksidasjon og aerob bakterievekst. Etter oksygenet er oppbrukt
oppstar anaerobe forhold. Dette hemmer videre vekst av acrobe mikroorganismer. Derimot gir

det fordelaktige forhold for bakterier som produserer H2S (Lynum, 1997).

Ettersporselen for ferdigretter har okt den siste tiden. I Norge i dag produseres det
ferdigmaltider som selges i butikk. Flere av disse er sous vide-behandlet. Holdbarheten til
ferdigmat varierer med 1 til 4 uker. Maten skal vere lett anvendelig, sunn og sensorisk god

(Rosnes et al., 2011).

1.4.2 Varmeeffekt pé proteiner
Koking er paforing av varme for & endre rdmaterialer til 4 bli spiselige. Sous vide gjor det mulig

a kontrollere hvorvidt endringen skal forkomme raskt eller sakte. Ved varmetilforsel vil
proteiner i mat denatureres. Graden av denaturering og hvilke proteiner som denatureres vil

avhenge av temperatur og tid. Myofibrillprotein, sarkoplasmaprotein og bindevev reagerer



forskjellig pa varmetilforsel. Fiberproteiner krymper linezrt fra temperaturene 35-40 °C og opp
til 80 °C. Akkumulering og gelatinering av sarkoplasmaproteiner forekommer mellom
temperaturene 40 og 60 °C. Bindevev begynner & minske ved 60 °C, og ved 65 °C oppstar det
en mer intensiv forminskning. Ved sakte forandringer, ved at kollagen leses i1 gelatin, vil

blatheten oke og klebing av proteiner minke (Baldwin, 2012).

1.4.3 Kjolig lagring av fisk
Alle biokjemiske reaksjoner avhenger av temperatur (Lynum, 1997). Temperatur er en viktig

faktor for mikrobiell vekst og oksidasjon av matprodukter. Ved bestemmelse av holdbarhet til
et produkt ma lagringstemperaturen vurderes. (Huang et al., 2011). Ved & senke temperaturen
med 10 °C antas det at alle biokjemiske reaksjonstider i fisk fordobles. P4 denne méaten virker
temperaturnedsettelse konserverende. Nedsenket temperatur virker bade pa mikroorganismer
og enzymaktivitet, men har storst effekt pd mikroorganismer. Lagringstemperaturen det forste
dognet etter fangst péavirker holdbarheten for resten av lagringsperioden. Nglefasen og
generasjonstiden hos bakterien er arsaken til dette. Figur 3 viser at hoyere lagringstemperaturen
forste dogn etter fangst gir mikroorganismene et forsprang som ikke innhentes ved resten av
lagringen pa smeltende is ved 0 °C. Den kjemiske komposisjonen og sterrelsen pa fisken

pavirker ogsé holdbarheten (Lynum, 1997; Pedersen, 1980).

fangst

1 8 12 14 15

a — iset umiddelbart etter fangst — 0 °C

b - forste degn ved + 5 °C, deretter iset— 0 °C
c - forste degn ved + 10 °C, deretter iset - 0 °C
d - forste degn ved + 15 °C, deretter iset — 0 °C

Figur 3 Holdbarheten hos fisk avhenger av den lagringstemperatur forste dogn etter fangst. Lagring pa
is (0 °C) rett etter fangst forlenger holdbarheten med omtrent 7 dager enn ved en temperatur pa 15 °C
(Lynum, 1997; Pedersen, 1980).



Det er onskelig & ha konstant temperatur ved lagring av fisk. Smeltende is er hensiktsmessig &
bruke fordi lagringstemperaturen holdes stabil ved 0 °C. Fiskekjott har ingen eksakt frysepunkt
pa grunn av flere typer oppleste stoff i vevsveaskene som gir en saltkonsentrasjon pa cirka 1 %.
Utkrystallisering av is vil skje ved — 1,0 til — 1,5 °C. Slik utkrystallisering unngés ved & lagre
fisk pa smeltende is (Duun & Rustad, 2007).

1.5 Oksidasjon av marine lipider
Darlig matkvalitet kommer av forandringer primeert i smak og aroma, og sekundeert i farge og

tekstur (Kolanowski & Laufenberg, 2006). Marine lipider er komponenter som raskt nedbrytes
post mortem. Varme, metaller og lys kan blant annet forarsake oksidasjon av lipider (Salodoye
et al., 2015). Dette forarsaker uonsket smak og lukt, som for konsumenten ikke er akseptabel.
Et heoyt innhold av umettede fettsyrer og prooksidanter kan fore til enzymatisk og ikke-
enzymatisk harskning av fettsyrer (Vazquez et al., 2013). Mengder prooksidanter varierer
mellom lys og merk muskel. Lys muskel inneholder lave nivder av prooksidanter. Derimot
inneholder merk muskel store mengder hemoproteiner, lavmolekylaervekts-metaller og
mikrosomale enzymer (Undeland et al., 1998). Det finnes forskjellige kategorier av oksidasjon,
hvor den heyst forkommende oksidasjonen er autooksidasjon (Morales-Medina et al., 2017).
Hvor enn det er umettede fettsyrer kan oksidasjon oppsta. Dette innebarer molekyler som

triglyserider, fosfolipider, frie fettsyrer, og esterifiserte fettsyrer (Schaich et al., 2013).

For & unnga eller senke grad av oksidasjon er det viktig & forstd mekanismer som inngér i
oksidasjon av langkjedede omega-3-umettede fettsyrer. Det er utallige mekanismer for
oksidasjon av marine lipider. Noen mekanismer er beskrevet i de pafelgende avsnittene.
Oksidasjonsveiene pavirkes av faktorer som katalysator, oksidasjonsmal og antioksidanter, noe

som gjer veiene kompliserte & beskrive (Schaich et al., 2013; Hegermark, 2013).

1.5.1 Mekanismer for oksidasjon
Oksidasjon av lipider er pa kjedereaksjoner med frie radikaler drevet av hydrogenfjerning. Det

dannes lipid hydroperoksider som utgjer stabile oksidasjonsprodukter. Mekanismer for
oksidasjon involverer de tre stegene, initiering, propagering og terminering, som vist i figur 4

(Indrasena & Barrow, 2010; Schaich, 2016).



Initiation (formation of ab initio lipid free radical)

L,H . — L} ")
Propagation
Free radical chain reaction established
L'+ 0 == L.oo* @
B
LOO" + LM K1 LOOH + L @)
LOO" + LH —fe L,OOH + L;° etc. » L,O0H (4)

Free radical chain branching (initiation of new chains)

L,OOH K1 L,O* + OH (reducing metals) (5)

L.OOH Kez L.OO" + H' (oxidizing metals) (6)
L.OOH kas L.O® + °‘OH (heatand uv) @)

L0 Ko2 L.OH (8a)
L,00" > + LH K, L.00 + L (8b)
HO' ! HOH (8c)

Kps

LOO" + LOOH — % .  LOOH + L0 ©)
LO" + LOOH — 5 .  LoH + LOO (10)

Termination (formation of non-radical products)

L By Radical recombinations (11a)
Lo\ + L0 _ K polymers, non-radical monomer products (11b)
k2 (ketones, ethers, alkanes, aldehydes, etc.)
L,00* L,00* K (11¢)
. Radical scissions
e Kest non-radical products (12a)
LO* Kes2 (aldehydes, ketones, alcohols, alkanes, etc.) (12b)

i - initiation; o-oxygenation; B- O, scission; p-propagation; d-dissociation; t-termination;
ts-termination/scission

Figur 4 Klassiske mekanismer av kjedereaksjoner for frie radikaler ved lipidoksidasjon (Schaich, 2016).

Eigzzzi i lipidoksidasjon er formering av frie radikaler (L°) fra en umettet fettsyre (LH). Selv
om lipidoksidasjon blir sett pd som spontan er ikke reaksjonen termodynamisk spontan.
Oksygen er normalt i en tilstand med triplett spinn der elektronene spinner samme vei, som vist
i figur 5. Elektronene i dobbeltbindinger spinner motsatt i forhold til hverandre. For at det skal
oppstd oksidasjon er det nedvendig med en form for katalysator som fjerner elektronet pé
oksygenet eller lipidet for & skape en fri radikal. En annen méte er & endre spinnretningen pé
elektronene pa dobbeltbinding som gjer det mulig for oksygenet & danne et hydroperoksid, som

da kan brytes ned til et radikal. Katalysatorer som bidrar til lipidoksidasjon er metaller som jern,
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kobber og kobolt, og enzymer som lipoksygenase og xantinoxidase. Uansett hva som
katalyserer oksidasjonen resulterer det til formering av lipidalkyl radikaler, som igjen reagerer
med oksygen som starter prosessen. For hver initiering produseres det flere hydroperoksider og

flere lipider oksideres samtidig (Schaich et al., 2013).

T o Aool

0—0 + -c==c- —X—»> ROOH

Triplet Singlet

Figur 5 Oksygen med triplett spinn kan ikke reagere med dobbeltbindinger i singlet tilstand for & danne
hydroperoksider. Det trengs en katalysator som enten fjerner elektronet pa lipidet eller oksygenet, eller
endrer spinnretning av elektronene i dobbeltbindingen (Schaich et al., 2013).

Propagering
Frie radikaler dannet under initiering reagerer raskt med oksygen og danner peroksyl radikaler

(LOO), som da konverteres til hydroperoksider (LOOH) ved & ta til seg hydrogenatomer fra
andre lipider. Dette gir opphav til en ny fri radikal som igjen tar til seg hydrogenatom og
genererer hydroperoksid. Nye frie radikaler fortsetter & angripe umettede fettsyrer i systemet og
propageringen fortsetter eksponentielt til det ikke er igjen noen hydrogenatomer. I makrell er
det store mengder flerumettede fettsyrer, EPA og DHA. Disse inneholder flere
dobbeltbindinger. Det gjor de sveart utsatt for reaksjon med frie radikaler (Indrasena & Barrow,

2010; Schaich et al., 2013).

Hydroperoksidet utgjor det primare produktet fra autooksidasjon i starten. Denne perioden med
reaksjoner er langsom. Ved lave konsentrasjoner av hydroperoksider brytes de ned én og én
som vist i reaksjonslikning 5-7 i figur 4. Derimot opphoping av hydroperoksid forarsaker en
akselerasjon i prosessen hvor hydroperoksid nedbrytes av metaller, varme og UV-straling.
Reaksjon med metaller er heterolytiske og gir et radikal og et ion. Varme og UV-stréling
forarsaker homolytisk deling som gir to radikaler, alkoksyl (LO") og hydroksyl (HO"). Figur 6
viser hvordan propagering forlenger lipidoksidasjon i en primar kjede og i tillegg danner
sekundare forgrenede reaksjoner. Disse forgrenede kjedene gar raskere, hvor kjedene som
inkluderer LO" er de raskeste. Ett fritt radikal kan gi opphav til mange molekyler i den primzre
og de sekundere kjedene (Schaich et al., 2013).
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MAIN RADICAL CHAIN

Le 22, Loor ﬁ.{cﬁ- L,00° %:iu %, 100 ;‘iu 92, Loor ﬁl.; ~etc.
L,OOH L,O0H [L,oon + L.OOH ]
BRANCHING CHAINS l(a) l(b) l(c)
L,0"+ *OH L,00°+ H' LO° + H,0 + *OOL,
LeH l 1 LH l LeH l LoH l LyoH
L L Lo L L

Figur 6 Lipidoksidasjon er en kjedereaksjon med forgreninger. Hovedkjeden viser reaksjonen fra ett fritt
radikal til dannelse av peroksyl radikal. Peroksylradikalet stjeler til seg et hydrogenatom fra et lipid som
gir et nytt fritt radiakal. Hydroperoksidet som er dannet nedbrytes i sidekjeder ved reduksjon (a),
oksidasjon (b) eller bimolekyler dismutasjon (c) (Schaich et al., 2013).

