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Forord
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Sammendrag

Norge er verdensledende innenfor oppdrett av laks og dette resulterer i flere hundre tusen tonn
restrastoff arlig. 1 dagens samfunn, hvor det er stort fokus pa miljgvennlige og barekraftige
prosesser, er ensilering en sentral prosess som utnytter restrastoffet pa en billig og effektiv
mate. Optimalisering av ensileringsprosessen er et viktig forskningsomrade som kan fare til
bedre produktkvalitet og redusering av energiforbruket. Enzymer i fisk spiller en sentral rolle
i nedbrytning av restrastoffet, men det er utfgrt lite forskning pa hvordan enzymene i

fiskeensilasje pavirkes av ulike miljefaktorer.

Formalet med bacheloroppgaven var a undersgke enzymatisk aktivitet (proteaser og lipaser) i
ensilasje laget av hel dad laks fra oppdrettsneeringen under ulike lagringsbetingelser. Malet var
a identifisere optimale forhold for lagring av ensilasjen over tid, for & oppna hgykvalitets-
produkter samt gjgre prosessen mer energieffektiv. Beste ensileringsforhold ble bestemt ved a
undersgke hvordan ulik pH (4, 3,5 og 3) og ulik temperatur (10 °C og 35 °C) pavirket
proteolytisk og lipolytisk aktivitet i ensilasjen under en lagringstid pa 22 dager. | ensilasje er
det gnskelig med hay proteolytisk aktivitet og lav lipolytisk aktivitet.

Ensilasjen ble laget ved a kverne en hel laks og tilsette maursyre. Ulike mengder maursyre ble
tilsatt for a lage ensilasjebatcher pa henholdsvis pH 4, 3,5 og 3. Uttak fra ensilasjen ble utfgrt
pa lagringsdag 4, 11, 18 og 22. | tillegg ble det tatt uttak fra fiskemassen pa dag 0 fer tilsats av
maursyre. Proteolytisk og lipolytisk aktivitet i ensilasjen og fiskemassen, fra alle uttaksdagene,
ble analysert ved 10 °C og 35 °C. Samtidig ble frie fettsyrer i fiskeoljen fra ensilasjen og
fiskemassen analysert for a finne indikasjon pa lipaseaktivitet.

Resultatene viste at proteolytisk aktivitet i ensilasjen gkte ved minkende pH og lipolytisk
aktivitet i ensilasjen gkte ved gkende pH. Enzymaktiviteten ble ogsa pavirket av temperatur,
hvor bade proteaser og lipaser i ensilasjen hadde hgyere aktivitet ved 35 °C i forhold til 10 °C.
Andelen frie fettsyrer var starst i fiskeoljen fra ensilasjen ved pH 4 og gkte for hver uttaksdag.
En korrelasjon ble observert mellom lipolytisk aktivitet og frie fettsyrer. Det ble konkludert
med at ensilasje laget av dgdfisk har beste lagringsforhold ved lavere pH ned mot 3,5-3. |
tillegg kan ensilasjen oppbevares lengre ved 10 °C og kortere ved 35 °C for a redusere

energiforbruket.



Abstract

Norway is world-leading in farming of salmon, resulting in several hundred thousand tons of
rest raw material annually. In today’s society, where there is a significant focus on
environmentally friendly and sustainable processes, ensiling is a central process that utilizes
the rest raw material in a cheap and effective way. Optimization of the silage process is an
important research area that can lead to better product quality and a reduction in energy
consumption. Enzymes in fish play a central role in breaking down the rest raw material, but
little research has been conducted on how the enzymes in fish silage are affected by various

environmental factors.

The purpose of this bachelor thesis was to investigate enzymatic activity (proteases and lipases)
in silage made from a whole dead salmon from the aquaculture industry under different storage
condition. The goal was to identify optimal conditions for storing the silage over time to
achieve high-quality products and make the process more energy efficient. The best silage
conditions were determined by examining how different pH (4, 3.5 and 3) and temperatures
(10 °C and 35 °C) affected proteolytic and lipolytic activity in the silage during a storage period

of 22 days. High proteolytic activity and low lipolytic activity are desirable in silage.

The silage was made by grinding a whole salmon and adding formic acid. Different amounts
of formic acid were added to create silage batches at pH 4, 3.5 and 3, respectively. Samples
were taken from the silage on storage days 4, 11, 18 and 22. In addition, samples from the fish
mass were taken on storage day 0 before adding formic acid. Proteolytic and lipolytic activity
in the silage and fish mass, from all sampling days, was analyzed at 10 °C and 35 °C.
Simultaneously free fatty acids in the fish oil from the silage and fish mass were analyzed to

find indications of lipase activity.

The results showed that proteolytic activity in the silage increased with decreasing pH, and
lipolytic activity in the silage increased with increasing pH. The enzyme activity was also
influenced by temperature, with both proteases and lipases in the silage exhibiting higher
activity at 35 °C compared to 10 °C. The proportion of free fatty acids was highest in the fish
oil from the silage at pH 4 and increased with each storage day. A correlation was observed
between lipolytic activity and free fatty acids. It was concluded that silage made from dead fish
has the best storage conditions at lower pH levels towards 3.5 - 3. Additionally, the silage can
be stored for a longer period at 10 °C and a shorter period at 35 °C to reduce energy

consumption.
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1. Innledning

Fiskeoppdrett i Norge begynte pa 1960-tallet, men fikk det store gjennombruddet med laks i
1970. Siden da har det veert stor vekst, og havbruk har blitt den nest starste eksportnaringen i
landet [1]. Havbruk bidrar til mange arbeidsplasser over hele landet innenfor oppdrett, slakting
og videreforedling av laks [2]. | dag er Norge starst i verden nar det kommer til oppdrett og
eksport av laks og regnbuegrret, og fisken eksporteres til omtrent 100 land med EU som det
viktigste markedet [1,3]. | 2022 var den totale produksjonen av oppdrettsfisk pa 1,62 millioner
tonn, hvor laks utgjorde 95 %. Fra den totale produksjonen ble det eksportert rundt 1,31
millioner tonn laks og regnbuegrret til en samlet verdi pa 110,8 milliarder norske kroner [4].