Terminering
Lipidoksidasjon har ikke en fullstendig avslutning. Nettooksidasjon gar langsommere da

radikal propagering og forlenging av reaksjonskjeder bremses ned. I stedet dannes det stabile
produkter. Frie radikaler reagerer med hverandre og formerer ikke-radikaler (L* + L" - LL.
Etter dekomponering av hydroperoksider dannes blant annet produkter som alkoholer, syrer,
aldehyder og ketoner. Termineringssteget er det siste steget for lipidoksidasjonssyklusen.
Syklusen vil likevel repeteres bare mye saktere enn tidligere (Indrasena & Barrow, 2010;

Schaich et al., 2013).

Det er forskjellige mekanismer for dannelse av ikke-radikaler. Det finnes forskjellige faktorer
som pavirker hvilke mekanismer som dominerer, for eksempel konsentrasjon av radikal,
temperatur, oksygentrykk og lasemiddel. I folge Schaich et al. (2013) dannes det ikke-radikaler

ved fire hovedmekanismer:

J Radikal rekombinasjon

J a- og B-spaltingsreaksjon av alkoksylradikaler nar en protonkilde er tilstede for &
stabilisere produktet, for eksempel vann.

J Med-oksidasjon av ikke-lipid molekyler, for eksempel proteiner.

J Gruppeeleminering eller dismutasjon.

Eksempler pa noen av disse mekanismene er vist i figur 7 og 8. Radikal rekombinasjon gir
oksidasjonsprodukter som alkaner, alkoholer, ketoner, alkylperoksider, etere og peroksider.

Figur 7 viser hvilke produkter forskjellige radikaler kan generere ved radikal rekombinasjon.
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alkyl radicals: R + R, — R:-R; alkane polymers

CIJO' Ri Ri . 1
peroxyl radicals: 2 RCHR; — H(IZ-OOOO- CI:H — » RCHR; + RICR, + O,
R> R> alcohols and ketones
0,
ROO'® —= R —— ROOR alkyl peroxides
ROO*
alkoxyl radicals: RO + R; —_— RiOR; ethers
R,0° + RO* — R;00R; peroxides
R‘—CH-IRZ + R E—— R1—ICI:—R2 + RH ketones, alkanes
o

R1—CIZH—R; + RO’ Ri-C-R; + ROH ketones, alcohols
(o) (o]

Figur 7 Mekanismer for radikal rekombinasjon gir oksidasjonsprodukter som alkaner, alkoholer,
ketoner, alkylperoksider, etere og peroksider (Schaich et al., 2013).

a-og P-spaltingsreaksjon av alkoksylradikaler ved lipidoksidasjon gir produkter som ved
sensoriske analyser kan indikere oksidasjon. Produktene gir uensket lukt og smak. Spaltingen
av molekylene foregar mellom to karbonatom bundet med en enkeltbinding pa hver sin side av
alkoksylgruppen. Dette er vist i figur 8. Denne reaksjonen gir to produkter, karbonyler og
alkyler (Schaich et al., 2013).

[ p a
R;‘(?H;Rz — Ry + %H—Rg OR R1C”H + ‘R,
o* O O

Figur 8 Mekanismen for o og B spaltingsreaksjon av alkoksylradikaler, oksidasjonsprodukter som gir
uensket lukt og smak (Schaich et al., 2013).

1.5.2 Primere og sekundere oksidasjonsprodukter
Det forste og primaere produktet ved lipidoksidasjon er hydroperoksider. Eksperimentelt blir

dette produktet brukt mest for & bestemme forekomst av lipidoksidasjon. Kvantitativt er
hydroperoksider det best forstatte oksidasjonsproduktet. Hydroperoksidverdiene (PV)

korrelerer med sensoriske analyser. Ferske oljer har en PV <1 meq 02/ kg olje. For industrielle
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produkter er gvre grense for PV maksimalt 5 meq O2/ kg olje. Ved en verdi pa 10 meq O2/ kg
olje vil oljen bli sett pa som harsk og usmakelig for et smakspanel (Schaich, 2016).

Lav PV kan indikere lite oksidasjon eller mye oksidasjon. Arsaken til dette er at
hydroperoksidene genereres til sekundere oksidasjonsprodukter som aldehyder. Sekundere
produkter kan oppstd ved heye temperaturer, utsettelse for UV-strdling, og néar
peroksylradikaler gir andre produkter. Produksjonen av aldehyder kan foregd parallelt til
hydroperoksidene. Derav ber oljen analyseres for produksjon av sekundare produkter for & gi
en indikasjon pd grad av lipidoksidasjon. I tillegg er aldehyder reaktive produkter som lett
reagerer med proteiner (Schaich, 2016; Eymard et al., 2005).

1.5.3 Bestemmelse av lipidoksidasjon
Analyser for bestemmelse av lipidoksidasjon skjer ved spektrofotometri og titrering.

Bestemmelse av PV ved iodometrisk titrering benytter mettet kaliumjodidlesning som
indikator. Figur 9 viser prinsippet for denne analysen. Dissosiering av kaliumjodid (likning 4)
i en syre gir elektroner, som i likning 5 reduserer lipidhydroperoksid til hydroksylderivater

(LOH). Netto reaksjon er vist i likning 6 (Schaich, 2016).

2KI & 2K ' +2I' & I, + 2e (4)

LOOH + 2H" + 2¢¢ & LOH + H,O (5)
starch

LOOH + 2H"  + 2KI —> I, + LOH + H,0+ 2K puy starch-1, (6)

(clear) (yellow) (purple)

Figur 9 Prinsippet for iodometrisk titrering. I reaksjonslikning 4 foregar det dissosiering av kaliumjodid
og 1 reaksjonslikning 5 reduseres lipidhydroperoksider til hydrooksylderivater. Likning 6 er netto
reaksjonslikning (Schaich, 2016).

Naér elektronene fra jodionene reagerer med lipidhydroperoksidet dannes det jodid som gir en
gul farge. Mengde jodid tilsvarer mengden hydroperoksider i oljen. Hvis gulfargen blir
merkere, n&ermest brunoransje, indikerer det stor reduksjon av hydroperoksider. Likning 1 viser
hvordan lesningen gér fra gul til fargeles nér titranten natriumtiosulfat reagerer med utlest jodid

(Schaich, 2016).
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I, + 2 Na,S,05 - Na,S,06 + 2 Nal (1)

Analyse av aldehyder som oksidasjonsprodukter er basert pa spektrofotometrisk analyse kalt
tiobarbitursyre-reaktive-forbindelser (TBARS). Tiobarbitursyre (TBA) reagerer med
malonaldehyder under oppvarming og danner et rosa Schiffbasekompleks som kvantifiseres
ved 532-535 nm. Forenklet reaksjonsmekanisme er vist i figur 10 (Schaich, 2016; Eymard et
al., 2005).

O

& O & S N\ OH HO- N_ _S
+ 2 . \T/ \T%+|go
N/KS Nau N
O CH-CH
HO 0

=CH

Figur 10 Malonaldehyd reagerer med tiobarbitursyre og danner et rosa kompleks som er synlig ved 532-
535 nm (Schaich, 2016).

TBARS-analysen kan gi komplekser synlige ved flere belgelengder. 1 tillegg til
malonaldehyder dannes blant annet alkaner, alkener og acetylaldehyder. I reaksjon med TBA
danner alkaner et gult kompleks som er synlig ved 450-455 nm. Acetylaldehyder reagerer med
TBA under varme og gir et oransje kompleks synlig ved 496 nm. For & unngd noen
sidereaksjoner er det en fordel & utfere analysen med lipidekstrakt. I analysen utfort for dette
arbeidet er kloroformfase benyttet. Resultater presenteres vanligvis som umol TBARS/g

(Schaich, 2016).

1.6 Proteinoksidasjon
Tidligere har det veert antatt at hovedérsaken til tap av matkvalitet kommer av lipidoksidasjon

og mikrobiell vekst. Dette har medfert mindre forskning p& hvordan oksidasjon av proteiner
pavirker mat. Til tross har senere studier vist at reaktive oksygenforbindelser (ROS) péavirker
myofibrillproteiner under lagring (Lund et al., 2011). ROS kan aktiveres ved varmebehandling,
som igjen kan forarsake proteinoksidasjon. Kjettets naturlige antioksidative egenskaper kan
hemmes ved varmebehandling, som gjer proteiner lettere utsatt for oksidasjon (Soladoye et al.,

2015).
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I folge Estévez et al. (2008) er forstdelse for hvordan proteinoksidasjon pavirker muskelmat lite
forstatt, men noen studier har vist en sammenheng mellom oksidasjon og forandring i tekstur i
kjolig lagret kjott. Proteinoksidasjon ferer ogsa til degradering av essensielle aminosyrer og
produksjon av proteinkarbonyler (Stadtman & Levine, 2003; Estévez et al., 2008).
Proteinkarbonyler kommer fra a- og -spaltingsreaksjon av alkoksylradikaler pa ryggraden til
et peptid. De kan ogsd forekomme ved oksidasjon av sidekjedene til aminosyrer.
Proteinkarbonyler er stabile molekyler og kan benyttes som markerer for oksidasjon. Det er
ingen gitte grenser for hva som er lite eller mye oksidasjon av proteiner. @kt mengde av
karbonyler indikerer proteinoksidasjon (Schaich, 2016). Proteinkarbonyler kan lett benyttes for
a anslé proteinoksidasjon da mange mekanismer leder til dette oksidasjonsproduktet (Soladoye

et al., 2015).

1.6.1 Bestemmelse av karbonylgrupper
Oksidasjon av fiskeproteiner kan gi opphav til proteinkarbonylderivativer som prolin, arginin,

lysin og threonin. For & detektere oksidativt stress kan karbonylgrupper benyttes som markerer
(Buss etal., 1997). Det finnes ulike metoder for bestemmelse av mengde karbonylgrupper, blant
annet enzymbundet immunosorbentanalyse (ELISA), heypresisjonsvaeskekromatografi
(HPLC) og spektrofotometrisk analyse. Den sistnevnte analysen krever hverken dyrt eller
spesialisert utstyr. Ulempen med denne metoden er at den krever storre mengder protein enn
som er tilgjengelig i kliniske prever. HPLC derimot er mer sensitiv, men krever kostbart utstyr

(Alamdari et al., 2005).

ELISA-metoden, utviklet av Buss et al. (1997), er en kolorimetermetode som maler binding av
dinitrophenylhydrazine (DNP). Den er lite sensitiv og krever store mengder proteiner. Forst
reagerer proteinene med 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) og s& adsorberes de til brennene
1 ELISA-platen. Et antistoff tilferes brennene og videre reagerer med streptavidin-biotinylert
pepperrot peroksidase for kvantifisering. Metoden ble modifisert av Alamdari et al. (2005) for
at prover med lavere konsentrasjoner skal kunne analyseres. I utgangspunktet krevde metoden
en proteinmengde pa 60 pg, men etter modifiseringen er mengden proteiner redusert til 5 pg

(Buss et al., 1997; Alamdari et al., 2005).

Figur 11 viser prosedyren for ELISA-metoden. Fer start benyttes biorad-metoden for a
kalkulere konsentrasjoner proteiner i ekstrakter slik at riktig konsentrasjon blir brukt ved
analysen (Bradford, 1976). Proteiner adsorbert til ELISA-platen tilsettes DNPH som reagerer
med karbonylgrupper pa proteinene. Dette forer til binding av DNP til karbonylgrupper.
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Deretter tilsettes et primert antistoff (Anti-DNP) som reagerer med DNP festet til proteinet, for
et sekundart antistoff tilfores (Anti-kanin IgG-peroksidase) og reagerer med Anti-DNP. O-
fenylendiamin og 3,3’,5,5’-tetrametylbenzidin dihydroklorid sammen med hydrogenperoksid
reagerer med det sekundare antistoffet. Absorbansen méles ved en belgelengde pd 450 nm.
Basert péd standardkurven bestemmes karbonylinnholdet til nmol/mg protein (Alamdari et al.,

2005; Catalgol et al., 2011).

o Anti-DNP
% @ COOH Antibody

Anti-rabbit IgG-
? peroxidase
Antibody

+ o-phenylenediamine + 2.5 M H,SO,

l

Extinction: A4gnm /reference filter: A;sonm

Figur 11 Prinsippet for ELISA-analysen (Catalgol et al., 2011)

1.7 Naturlige antioksidanter
Antioksidanter er molekyler som forhindrer oksidasjon av andre molekyler, for eksempel

lipider (Morales-Medina et al., 2017). Dette ved a fjerne frie radikaler eller forhindre formering
av frie radikaler (Halliwell, 1995). Antioksidanter kan kategoriseres som primare og sekundeere
avhengig av deres mekanisme. Primare antioksidanter fjerner frie radikaler ved & donere et
hydrogenatom. Dette inhiberer initieringsfasen av lipidperoksidering (Akoh & Min, 2002).
Sekundere antioksidanter senker raten av lipidoksidering ved a fjerne oksygen. Dette innebzrer

flere handlinger som chelatering og deaktivering av prooksidant metaller og singletoksygen,
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forfremming av aktiviteten i primere antioksidanter, og absorbering av ultrafiolett straling (Foti
et al., 2004). Det finnes ogsé antioksidanter som kan forhindre mer enn én mekanisme (Akoh

& Min, 2002).

Det har i senere tid blitt storre etterspersel av naturlige tilsetningsstoffer i mat (Morales-Medina
et al., 2017). Antioksidanter kommer i syntetisk og naturlig form. Naturlige antioksidanter er
plantebaserte og i hovedsak aromatiske sekundere plantemetabolitter som plantefenoler.
Fenolkomponentene har redoks-egenskaper som gjor at de oppferer seg som reduserende
midler, hydrogendonorer, fri radikal fjernende og metall-chelaterende (Yesilogu & Sit, 2012).
Fenolkomponenter er delt inn i tre grupper: enkle fenoler (bestér av en fenolenhet), flavonoider
(inneholder to fenolenheter) og tannin (inneholder minst tre fenolenheter) (Shahidi et al., 1992).
Planter som er rike pd fenoler er blant annet urter og krydder. En urt som har gode

antioksiderende egenskaper er rosmarin (Clifford, 1999).

1.7.1 Rosmarin og askorbylpalmitat
De viktigste fenolkomponentene i rosmarin er karnosin-, rosmarin-, karnosol-, ursolic- og

koffeinsyre. Disse komponentene finnes hovedsakelig i bladene hos planten (Rodriguez-Rojo
et al., 2012). I rosmarinekstrakter er det fenolderivatene karnosin- og karnosolsyrene som har
de beste antioksiderende egenskapene (Zhang et al., 2012). Vanligvis brukes denne urten som
smakstilsetning i mat og til medisinske formal. Urten er blitt vurdert som en av de mest effektive
for behandling av hodepine, darlig sirkulasjon, inflammatoriske plager, og fysisk og mental
tretthet. Disse effektene kommer av antioksidantaktivitet i rosmarin. Grunnet antioksiderende
og antimikrobielle egenskaper forlenger rosmarin matprodukters holdbarhet og kvalitet

(Raskovic et al., 2014).

I mat tilsettes urter og krydder for & forbedre organoleptiske egenskaper, farge og aroma, i
tillegg til antioksiderende- og preserveringsegenskaper (Tsimidou et al., 1995; Rozentale et al.,
2018). Krydderurter er ogsé kjent for sine antimikrobielle egenskaper. Til tross for dette har det
veert detektert haye mikrobielle nivaer pa opptil 108 kolonidannende enheter per gram (CFU/g).
Det skal vare maks 107 CFU/g hos matprodukter for at det skal vere trygt & spise. P4 denne

maten kan terkede urter veere arsaken til patogener i matvarer (Dinh Thanh et al., 2018).

I dette arbeidet ble antioksidantekstraktene Fortium TR25 og RPT40 brukt. Fortium TR25
bestar av solsikkeolje, tokoferolrikt ekstrakt (E 306), naturlig rosmarinekstrakt og lecithin (E
322) (Kemin, 2014). Ekstraktet Fortium RPT40 bestar av det samme som TR25-ekstraktet, men
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inneholder i tillegg askorbylpalmitat (E 3041) (Kemin, 2016). Askorbylpalmitat er en ester med
lipofile egenskaper syntetisert fra askorbinsyre (E 300). Denne antioksidanten har en
sapelignende smak og lukt av sitrus. Den fungerer mot oksidasjon pa den maten at den gar over
til en oksidert tilstand etter & ha donert et elektron til singletoksygen (Teneva & Dimcheva,

2016).

1.8 Formélet med arbeidet
Formélet med dette arbeidet har veert & se hvordan ulike prosessparametere innvirket pa

atlantisk makrell ved sous vide-behandling. Prosessparametere som temperatur, koketid og
tilsetning av antioksidanter varierte. Fisken ble etter sous vide-behandling lagret over 15 dager.
Det ble tatt fire uttak, hvor ferste var dagen etter koking. Over lagringsperioden ble det sett pa
endringer i mikrobiell status, farge, koketap, vanninnhold, aske, totalt lipidinnhold,

proteininnhold og oksidasjon av lipider og proteiner.
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2 Materialer og metoder

2.1 Kjemikalier
Kjemikalier brukt til analyser er gitt nedenfor. De kjemikaliene som det ikke er nevnt noen

leverander, var p. a.

e Fortium TR25 - Kemin
Fortium RPT40 - Kemin

e Natriumklorid
e Natriumdihydrogenfosfat
e Natriumhydroksid
e Kaliumklorid
e Bovint gamma globulin
e Biorad-fargereagens
e Kaliumhydrogenfosfat
e Etanol (96 %)
e Metanol
e Kloroform
e Kaliumjodid
e Natriumtiosulfid
e Eddiksyre
e 2-tiobarbitursyre (TBA)
e Natriumsulfitt
o Trikloreddiksyre
e 1,1,3,3-tetracthoksypropan
e Butylhydroksytoluen (3 % BHT i etanol)
e OxiSelect™ Protein Carbonyl ELISA Kit — Cell Biolabs, Inc.
o 10X wash bufferkonsentrat
o 2X DNPH diluent
o Blocking reagent
o DNPH (2,4-dinitrofenylhydrazin)
o Anti-DNP antistoff
o Sekundert antistoff
o Oksidert BSA
o Redusert BSA
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2.2 Metoder

2.2.1 Sous vide-behandling av makrellfileter
Makrellen ble fanget med ringnot i siste halvdel av oktober 2017 av béten Kings Bay. Fisken

ble filetert, pakket i vakuumposer i blokker pa 10 kg og frosset i frysetunnel ved Pelagia A/S,
og lagret ved -30 °C. Fisken ble tatt ut av fryseren og tint forst i 5-7 timer ved romtemperatur
og sd ved +4 °C over natt. Filetene ble torket med papir og parvis vakuumpakket i «Rolf Bayer»-
forseglede poser type BST 90 med en tykkelse pad 90 pm, varmeresistent ved -25/+100 °C, O»-
permeabilitet pd <60 cm?/m? ved 23 °C/75 % RH, og vanndamp-permeabilitet pa <4 g/m? d ved
23 °C/85 % RH. En del makrellfileter ble tilsatt rosmarinekstrakt (Fortium TR25) og
askorbylpalmitat (Fortium RPT40). Det ble vakuumpakket (99,6 %) tre parallelle poser for
hvert uttak. Fisken ble sous vide-behandlet ved to temperaturer og to tider. Provenavn med
prosessparametere er gitt i tabell 2. Rett etter koking ble pakkene lagt pa is for rask nedkjeling.
Etter behandling ble makrellfiletene oppbevart pd is (0 + 1 °C) i kjelerom (2 £ 1 °C) i 15 dager.
Uttaksdager var dag 1, 3, 9 og 15, hvor ferste uttaket var dagen etter koking. Kolonidannende
enheter (CFU), farge, tekstur, terrstoff, aske, lipid- og proteininnhold, og lipid- og

proteinoksidasjon ble analysert ved hvert uttak.

Tabell 2 Makrellen ble sous vide-behandlet med varierende temperatur, koketid og tilsats av antioksidant
varierte. Navnene pa provene er gitt utfra type behandling.

Provenavn Temperatur [°C] Koketid [min] Antioksidant
T7T10N 70 10 Ingen
T7T10A 70 10 Fortium TR25 (0,4 %)
T7T20N 70 20 Ingen
T7T20A 70 20 Fortium TR25 (0,4 %)
T7T20B 70 20 Fortium RPT40 (0,2 %)
T8T10N 80 10 Ingen
T8T10A 80 10 Fortium TR25 (0,4 %)
T8T20N 80 20 Ingen
T8T20A 80 20 Fortium TR25 (0,4 %)
T8T20B 80 20 Fortium RPT40 (0,2 %)

Koking av makrellfiletene ble utfort i to puljer. For forste koking ble det brukt én 10 kg-blokk
til koking ved 70 °C. For andre koking ble det brukt en annen 10 kg-blokk til koking ved 80 °C.
Det var to makrellfileter i hver pose. For hvert uttak ble det brukt tre poser per prove. Mikrobiell
status ble analysert for to makrelfileter. En fra hver av to poser. Posene ble pnet med en steril
saks. En fiskebit ble skjaert av med en steril skalpell. Koketapet ble analysert etterpd. Resten av

analysen ble gjennomfort etter at koketapet var fjernet. Farge ble analysert etter koketapet pa
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én filet fra hver pose og deretter ble vanninnhold, aske og proteinleselighet analysert for én
makrellfilet fra to poser. Proteinoksidasjon (karbonyler) ble gjennomfert pa fryste (-20 °C)
proteinekstrakter 2-4 uker etter analyse av proteinleselighet. Resterende fileter ble kvernet og
fryst ned ved -80 °C for det senere ble analysert totalt lipidinnhold. Kloroformfasen fra denne
analysen ble fryst ved -80 °C og brukt til analyse av lipidoksidasjon (PV og TBARS).

2.2.2 Koketap
Vasken som makrellen taper ved tilberedning og lagring defineres som koketap.

Vakuumpakken med makrell ble forst veid for makrellen ble tatt ut av posen. Makrellen ble
klappet med terkepapir og posen ble tomt for vann og terket. Torket tom pose ble veid, for
torket pose med torket fisk ble veid sammen. Det ble tatt hensyn til fiskebiten fjernet for analyse

av mikrobiell status. Mengden koketap ble beregnet i prosent av opprinnelig vekt.

2.2.3 Vanninnhold og aske
Toerrvekt og aske ble gjennomfert i duplikater. Praver av makrellfileter (2 g) ble veid ut neyaktig

i porselensdigler. Diglene ble satt i en ovn (105 °C) over natt og deretter avkjelt i en eksikator
1 30 minutter. Vekten av diglene ble avlest og tarrstoffet ble bestemt. Preovene ble videre satt i

en askeovn (600 °C, 12 timer) for de ble avkjelt og mengde aske ble veid og bestemt.

2.2.4 Teksturmaling
Tekstur hos makrellfiletene ble mélt som beskrevet av Hultmann & Rustad (2002). Hardhet

ble bestemt med TA.XT2 Texture Analyzer (SMS Stable Micro Systems, Ltd., Surrey, UK)
utstyrt med 1 kg belastningscelle. En sylinder med flat ende pa 12 mm i diameter ble trykket
inn i fiskemuskelen med konstant hastighet pa 1 mm/s. Endepunktet for ssmmenpressingen var
nar 60 % av hgyden til fisken var nddd. Tiden mellom hver kompresjon var pa 5 sekunder. Det
ble mélt opptil 7 punkter per makrellfilet. Gjennomsnittsverdiene ble beregnet fra 1-7 punkter

malt pé filetene for & bestemme maksimal motkraft i Newton (N).

2.2.5 Proteinloselighet
Metoden benyttet for loselighet av vann- og saltleselige proteiner var modifisert fra Anderson

& Ravesi (1968) og Licciardello et al. (1982). Denne analysen ble gjennomfort i duplikater. 4
g makrellfilet ble veid i sentrifugeringsbeger og eksakt vekt notert. Fosfatbuffer (80 mL, 0,05
M, pH 7) ble homogenisert med fisken i 30 sekunder ved bruk av Ultra Turrax. Begrene ble
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sentrifugert ved 8000 g, 4 °C i 20 minutter. Supernatanten ble filtrert gjennom glassull og over
i en mélekolbe (100 mL). Volumet ble justert ved tilsats av fosfatbuffer. Dette var vannleselige
proteiner. For saltloselige proteiner ble samme prosedyre fulgt, men i stedet ble fosfatbuffer (80

mL, 0,05 M, pH 7) med KCl (0,6 M) brukt.

Mengde proteiner i vann- og saltleselige ekstrakter ble bestemt med biorad-metoden (Bradford,
1976). Bovint gamma globulin ble brukt som standard. Standarder ble analysert i triplikater og
proteinekstrakter i duplikater av tidligere duplikater. 100 pL av standarder og prever med salt-
og vannleselige proteiner ble tilsatt hvert sitt reagensror. Fortynnet (1:4) fargereagens (5 mL)
ble tilsatt hvert ror. Losningene ble godt blandet. Absorbansen ble avlest etter 5 minutter ved

595 nm. Fargen holdt seg stabil i inntil 60 minutter.

2.2.6 Proteinoksidasjon
Analyse av proteinoksidasjon i prevene ble gjennomfert ved & bruke «OxiSelect™ Protein

Carbonyl ELISA Kit». Analyseprotokollen gitt i kittet ble brukt ved gjennomfering av
prosedyren. Alt av kjemikalier utenom fosfatbuffer salin (PBS) og etanol fulgte med i kittet.
Det ble forberedt étte reagenser til denne metoden: 1X PBS, 1X PBS/Etanol, 1X wash buffer,
1X diluent, blocking solution, DNPH working solution, og anti-DNP antibody og secondary

antibody. Tabell 3 viser hvordan reagensene brukt til denne metoden ble laget.

Tabell 3 Oppskriften til reagenser brukt ved analyse av proteinkarbonyler.

Reagens Metode

1X PBS Til 100 mL 1X PBS ble NaCl (0,8 g), KC1 (0,02 g), NaHPO4 (0,144 g)
og KoHPOy4 (0,24 g) lost i deionisert vann.

1X PBS/Etanol Etanol og 1X PBS ble blandet 1:1.

1X wash buffer 10X wash bufferkonsentrat ble fortynnet til 1X wash buffer med
deionisert vann. Lesningen ble godt blandet.

1X DNPH 2X DNPH diluent ble fortynnet til 1X DNPH diluent med deionisert
diluent vann. Lesningen ble godt blandet.

Blocking Blocking reagent (5 g) ble lost i 100 mL 1X PBS. Den kunne lagres
solution kjolig (4 °C) opptil én uke.

DNPH working  DNPH stocklesning ble laget ved & lase DNPH (1-5 mg) i 1X DNPH
solution diluent til en konsentrasjon pa 1 mg/mL. Denne lgsningen var stabil

inntil én uke ved mork og kjoelig (4 °C) lagring. Rett for bruk ble
DNPH working solution laget ved & fortynne stocklesningen (1
mg/mL) med 1X DNPH diluent til en konsentrasjon pé 0,04mg/mL.
Losningen ble godt blandet.
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Anti-DNP Umiddelbart for bruk ble bade anti-DNP antibody og secondary

antibody og antibody fortynnet 1:1000 med 1X blocking solution. Disse kunne ikke
secondary lagres.
antibody

Standarder ble forberedt ved & fortynne 1 mg/mL redusert eller oksidert BSA standarder til 10
pg/mL med 1X PBS. En standardserie karbonyl-BSA ble laget ved & blande oksidert og redusert
BSA etter gitte forhold i tabell 4. Vann- og saltleselige proteinekstrakter ble fortynnet med 1X
PBS til en konsentrasjon pd 10 png/mL. Standarder ble kjort i triplikater. Det ble laget duplikater
av proteinekstrakter fra hver makrellprove. Ved denne analysen ble det kjort duplikater av hvert

proteinekstrakt. Dette resulterte 1 analyse av totalt fire proteinekstraktprover.

Tabell 4 Blanding av oksidert og redusert BSA ble brukt for a lage en proteinkarbonyl-standardserie
med enskede konsentrasjoner.

Standard 10 pg/mL oksidert 10 pg/mL redusert Proteinkarbonyl

BSA [nL] BSA [uL] [nmol/mg]
1 400 0 7,5
2 320 80 6,0
3 240 160 4,5
4 260 240 3,0
5 80 320 1,5
6 40 360 0,75
7 20 380 0,375
8 0 400 0

100 pL av standarder og proteinekstrakter ble tilsatt brenner pa proteinbindende plate og
inkubert over natt ved 4 °C eller i 2 timer ved 37 °C. Hver brenn ble vasket tre ganger med 250
uL 1X PBS. For hver vask ble lgsningene ristet pa en orbital shaker i 2 minutter. Etter hver
vaskeprosess gjennom hele analysen ble et tarkepapir lagt over brennene og platen snudd for a

fa ut gjenverende vaske.

100 pL DNPH working solution ble tilfert og platen ble satt til inkubering i merket ved
romtemperatur i 45 minutter. Bronnene ble vasket fem ganger med 1X PBS/Etanol i 5 minutter

pa orbital shaker.

200 pL blocking solution ble tilfert platen og satt til inkubering i 1,5 time ved romtemperatur
pa en orbital shaker. Brennene ble vasket tre ganger med 250 pL 1X wash buffer og orbital

shaker ble brukt i 2 minutter per vask.
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100 pL fortynnet anti-DNP antibody ble tilfert provene ble inkubert i romtemperatur pd en
orbital shaker for 1 time. Platebrennene ble vasket tre ganger med 250 pL 1X wash buffer og

orbital shaker ble brukt i 2 minutter per vask.

100 pL fortynnet secondary antibody ble tilfert med péafelgende inkubasjon i 1 time ved
romtemperatur pd en orbital shaker. Bronnene ble vasket 5 ganger med 250 pL 1X wash buffer

og orbital shaker ble brukt i 2 minutter per vask.

100 pL romtemperert substratlosning ble tilfort og prevene ble inkubert ved romtemperatur i
2-30 minutter. Inkuberingstiden var avhengig av fargeendringen og ble stoppet ved & tilsette
100 uL stopplesning for 4 unngé metning. Absorbansen ble avlest ved 450 nm umiddelbart etter
tilforsel av stopplesning, ved bruk av en plateleser. Den fullstendig reduserte BSA-standarden

ble brukt som blank.

2.2.7 Totalt lipidinnhold
Totalt lipidinnhold ble bestemt med «Bligh and Dyer»-metoden (Bligh & Dyer, 1959).

Analysen ble utfert i duplikater. 10 g makrellfilet ble veid ut i sentrifugekopper. Begrene stod
pa is under hele prosedyren. Hvert beger ble tilsatt destillert vann (16 mL), metanol (40 mL) og
kloroform (20 ml). Vasken og fisken ble homogenisert med Ultra Turrax i 2 minutter. Videre
ble 20 mL kloroform og 20 mL destillert vann tilsatt hver for seg og homogenisert i 40 sekunder
etter hver tilsats. Losningene ble sentrifugert ved 4000 g i 15 minutter. Duplikater av 2 mL
lipidekstrakt ble overfort til forhandsveide rer og fordampet ved 60 °C under nitrogengass.
Avdampede prover ble satt i eksikator over natt og veid. Totalt lipidinnhold ble bestemt ved a
bruke likning 2.

Mgordampet prove i ror l9]-M¢omt rorl9]

Yototait lipidinnhold = 100 % - Vkloroform (2

Mytveid prove [9]

2.2.8 Bestemmelse av peroksidverdier ved iodometrisk titrering med SI-analytisk titrator
Peroksidverdiene ble bestemt med iodometrisk titrering med Sl-analytisk titrator. Dette

tilsvarer AOCS Official Method Cd 8b-90(1). SI-analytisk titrator mode TL 6000/7000 bestod
av titratorenhet med magnetrerer TM 235, 10 mL vekslingsenhet WA 10 med brun glassflaske
for titrant, og platinumelektrode Pt 62/61 med kabel L 1 A.
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Losninger benyttet var titreringslesning, lesningsmiddel og mettet kaliumjodidlesning.
Titreringslesningen (Na2S203, 0,01 M) ble laget ved & fortynne 0,1 M titrantlesning. Denne
losningen ble lagret i brun glassflaske. Lasningsmiddelet bestod av eddiksyre/kloroform (3:2).

Kaliumjodidlesningen ble laget ved & lase 10 g kaliumjodid i 13 g destillert vann.

Lipidekstraktene med olje ble laget ved «Bligh and Dyer»-metoden. 12 mL lipidekstrakt ble
overfort til begerglass og tilfort 18 mL eddiksyre. Dette ble blandet i noen sekunder pa
magnetrorer for blandingen ble tilsatt 0,5 mL kaliumjodidlesning. Etter 60 sekunder ble 30 mL
destillert vann tilsatt. Elektroden ble satt i lesningen og titreringsspissen ble plassert over
provelosningen. Titreringen ble satt i gang med natriumtiosulfidlesning som titrant og tilsatt
volum til ekstraktet ble notert for beregning av milliekvivalenter av peroksid per 1 kg olje
(meqO2/kg olje). Provelgsningen ble konstant rert under titreringen. For blank ble 30 ml av
losningsmiddelet tilsatt 0,5 mL kaliumjodidlesning, og etter 60 sekunder ble 30 mL destillert

vann tilsatt. Resten av titreringen ble fulgt som beskrevet tidligere.

Peroksidverdier (meqO2/kg olje) ble bestemt utfra likning 3.

_ (V=B)T-M'F,

W'FZ

PV 3)
Hvor

V —volum av titrant forbrukt ved titrering av prever, mL.

B — volum av titrant forbrukt ved titrering av blank, mL.

T — konsentrasjon av titreringslesing (0,01 M)

Fi —faktor 1 (1)

F» — faktor 2 (1)

W — vekt av olje i 12 mL lipidekstrakt, g.

2.2.9 Bestemmelse av TBARS ved spektrofotometrisk analyse
Lipidekstrakter laget med «Bligh & Dyer»-metoden ble ogsa brukt til 8 méle TBARS. Méling

1 kloroform ble utfert i duplikater. Metoder for tillaging av reagenser er gitt i tabell 5. 5 mL
TBA arbeidslosning ble tilfort kimax-rer med 200 pL lipidekstrakt. Lasningene ble blandet

godt 1 15-20 sekunder med en vortex. Rerene ble inkubert i 45 minutter i kokende vannbad for
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de ble avkjolt i kaldt vann. TCA-lesning (2,5 mL) ble tilfort hvert ror og blandet for

sentrifugering ved 900 g i 7 minutter.

Standardkurven ble laget ved 4 tilsette 0, 25, 50, 100, 150 og 200 pL TEP stokklesning i stedet

for lipidekstraktet. Duplikater av standardprevene ble behandlet pd samme méte som provene.

Absorbansen ble mélt ved 538 nm med 10 mm OG glasskyvetter. Destillert vann ble brukt som
blank. Likning 4 ble brukt til & beregne mengde TBARS i pmol/g lipid.

umol TBARS __ Absorbans av prgve— @ringspunktet til standardkurven

= 4)

g lipid stigningstallet til standardkurven-total lipid i prgve-1000

Tabell 5 Oppskriften til reagenser brukt ved analyse av TBARS

Reagens Metode

TBA 1,44 g av 2-tiobarbitursyre ble blandet i 50 mL destillert vann og

stokklosning videre fortynnet med ren eddiksyre i en 250 ml mélekolbe. Losningen
ble satt pd en magnetrorer ved svak varme for & fa last opp alt.

Natriumsulfitt 9,46 g natriumsulfitt ble lost i en malekolbe (250 mL) med destillert

(Na2S03) vann.

TCA-lgsning 11,43 g triklor-eddiksyre ble last med destillert vann i en 250 mL
malekolbe.

TEP 0,22 g av 1,1,3,3-tetracthoksypropan ble lgst i 100 mL destillert vann

stokklesning ved hjelp av en magnetrorer.

TEP work- TEP stokklagsning ble fortynnet til 0,1 mM med destillert vann.

lgsning

TBA work- Ble laget ved & blande 180 mL TBA stokklgsning, 120 ml kloroform,

losning 15 mL natriumsulfitt og 9,45 mL butylhydroksytoluen (3 % BHT i

etanol). Ble laget samme dag som gjennomfering.

2.2.10 Fargemaling
Farge pa makrellfiletene ble malt instrumentelt ved a bruke Minolta Chroma meter CR-400

(Konica-Minolta, Osaka, Japan). Instrumentet ble kalibrert med en standard hvit plate. Det ble
malt farge pa én filet fra tre poser. Mélingene ble utfort tre steder pd makrellfiletens overflate
ved romtemperatur. Fargekoordinatene ble notert ifelge «Commission Internationale de
1’Eclairage (CIE) Lab scalew, L* (lyshet, svart = 0, hvit =100), a* (+60 = rod, -60 = gronn), og
b* (+60 = gul, -60 = bld). Fargeparameterne ble bestemt og gjennomsnittsverdiene beregnet

(Karoui & Hassoun, 2017).
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2.2.11 Mikrobiell vekst
Bestemmelse av mikrobiell vekst ble gjennomfert i duplikater. Arbeidsbenk og utstyr ble

sterilisert med etanol. En bit pad omtrent 10 g ble skéret ut, veid og overfort til mikrobiologipose
og tilsatt NaCl (90 mL, 0,9 %). Innholdet ble blandet med Stomacher 400 i 60 sekunder ved
230 rpm. Lesningen ble fortynnet til ensket konsentrasjon hvor 1 mL ble tilfort «Compact Dry
TCx»-plate og inkubert ved 20 °C i1 96 timer. Antall kolonidannende enheter ble talt og mikrobiell
vekst ble bestemt.

2.2.12 Statistiske analyser
Statistiske analyser ble utfort i Microsoft Excel 2013. Resultater er presentert som

gjennomsnittsverdi + empirisk standardavvik. Signifikante forskjeller ble analysert ved a
benytte tosidig student t-test, med et signifikansniva pd 5 %. Linear korrelasjonskoeffisient ble

bestemt for a finne korrelasjoner mellom resultater.
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3 Resultat og diskusjon

3.1 Ramateriale
Formalet med dette arbeidet har veert & se hvordan ulike prosessparametere innvirket pa

atlantisk makrell ved sous vide-behandling. Rédata og beregninger for oppna alle resultatene
fra analysene er vedlagt i en komprimert mappe (Zip), se vedlegg A. Alle analysene ble ogsa
brukt til & karakterisere rastoffet. Makrellen brukt for analyse av rastoffet kom fra 10 kg-

blokken brukt ved forste sous vide-koking. Det karakteriserte rastoffet er presentert i tabell 6.

Tabell 6 Karakterisering av rastoff inkluderte fett- og proteininnhold, vanninnhold, aske, mikrobiell
status, tekstur, farge, lipidoksidasjon (PV, TBARS) og proteinoksidasjon (karbonyl).

Verdi
Totalt lipidinnhold [%] 28,9+0,4
Sarkoplasmaproteiner [%] 8,6 +1,1
Myofibrillproteiner [%] 4,7+0,9
Vanninnhold [%] 61,4+52
Aske [%] 1,3+0,1
Mikrobiell vekst [CFU/g] 4,0+0,6
Hardhet [N] 8,0+1,0
Lyshet 63,0+3,3
Reodhet 1,0+0,5
Gulhet 10,0 £0,9
PV [meq O2/kg olje] 18,0+ 0,9
TBARS [pmol/g] 22+0,3

Proteinkarbonyler [nmol/mg] 11,5+ 0,4

Makrell bestar hovedsakelig av vann (60-74 %), fett (1-24 %) og proteiner (16-20 %) (Murray
& Burt, 2001; Leu et al., 1981). Fettinnholdet i rastoffet var 28.9 % som var hayt i forhold til
det som var oppgitt i tidligere artikler. Loselige proteiner utgjorde 13,3 % av vétvekt. Den
kjemiske sammensetningen varierer med blant annet kjonn, &rstid og alder, dermed kan

innholdet av fett og proteiner avvike fra dokumenterte data.

Totalt utgjorde fett, laselige proteiner, vann og aske 104,9 %. I tillegg vil det ogsd vare noen
prosent ulgselige proteiner. Standardavviket for fett er lavt, mens for proteiner og vanninnhold
utgjor det 8-12 % av malte data. Det kan antas at noen av parallellene for proteiner og
vanninnhold for rdstoffet var upresise. For at fett, protein, vann og aske skal utgjere 100 % av
makrellen matte mengden av disse komponentene vert mindre enn angitt i tabell 6. Stor
usikkerhet i vanninnholdet kom av variasjon mellom prevene. Under analysen burde det vert

brukt flere paralleller for et bedre representativt resultat.
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3.2 Koketap

Ulike prosesseringer forer til tap av vann, for eksempel frysing, kjolelagring og
varmebehandling. Koketap forkommer ved varmebehandling og bestér hovedsakelig av vann,
og smé mengder denaturert protein. Endringer 1 proteinstruktur i myofibrillproteiner gjor at en
fraksjon av vann lekker ut. Det meste av vannet i fiskemuskel finnes i myofibrillproteiner
(Skipnes et al., 2007; Stormo et al., 2017). Koketap for makrellfileter kokt ved 70 og 80 °C er
gitt henholdsvis i figur 12 og 13.
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Figur 12 Koketap for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 70 °C og lagret i 15 dager er gitt i
prosent av vatvekt.
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Figur 13 Koketap for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 80 °C og lagreti 15 dager er gitt i
prosent av vatvekt.

Koketapet viste en avtagende trend for makrellprover behandlet ved 70 °C utover
lagringsperioden. Pa forste uttaksdag var koketapet sterst for preover kokt i 20 minutter. Mot
slutten av lagringsperioden var koketapet jevnt uansett koketid, men prevene med antioksidant
var litt lavere enn praver uten tilsetninger. Koketapet for prever kokt ved 80 °C viste ogsé
avtagende trender. For disse var variasjonen i koketapet mindre fra dag 1 til dag 3. Koketapet
var sterst ved heyest temperatur. I et studie av Skipnes et al. (2011) ble sterst koketap funnet
ved heyest temperatur for atlantisk torsk. Prever kokt i 10 minutter hadde mindre koketap enn
prover kokt 1 20 minutter. Provene med rosmarin kokt ved 80 °C viste en signifikant forskjell
1 koketap (p <0,05), hvor den lengste koketiden gav sterst tap. Det ble ikke observert at prover

med antioksidanter gav signifikant mer eller mindre koketap.

I samsvar med Skipnes et al. (2007) ble det for koketap funnet en signifikant korrelasjon (r
=0,807) mellom temperaturene. Koketemperaturene utgjorde ingen signifikante forskjeller pa
koketapet. Stormo et al. (2017) rapporterte heller ingen signifikante forskjeller i koketap ved
kjelig lagring av torsk. Ved varmebehandling ved 70 og 80 °C var det ingen signifikant forskjell
i koketapet. Kjoling av varmebehandlet fisk kan forarsake at en liten mengde av utdrevet vann
absorberes av fiskekjettet (Skipnes et al., 2011). Dette kan vere arsaken til mindre koketap

utover lagringsperioden.
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Varmebehandling forarsaker denaturering av myofibrillproteiner og bindevev som presser ut
vann. Vannet inneholder proteiner som kan koagulere pa overflaten av fisken (Skipnes et al.,
2011). Under lagringsforseket ble det observert geldannelse pé fisken. Dette kan skyldes

kollagenet i bindevevet utskilt med vann ved denaturering av proteiner ved varmebehandling.

3.3 Vanninnhold og aske

3.3.1 Vanninnhold
Endringer i vanninnhold over tid kan pévirke kjemiske egenskaper i fiskemuskel. Tidligere

studier har vist at vanninnholdet varierer mellom merk og lys muskel. Chaijain et al. (2004) har
rapportert storst mengder av vann i lys muskel for sardiner og makrell. I analysen av
vanninnhold 1 sous vide-behandlede makrellfileter ble det brukt bade lys og merk fiskemuskel.
Figur 14 og 15 viser vanninnhold for makrell kokt ved henholdsvis 70 og 80 °C. Vanninnholdet

ble bestemt etter at koketapet ble fjernet, derfor kan tapet av vann vare storre enn observert.
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Figur 14 Vanninnhold for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 70 °C og lagret i 15 dager er
gitt i prosent av vatvekt.

Rastoffet inneholdt 61,4 % vann. Makrell kokt ved 70 °C i 10 minutter viste et ekende
vanninnhold utover lagringstiden. Det laveste vanninnholdet for disse prevene de forste
uttaksdagene var litt heyere enn 50 %. Dette tilsvarte et vanntap pa 10-15 %. Vanninnholdet
ved uttaksdag 9 hadde steget til en verdi heyere enn mélt for rastoffet. Ved siste analysedag

hadde vanninnholdet sunket. Praver kokt i 20 minutter viste en avtagende trend. Vanninnholdet
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ved forste uttaksdag var 5-8 % lavere enn ramaterialet. Ved dag 9 ble det observert et vanntap
opptil 15-20 %. Vanntapet ved siste uttaksdag var derimot minimal. Makrellen med
askorbylpalmitat viste en trend til ekning av vanninnholdet med et vanntap pa 15-20 %. Ingen

prosessparameter hadde signifikant pavirkning p& vanninnholdet.
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Figur 15 Vanninnhold for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 80 °C og lagret i 15 dager er
gitt i prosent av vatvekt.

Alle prover kokt ved 80 °C, utenom prevene med antioksidanter varmebehandlet i 20 minutter
viste en avtagende trend i vanninnholdet utover lagringstiden. Provene med avtagende trend
hadde lavere vanninnhold ved foerste analysedag enn rastoffet. Til uttaksdag 15 hadde vanntapet
okt til 15-20 %. Prover uten antioksidant gav signifikant (p <0,05) mindre vanninnhold ved 10
minutter koketid enn ved 20 minutter. Vanninnholdet for prever kokt i 20 minutter med
rosmarin og askorbylpalmitat viste en ekende trend utover lagringstiden. Ved forste uttaksdag

la vanntapet pa 15-20 %, men egkte til litt mindre enn 10 % ved siste uttaksdag.

Det forekom variasjoner for prever kokt ved begge temperaturene. Disse forskjellene i
vanninnhold kan vere forarsaket av blant annet alder og kjenn. Vanninnholdet varierer utfra

hvor mye proteiner og fett makrellen inneholder.
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3.3.2 Aske
Aske er et mél pa mineralinnhold i fisk. Askeinnholdet i sous vide-behandlede makrellfileter

ble beregnet i prosent av vatvekt. Figur 16 og 17 viser askeinnhold for makrell kokt ved
henholdsvis 70 og 80 °C.
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Figur 16 Aske for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 70 °C og lagret i 15 dager er gitt i
prosent av vatvekt.
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Figur 17 Aske for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 80 °C og lagret i 15 dager er gitt i
prosent av vatvekt.
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Askeinnholdet for makrellprever kokt ved 70 °C viste sma variasjoner over 15 dager lagringstid.
Det samme ble observert for prover kokt ved 80 °C. Den lengste koketiden ved 80 °C viste
signifikant forskjell i askeinnholdet (p <0,05). Askeinnholdet var ogsa signifikant heyere ved
lavere koketemperatur (p <0,05). Det ble ikke brukt homogeniserte prover av fisken ved
analysen. Faktorer som ogsd kan ha pavirket askeinnholdet var mengde fiskebein i preovene.
Det kan antas at varierende mengde av fiskebein i provene for askeinnhold og vanninnhold

pavirket resultatene.

3.4 Tekstur
Tekstur er en viktig sensorisk egenskap i mat. Faktorer som pavirker tekstur er fiskeart, alder,

storrelse, og kjemisk komposisjon og distribusjon (Hultmann & Rustad, 2004).
Varmebehandling av fiskekjott over 45 °C resulterer til proteindenaturering og vanntap som
forer til hardere tekstur (Skipnes et al., 2011). Tekstur er malt som hardhet og er gitt i newton
(N) for sous vide-behandlede praver kokt ved 70 og 80 °C som er vist henholdsvis i figur 18 og
19. Hardhet indikerer resistansen til makrellfiletene ved maksimal kompresjon og kan

sammenlignes med motstanden ved ferste bitt (Hultmann, 2003).
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Figur 18 Tekstur for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 70 °C og lagret i 15 dager er gitt i
newton (N).
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Utover lagringsperioden viste makrellfileter kokt ved 70 °C en gkende trend i hardhet.
Hardheten var signifikant sterre for prever kokt i 20 minutter med antioksidant enn den som
var kokt like lenge uten tilsetninger (p < 0,05). Det ble observert at lengst koketid gav hayest

hardhet utover lagringsperioden. Koketiden gav ingen signifikant forskjell i tekstur.
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Figur 19 Tekstur for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 80 °C og lagret i 15 dager er gitt i
newton (N).

Hardhetene for makrellfileter kokt ved 80 °C var stabile med sma variasjoner innad i samme
prove. Derimot ble det observert forskjeller basert pa koketid og tilsetning. Koketiden og tilsats
av antioksidant viste signifikante forskjeller. TST20N og T8T20A var signifikant heyere enn
henholdsvis TSTION og T8T10A (p <0,05). TST10A, T8T20A og T8T20B var signifikant
lavere enn henholdsvis T8T10N (p <0,005), T8T20N (p <0,00005) og T8T20N (p <0,005).
Utfra dette ser det ut til at kort koketid og tilsatt antioksidant senker hardheten i makrellfileter.

Teksturen til rimaterialet ble malt til 8,0 N som var heyere enn for sous vide-behandlede prover.
Skipnes et al. (2011) fant en sammenheng med ekende hardhet og gkende temperatur. Dette
stemmer overens med at provene kokt ved 80 °C hadde hardere tekstur enn de kokt ved 70 °C.
Likevel var teksturene lavere enn ramaterialet. Makrellfiletene varmebehandlet ved 70 og 80
°C viste tap i tekstur. Fiskekjott som inneholder lite kollagen kan oppné en svakere tekstur etter
varmebehandling (Ayala et al., 2005). Dette kan vare en drsak til at teksturen til provene var

lavere enn for rastoffet. Tekstur varierer ogséd med storrelsen pa muskelfibrene. Fiskekjott med
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tykke muskelfibre kan ha svakere tekstur enn fiskekjott med tynnere muskelfibre (Ayala et el.,
2005). Dermed kan sous vide-behandlet makrell inneholde lite kollagen og tykke muskelfibre.

Tekstur kan sees i sammenheng med koketap. Ved et avtagende koketap over tid kan tekstur
oke pa grunn av at vannet trekkes inn i fiskemuskelen. P4 denne méten blir fiskemuskelen mer
kompakt og tekstur kan eke. Ved koketemperatur 70 °C var det et avtagende koketap og ekende
tekstur. Denne egkningen kan veare forarsaket av inntak av tapt vann ved koking. Denne

observasjonen er basert pa data fra figurene 12 og 18.

3.5 Proteinlaselighet
Analyse av proteinleselighet ble gjennomfoert for & bestemme effekten varmebehandling og

lagring hadde pé leseligheten til proteiner. P4 samme mate som for analyse av vanninnhold og
aske ble det brukt bade lyst og markt fiskekjott. Standardavviket var stort for mange prover.
Arsaken til dette kan antas & komme av at mengde proteiner varierer innad i fisken. Resultatet
ble bestemt i prosent av vdtvekt. Figur 20 og 21 viser proteinleselighet for sarkoplasmaproteiner
for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved henholdsvis 70 og 80 °C. Figur 22 og 23 viser
proteinleselighet for myofibrillproteiner for fisk kokt ved henholdsvis 70 og 80 °C.
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Figur 20 Leselighet for sarkoplasmaproteiner for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 70 °C
og lagreti 15 dager er gitt i prosent av vatvekt.
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Figur 21 Leselighet for sarkoplasmaproteiner for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 80 °C
og lagret i 15 dager er gitt i prosent av vatvekt.

Loselighet hos sarkoplasmaproteiner varierte gjennom lagringsperioden. Det var bade
avtagende og stigende trender for prover behandlet ved begge temperaturene. Det var ingen
signifikante forskjeller for prever behandlet ved samme temperatur. Det ble observert litt lavere
proteinloselighet blant fiskefiletene med antioksidant ved 70 °C, i motsetning til fileter kokt ved
80 °C hvor det var motsatte trender. Ved 80 °C var proteinleseligheten signifikant lavere enn

for makrellen kokt ved 70 °C (p <0,005).
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Figur 22 Leselighet for myofibrillproteiner for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 70 °C og
lagret i 15 dager er gitt i prosent av vatvekt.
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Figur 23 Leselighet for myofibrillproteiner for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 80 °C og
lagret 1 15 dager er gitt i prosent av vatvekt.

I likhet med vannleselige proteiner varierte ogsa loseligheten for saltleselige proteiner. Bade
avtagende og ekende loselighet ble observert. Det var ingen signifikante forskjeller mellom
prosessparameterne for makrellfiletene varmebehandlet ved 70 °C. Derimot var det signifikant
mindre proteinleselighet for prover med lang koketid og tilsatt antioksidant kokt ved 80 °C.
Makrellprovene med rosmarin gav signifikant negativ (p <0,05) pavirkning pé
proteinleseligheten ved lengst koketid. For pravene kokt i 20 minutter var proteinleseligheten

signifikant heyere for prover uten antioksidanter (p <0,05).

Det kan ikke pastas noe om det var koketiden eller tilsetning av antioksidanter som gav sterst
pavirkning av leseligheten hos saltleselige proteiner. Det var ingen signifikante forskjeller
mellom prever kokt ved 70 °C. Koketiden til prever behandlet ved 80 °C viste signifikant

innvirkning pa prevene tilsatt antioksidanter, som nevnt i forrige avsnitt.

Varmebehandling ved 70 og 80 °C forte til stort tap av leseligheten til vann- og saltleselige
proteiner. Loseligheten av sarkoplasmaproteiner og myofibrillproteiner i rdmaterialet ble mélt
til henholdsvis 8,6 = 1,1 og 4,7 = 0,9 % av vatvekt. Etter koking ble det observert tap av
proteinlgselighet. Varmebehandling forarsaket denaturering av proteiner som gav lav lgselighet
hos proteiner. Avtagende proteinleselighet kan komme av proteinoksidasjon. I tillegg kan det
vare lipidoksidasjonsprodukter som har reagert med proteinene. Temperatur for koking av

prover gav signifikant forskjell i1 proteinleselighet (p <0,00005). 70 °C gav storst
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proteinleselighet. P4 grunn av sterst leselighet av sarkoplasmaproteiner i rastoffet var det
forventet at loseligheten for myofibrillproteiner ville vare lavere ogsé etter koking. I et studie
utfort av Standal et al. (2018) ble det malt en sterre mengde sarkoplasmproteiner enn
myofibrillproteiner i fryselagret atlantisk makrell. Det samme ble observert av Duun og Rustad

(2007) for superkjolt lagret torsk.

3.6 Proteinoksidasjon
Proteinoksidasjon i fiskemuskel kan pavirke egenskaper som proteinlaselighet, tekstur og farge.

Proteinoksidasjon ble analysert ved ELISA, som viste mengde proteinkarbonyler i sous vide-
behandlede makrellfileter. Analysen ble utfort pa proteinekstraktene med leselige proteiner.
Oksidasjon for vannleselige proteiner behandlet ved 70 og 80 °C er gitt henholdsvis 1 figur 24
og 25. Proteinoksidasjon for saltlgselige proteiner behandlet ved 70 og 80 °C er gitt henholdsvis
i figur 26 og 27.
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Figur 24 Proteinkarbonylinnhold for vannleselige proteiner for sous vide-behandlede makrellfileter
kokt ved 70 °C og lagret i 15 dager er gitt i nmol/mg.
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Figur 25 Proteinkarbonylinnhold for vannleselige proteiner for sous vide-behandlede makrellfileter
kokt ved 80 °C og lagret i 15 dager er gitt i nmol/mg.

Oksidasjon av sarkoplasmaproteiner fra sous vide-behandlede makrellfileter gkte utover
lagringstiden. De forste tre uttaksdagene var karbonylinnholdet relativt likt for prover kokt ved
begge temperaturene. Derimot var det sterre variasjon pa uttaksdag 15. For prever kokt ved 70
°C var det ingen gkning av proteinkarbonyler. Det ble observert en ekning av karbonyler for
provene kokt ved 80 °C. Dette kan samsvare med mindre lgselige proteiner for prever behandlet
ved 80 °C. Det ble ogsa observert mindre karbonylinnhold for prevene med antioksidanter. Det
kan vere at antioksidantene forhindret eller senket hastigheten for dannelse av
proteinkarbonyler. Hverken koketid, temperatur eller tilsats av antioksidant gav noen

signifikant variasjon i karbonylinnholdet.
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Figur 26 Proteinkarbonylinnhold for saltleselige proteiner for sous vide-behandlede makrellfileter kokt
ved 70 °C og lagret i 15 dager er gitt i nmol/mg.
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Figur 27 Proteinkarbonylinnhold for saltleselige proteiner for sous vide-behandlede makrellfileter kokt
ved 80 °C og lagret i 15 dager er gitt i nmol/mg.

Karbonylinnholdet ekte utover lagringstiden for myofibrillproteiner, og viste en signifikant
korrelasjon (r =0,750) og signifikant forskjell (p <0,05) mellom begge koketemperaturene.
Maksimalt innhold karbonyler saltlgselige proteiner behandlet ved 70 °C var 78,3 nmol/mg.
Det var lave verdier sammenlignet med makrellen kokt ved 80 °C hvor karbonylinnholdet pa
dag 15 14 pa 141,9-191,9 nmol/mg. Prosessparameteren temperatur hadde stor innvirkning pé

oksidasjon av saltlgselige proteiner. For fiskefiletene kokt ved 70 °C var det en signifikant
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forskjell i karbonylinnholdet ved varierende koketid. Karbonylinnholdet for prever kokt i 20
minutter var signifikant (p <0,05) heyere enn de med kort koketid.

Analysen av proteinleselighet viste hoyere innhold av vannleselige enn saltleselige proteiner.
Det ble observert hoyere oksidasjon av myofibrill- enn sarkoplasmaproteiner. Dette samsvarer
med resultater oppnédd av Standal et al. (2018) for proteinoksidasjon av atlantisk makrell. I et
studie for proteinoksidasjon av Tynnleppet multe under kjolig lagring var ogsa oksidasjonen
storst for myofibrillproteiner. Det ble i tillegg observert et stabilt karbonylinnhold for
sarkoplasmaproteiner (Tokur & Polat, 2010). Hey temperatur gav heyest karbonylinnhold.

3.7 Totalt lipidinnhold

Pelagisk fisk er fet fisk hvor fettinnholdet varierer med érstider. Sensommer og hest er perioder
hvor fettlageret i makrell fylles opp til maksimalt. Makrellen benyttet i dette arbeidet ble fanget
sent oktober 2017. Totalt lipidinnhold i prosent av vatvekt ble kvantifisert for rdmaterialet til
28,9 + 0,4 %. Fettinnholdet i sous vide-behandlede makrellfileter 14 mellom 23 og 29 % av
vatvekt. I figur 28 og 29 er fettinnholdet gitt for henholdsvis temperaturene 70 og 80 °C.
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Figur 28 Totalt lipidinnhold for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 70 °C og lagret i 15
dager er gitt i prosent av vatvekt.

42



35

30
E = B ol . :I: ek
22 B
< mDagl
220
§ W Dag 3
E. 15 mDag9
T 10 Dag 15
S
<)
[

5

0

T8TION T8T10A T8T20N T8T20A T8T20B

Figur 29 Totalt lipidinnhold for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 80 °C og lagret i 15
dager er gitt i prosent av vatvekt.

Tidligere er det blitt rapportert fettinnhold opptil 30 % 1 atlantisk makrell fanget i
september/oktober (Standal et al., 2018). Fettinnholdet i sous vide-behandlede makrellfileter
var hoye og relativt stabile. Noen variasjon forekom, og i sterst grad for makrell kokt ved 70
°C. Ifelge Standal et al. (2018) og Aubourg et al. (2005) er lipidmengden stabil ved bdde kjolig
(4 °C) og frossen lagring. Fiskefiletene ble kvernet sammen for mdling av fettmengden.
Kverningen ble utfort bade i delvis frossen og tint tilstand. Noen prever kan ha vert bedre
kvernet for en bedre homogen blanding. Dette kan vere arsaken til at noen av prevene inneholdt
mindre fett. Storrelsen pa makrellfiletene varierte litt 1 storrelse, og da trolig fettinnholdet. Dette
kan vaere pa grunn av alderen til makrellen. Noe av fettet kan ogsa ha blitt fjernet ved analyse
av koketapet, da fisken ble terket. Det ble observert at hverken koketid, temperatur, eller

tilsetning av antioksidant hadde noen signifikant pavirkning pé totalt lipidinnhold.

3.8 Lipidoksidasjon
Status for lipidoksidasjon ble malt ved & bestemme PV og TBARS. Nér flerumettet fett utsettes

for prooksidanter oksideres fettet. Det dannes primaere og sekundare oksidasjonsprodukter. PV
ble malt i meqO2/kg olje og TBARS i umol/g. PV er gitt for makrell kokt ved 70 og 80 °C
henholdsvis i figur 30 og 31. TBARS er vist i figur 32 og 33, henholdsvis for 70 og 80 °C.
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Figur 30 PV for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 70 °C og lagret i 15 dager er gitt i
meqO./kg olje.

Peroksidverdiene for makrellen sous vide-behandlet ved 70 °C varierte med koketid og
tilsetning av antioksidant. Prever uten tilsetning hadde sterst PV. Det ble observert at PV var
avtagende for alle provene. Fra denne trenden kan det antas at primere produkter hadde begynt
a omdannes til sekundare produkter. Makrellpreover uten antioksidanter gav heye verdier ved
dag 1, og de med antioksidanter gav lavere verdier. Antioksidantene kan ha begrenset dannelse
hydroperoksider, eller forarsaket at primare oksidasjonsprodukter i prevene kan ha startet
tidligere med & genereres til sekundaere produkter. De kan 1 tillegg ha reagert med protein og
dannet proteinkarbonyler eller andre produkter. Andre studier har observert at frie radikaler
produsert ved lipidoksidasjon kan iverksette proteinoksidasjon & danne proteinkarbonyler
(Salodoye et al., 2015). Det er nerliggende & tro at antioksidantene hadde effekt pé

lipidoksidasjon, men det kan ikke antas. Det var ingen signifikante forskjeller.

Det var ikke forventet haye verdier og avtagende PV fra starten av lagringsperioden. Arsak til
denne forekomsten kan vaere oksidasjon av ramaterialet for koking. PV for ramaterialet ble malt
til 18,0 + 0,9 meq O/ kg olje. Fiskeolje antas & vere for oksidert ved en PV over 10 meq O2/kg
olje (Schaich, 2016). Denne oksidasjonen kan vaere forarsaket av ugunstig behandling av
makrellen etter fangst. For eksempel kan makrellen ikke blitt kjolt ned raskt nok etter fangst.
Da det er mangel pa informasjon angdende fangst og behandling av makrell kan ikke dette
bekreftes. I tillegg kan det ha forekommet oksidasjon ved tining av makrellen i romtemperatur

og ved 4 °C.
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Figur 31 PV for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 80 °C og lagret i 15 dager er gitt i
meqO»/kg olje

Peroksidverdiene for makrellfiletene kokt ved 80 °C hadde en ekende trend. Utover
lagringstiden hadde ingen av malte peroksidverdier gatt over 5 meq O2/kg olje, som er den ovre
grensen for PV i industrien (Schaich, 2016). Prevene med askorbylpalmitat gav heyest
peroksidverdier, men generelt var det relativt stabilt mellom provene uavhengig av
prosessparameter. Pragver kokt i 20 minutter viste at PV var signifikant (p <0,05) sterre ved
tilsetning av rosmarin. Likevel var PV mindre for prover med rosmarin enn askorbylpalmitat.

Det vil si at rosmarin kan ha hatt en bedre effekt enn askorbylpalmitat.

Peroksidverdiene for prover kokt ved 70 °C var ti ganger storre enn de kokt ved 80 °C. P4 grunn
av disse variasjonene kan det diskuteres hvorvidt andre faktorer har pavirket dette resultatet.
Kokingen ble utfort i to puljer, hvor makrellen kom fra to blokker pd 10 kg. Rdmaterialet for
prevene kokt ved 70 °C hadde for koking en hoy PV. Det kan antas at en del av makrellen fra
denne blokken hadde liknende PV. Ramaterialet fra blokken som ble brukt for sous vide-koking
ved 80 °C ble ikke analysert. Denne fisken kan ha hatt mindre PV for oppstart av
lagringsforseket. Denne fisken kan ha vert behandlet med bedre forutsetninger for mindre
lipidoksidasjon. Dette kan hverken bekreftes eller avkreftes da det ikke ble analysert PV for

ramaterialet for makrellen kokt ved 80 °C.
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Figur 32 TBARS for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 70 °C og lagret i 15 dager er gitt i
umol/g.
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Figur 33 TBARS for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 80 °C og lagret i 15 dager er gitt i
umol/g.

TBARS er et mél pa mengde sekundere oksidasjonsprodukter. TBARS kvantifisert for makrell
kokt ved 70 °C hadde en signifikant korrelasjon med PV for samme temperatur (r =0,987). For
alle provene var det minkende mengde av begge oksidasjonsproduktene. Antakelig hadde
oksidasjonen kommet til det punktet hvor begge produktene ble dannet til andre sekundeere
produkter. PV og TBARS for 80 °C viste ingen korrelasjon, men hadde likevel noen

likhetstrekk. Begge hadde relativt lave verdier som var ti ganger lavere enn prevene kokt ved
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70 °C, og antydninger til gkning av oksidasjon. Rosmarin og askorbylpalmitat kan ha bidratt til
mindre mengder TBARS. En signifikant (p <0,05) forskjell mellom temperaturene for TBARS
var forventet da dette produktet viste samme tendenser som PV. Prgvene med antioksidanter
viste ogsa samme effekt for TBARS som for PV. TBARS kan ogsa ha reagert med proteiner og

pavirket proteinlegseligheten.

Basert pé disse resultatene gav ikke PV og TBARS et helhetlig bilde pa lipidoksidasjon. Ved &
analysere lipidoksidasjon for andre produkter kunne det veert mulig & observere om
prosessparameterne hadde noen signifikant effekt pa lipidoksidasjon i sous vide-behandlet
makrell. Arsaken til at det burde undersokes for flere sekundare produkter kommer av okende

gulhet, som er vist i figur 38 og 39 under avsnittet 3.9., som indikerer oksidasjon.

3.9 Farge
Den forste sensoriske kvaliteten mat demmes etter er farge. Fargeendring i fiskekjott kan

indikere tap av kvalitet (Zamora & Hidalgo, 2005). Varmebehandling av ritt kjett vil fore til
fargeendring (Beltran et al., 2004). Forandring i fargeparameterne L* (Lyshet), a* (redhet) og
b* (gulhet) gir en indikasjon om det over en lagringsperiode har forkommet noe harskning og
annen tap av kvalitet. Fargeparameterne for rdmaterialet var L*= 63,0 + 3,3, a*= 1,0 £ 0,5 og

b*= 10,0 + 0,9. Dette viser til litt over middels lyshet av fiskekjottet med litt rod og gul farge.

Lyshet for sous vide-behandlede makrellfileter er vist i figur 34 og 35, hvor temperaturene var
henholdsvis 70 og 80 °C. Verdiene for lyshet 1& mellom 65 og 80, hvor de fleste verdiene var
over 70. Dette viste at ved koking endret fargen seg 1 fiskekjottet og lysnet. For alle provene
var det en stigning i verdi. Pravene uten antioksidanter var sa vidt lysere enn for prevene med
antioksidanter. Arsaken til dette kan veere at selve antioksidanten var merk i fargen og 14 pé
overflaten av makrellfileten hvor mélingene ble utfert. Yu et al. (2002) viste at kalkunprever
tilsatt vannleselig rosmarinekstrakter hadde lavere L*-verdi enn prever uten. Det var ingen
signifikante forskjeller i lysheten basert pd prosessparameterne. I lagringsforsek av spansk
makrell utfort av Checmarev et al. (2017) sank lysheten i prevene over en lagringsperiode & sju
mdneder. Karoui og Hassoun (2017) utferte et lagringsforsek ved 2 °C av atlantisk makrell var
provene tilsatt rosmarin og basilikum. Disse preovene var lysere enn fisken uten tilsatte
antioksidanter og etter lagring i 15 dager sank verdien for lyshet. Hvorfor det var slik at sous
vide-behandlede prover var merkere ved tilsatte antioksidanter og hadde en gkning i lyshet kan

ikke konstateres.
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Figur 34 Lyshet (L*) malt for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 70 °C.
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Figur 35 Lyshet (L*) malt for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 80 °C.

Fargeparameter a* indikerte rodhet i makrellfiletene. Pigmentet myoglobin er predominant i
pelagisk fisk og gir red farge i fiskemuskel (Checmarev et al., 2017). Figur 36 og 37 viser
verdier for redhet hos sous vide- behandlede prever ved temperaturer 70 og 80 °C, henholdsvis.
Radhetverdiene 1a mellom 0,5 og 2 og varierte gjennom lagringsperioden. Redhet var
gjennomsnittlig sterre for praver kokt ved 80 °C. Utenom temperaturen var det ingen andre

prosessparametere som gav signifikant pavirkning av fargeverdien. Lagringsforseket til Karoui
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og Hassoun (2017) hadde i likhet med dette arbeidet variasjoner i redhet, og hadde problemer

med & dra noen konklusjon. Det viste seg at det ikke var noen sammenheng mellom temperatur

og endring i redhet.
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Figur 36 Redhet (a*) malt for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 70 °C.
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Figur 37 Redhet (a*) malt for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 80 °C.
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Fargeparameter b* kan setes i sammenheng med lipidoksidasjon, siden oksidasjonsprodukter
ofte gir gul-fluorescerende pigmenter (Hamre et al., 2003). En stigning i verdi over en
lagringsperiode kan indikere lipidoksidasjon. I lapet av lagringsperioden 14 b*-verdien mellom
11 og 17 som vist i figur 38 og 39, hvor temperaturene er henholdsvis 70 og 80 °C. I studiet av
Checmarev et al. (2017) hvor lysheten sank var det en stigning i gulhet. For alle provene i dette
studiet bortsett fra de med tilsatt askorbylpalmitat var det en stigning i gulhet i fiskekjottet.

Karoui og Hassoun (2017) hadde ogsa en ekning i b*-verdien over tid.
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Figur 38 Gulhet (b*) malt for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 70 °C.

20
18
16

EmDagl

mDag3

mDag9

m Dag 15
0

T8T10N T8T10A T8T20N T8T20A T8T208B

Gulhet
= = =
N H )] o] [ N H

Figur 39 Gulhet (b*) malt for sous vide-behandlede makrellfileter kokt ved 80 °C.
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Prosessparametere som temperatur, koketid og tilsatt antioksidant viste ingen signifikant
pavirkning for fargeendring. Hoyest temperatur gav litt heyere b*-verdi. Yu etal. (2002) paviste
at rosmarin har effekt mot lipidoksidasjon og da fargeendring. Fargeendringene i dette arbeidet
viste ikke om rosmarin hadde noen signifikant endring pa fiskekjottet sammenlignet med
provene uten antioksidanter. Fargeparameterne i seg selv kan ikke indikere hvor stor oksidasjon

som har forekommet, men derimot indikere om det var en gkende oksidasjon.

Gulhet i fiskemuskel oppstar ved lipidoksidasjon og kommer av dannelse av sekundeere
oksidasjonsprodukter. Det var forventet en ekende mengde TBARS, men som vist i tidligere
avsnitt avtok TBARS for prever kokt ved 70 °C. Ifelge méilt farge pa filetene burde det vert
mer sekundaere oksidasjonsprodukter. Dermed er det sannsynlig at andre sekundazre
oksidasjonsprodukter som konjugerte diener og triener var generert i makrellprovene. I tillegg
kan proteinkarbonyler forarsaket gul farge. Proteinkarbonyler okte med lagringsperioden pa

samme mate som gulheten.

3.10 Mikrobiologi
Detektering av mikrobiell status er nedvendig for & bestemme holdbarheten hos matprodukter.

Varmebehandling benyttes for & forsikre at maten er trygg a spise. Ifelge Dinh Thanh (2018) er
maksgrensen for 7 log CFU/g. Mikrobiell vekst for ramaterialet ble malt dagen etter
vakuumpakking og var pa 4,0 = 0,6 log CFU/g. Dette viste gode hygieniske forhold. Mikrobiell
status malt for sous vide-behandlede makrellfileter oppbevart pa is i 15 dager er gitt i tabell 7.

Tabell 7 Mikrobiell status for sous vide-behandlede makrellfileter. Mikrobiell vekst er gitt i log
CFU/g.

Prove Dagl1l Dag3 Dag9 DaglS

T7T1ION O 0 0 0
T7T10A O 0 0 0
T7T20N O 0 0 0
T7T20A O 0 0 0
T7T20B O 0
T8TION O 0 0 3,3
T8T10A O 0 0 0
T8T20N O 0 0 0
T8T20A 2,5 0 0 0
T8T20B 0 0
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Makrellfileter kokt ved 70 °C hadde ingen bakteriell vekst 1 lapet av lagringsperioden. Prover
kokt ved 80 °C viste ingen vekst, bortsett fra to prover TST20A og T8T10N hadde liten vekst
henholdsvis dag 1 og 15. Arsaken til vekst for disse provene er uviss. Koking etter pakking
hindret kontaminering under lagring. Veksten for prevene kan komme av darlig sterilisering av

utstyret underveis i analysen.

I et studie av sous vide-behandlet laks ved 70 °C utfort av Cosansu et al. (2011) ble holdbarheten
forbedret ved tilsatt antioksidant. Mikrobiell vekst 14 pd 5 log CFU/g i femte uke for prover
uten antioksidant og i sjuende uke for prever tilsatt sitron juice som antioksidant. I dette arbeidet
utgjorde antioksidanter ingen forskjell da temperatur dominerte. Stormo et al. (2017) indikerte
at prosessering av torsk med varme ved kjolig lagring ekte matkvaliteten med hensyn til
mikrobiell vekst. Resultatene fra mikrobiell status for sous vide-behandlede makrellfileter
indikerer at varmeprosessering forlenger holdbarheten. P4 grunn av liten og ingen oppvekst er
ikke tidsbruk for koking og tilsats av antioksidanter signifikant ved lagring i 15 dager. For &
bekrefte om antioksidantene ville utgjort noen effekt med tanke pé bakteriell vekst burde

lagringsperioden vert lengre.
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4 Konklusjon

Formalet med arbeidet har vert & se hvordan ulike prosessparametere innvirket pa atlantisk
makrell ved sous vide-behandling. Prosessparametere som temperatur, koketid og tilsetning av
antioksidanter varierte. Fisken ble etter sous vide-behandling lagret over 15 dager. Det ble tatt

fire uttak, hvor ferste uttak var dagen etter koking.

Sous vide-behandling av makrellfileter forte til koketap. Koketapet var sterst ved forste
uttaksdag og ble redusert utover lagringsperioden. Varmebehandling ved 80 °C gav heyest
koketap. Vanninnholdet ble redusert ved varmebehandling. Det var ingen signifikante
forskjeller i vanninnholdet mellom prevene kokt ved 70 °C. Derimot var vanninnholdet

signifikant sterre for prover uten antioksidanter med en koketid pa 20 minutter ved 80 °C.

Tekstur ble mélt som hardhet. Varmebehandling reduserte hardheten i makrellfiletene.
Koketiden hadde ingen signifikant effekt pa makrellprover behandlet ved 70 °C. I stedet var
hardheten for prever kokt i 20 minutter hoyest ved tilsats av rosmarin. Hardheten ekte utover
lagringstiden for prever kokt ved denne temperaturen. Prover kokt ved 80 °C hadde heyere
hardhet enn prever kokt ved 70 °C. I tillegg gav kort koketid og tilsatt antioksidant signifikant

lavere hardhet for makrellprover.

Varmebehandling reduserte lgseligheten til sarkoplasma- og myofibrillproteiner. Loseligheten
for bade vann- og saltleselige proteiner var signifikant lavest ved behandling ved 80 °C.
Loseligheten til myofibrillproteiner ved 80 °C var signifikant lavere ved en koketid pa 20
minutter og tilsats av rosmarin. Oksidasjon av proteiner var lavest for proever behandlet ved 70
°C for bdde vann- og saltlgselige proteiner. Myofibrillproteiner hadde heyere karbonylinnhold
enn sarkoplasmaproteiner. Proteinkarbonyler for saltlaselige proteiner var signifikant lavest

ved temperaturen 70 °C.

Fettinnholdet i rastoffet ble kvantifisert til 28,9 £ 0,4 %. Totalt lipidinnhold i sous vide-
behandlede makrellprover varierte mellom 23-30 %. Lipidoksidasjon ble studert ved &
analysere PV og TBARS. For begge oksidasjonsproduktene var det ti ganger mer for prover
kokt ved 70 °C og i tillegg var det en minkende mengde produkt utover lagringstiden. Hverken
koketid eller tilsats av antioksidanter utgjorde noen signifikant effekt pa lipidoksidasjon. Praver
med antioksidanter hadde noe lavere PV og TBARS ved begge koketemperaturene, men gav

ingen signifikans.

Varmebehandlingen av makrell forte til fargeendringer. Fiskekjettet ble lysere og gulere. I lopet

av lagringsperioden forekom det litt okning i lyshet. Redheten varierte for alle proveuttakene.
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Gulheten steg gradvis for alle provene utenom de som var tilsatt askorbylpalmitat. Gulfargen

kan ha indikert proteinoksidasjon eller dannelse av sekundere lipidoksidasjonsprodukter.

Det ble ikke funnet vekst av kolonier for makrell varmebehandlet ved 70 °C. For makrellfileter
kokt ved 80 °C var det oppvekst ved ett uttak for to prever, hvor verdiene var pa 2,5 og 3,3 log
CFU/g. Dette viste at provene hadde god mikrobiell holdbarhet.

Samlet sett viste resultatene at koketemperaturen hadde sterst innflytelse pd kjemisk
sammensetning og fysiske egenskaper til makrell gjennom lagringsperioden. For sterst
proteinleselighet, lavt proteinkarbonylinnhold, lavt koketap og god tekstur var det ideelt &
varmebehandle ved 70 °C. Koketiden hadde ogsé effekt. Basert pa resultatene fra
lipidoksidasjon var temperaturen 80 °C mest ideell og i tillegg tilsetning av antioksidanter.
Siden det ikke ble analysert flere sekundaere oksidasjonsprodukter kan det ikke trekkes noen

konklusjon med hensyn pé hvilke prosessparametere som resulterte i lavest lipidoksidasjon.
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Vedlegg A — Radata og beregninger for analyser

Rédata og kalkulasjoner benyttet for & oppna resultatene i dette arbeidet finnes i syv Microsoft

Excel-filer vedlagt som komprimert mappe (Zip). Filene er navngitt etter innhold.