Norge har store ambisjoner om videre vekst innenfor havbruket, og har satt seg som mal a
femdoble lakseproduksjonen fra 1 million tonn i 2010 til 5 millioner tonn i 2025 [5]. Et stadig
gkende produksjonsvolum farer til starre mengder restrastoff, og i 2020 var denne mengden
like under 450 000 tonn [6]. Dadfisk i merdene utgjer en stor del av restrastoffet fra havbruk
(rundt 20 %), og er et stort tap for produksjon til humant konsum [7,8]. 1 2022 ble det registrert
58 millioner dgde laks i oppdrettsanlegg [9]. A utnytte dadfisk og annet restréstoff som blant
annet hoder og innvoller til verdiskapende produkter er viktig for baerekraftig utvikling [6].

| dag finnes mange prosesser som gir god utnyttelse av restrastoffet, hvor ensilering, som
omhandler restrastoff tilsatt syre, er en viktig prosess [7,10]. Det er ogsa mye forskning pa
restrastoff for & finne mater a utnytte det enda bedre. Scanbio Ingredients AS har som mal a
redusere global oppvarming ved & unytte avfall fra sjgmatindustrien til & danne verdifulle
produkter innenfor bioenergi- og forindustrien [11]. EnsilPro er et IPN prosjekt
(innovasjonsprosjekt i neringslivet) Scanbio Ingredients AS har i samarbeid med Sintef Ocean,
og idéen bak prosjektet er a finne bedre teknologiske lgsninger for a optimalisere fiskeolje og

fiskeproteinkonsentrater i fiskeensilasje.

Bacheloroppgaven tar del i IPN prosjektet EnsilPro. Hensikten med oppgaven er a undersgke
hvordan ulik pH og temperatur i ensilasje av K2 laks, dgdfisk, pavirker hydrolysen og
stabiliteten av proteiner og lipider under lagring. Malet er a identifisere beste lagringsforhold
for ensilasjen basert pa hva som gir optimal produktseparasjon, samt hvordan energiforbruket

kan reduseres. Dette skal bestemmes ved &:

e Analysere enzymatisk aktivitet, i form av proteaser og lipaser, ved ulik pH og temperatur.

e Kuvantifisere frie fettsyrer for a finne indikasjon pa lipaseaktivitet.



2. Teorli

2.1 Restrastoff fra fiskeoppdrett

Nerings- og fiskeridepartementet definerer restrastoff fra fisk som: «det som ikke er det
primare hovedproduktet etter slaying og eventuell videre behandling av fisk». Dette inkluderer
deler av fisken som skinn, avskjer, hode, rygg, innvoller og blod [12]. Prosentandelen hver av
delene utgjer av den totale vatvekten av en oppdrettslakslaks er vist i Figur 1. Til sammen kan
restrastoffet utgjare opptil 41,5 % av vatvekten til laksen [13]. Restrastoffet kan ogsa veere hele
dade fisk som ikke kan brukes til menneskelig konsum, eller som for til matproduserende dyr
[7]. Laksen inneholder verdifulle vitaminer, mineraler, proteiner og lipider som kan brukes til
flere produkter. Utnyttelse av restrastoff fra fisk er en viktig ressurs i norsk sjgmatneering som

bade er gkonomisk og miljgmessig gunstig [7,13].
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Figur 1. Prosentvis fremstilling de ulike fraksjonene i restrastoff utgjer av den totale vatvekten i
oppdrettslaks. Modifisert fra [13,14].

| Norge ble det registrert 1,1 millioner tonn restrastoff fra fiskeri- og havbruksnaeringen i 2021,
hvor 905 600 tonn ble utnyttet til verdifulle produkter (83 %). Fra 905 600 tonn var 496 500
tonn restrastoff fra havbruksnaringen (laks og grret). Innen havbruksnaringen ligger
utnyttelsesgraden av restrastoff pa 94 %, hvor det kun er blod som ikke blir utnyttet.
Majoriteten av restrastoffet fra havbruksnaringen er slo som kommer fra slakteriene eller hele
dede fisk fra merdene. Den resterende mengden som ikke ble utnyttet var hovedsakelig fra
hvitfisksektoren, og var fisk som ble slgyd eller prosessert direkte om bord pa batene, hvor
restrastoffet ikke ble tatt med tilbake til land [7].



Restrastoff fra fisk er lett bedervelig, og ma behandles raskt for a utnytte det til produkter av
hgy kvalitet [15]. Det meste av restrastoffet ma gjennom en prosessering, hvor det konserveres
far det kan brukes videre i ulike prosesser som til for og bioenergi. Figur 2 viser fordelingen
av hvilke prosesser restrastoffet ble anvendt til i 2021. Ensilering er en mye brukt prosess, og
i 2021 gikk 48 % av restrastoffet til dette [7]. Det er en gkning pa 7 % fra 2018 [12]. 17 % av
restrastoffet ble anvendt til separering av fiskeprotein og fiskeolje, og kom fra havbruks-
naringen. Figuren viser ogsa at 13 % av restrastoffet ble anvendt direkte eller indirekte til
konsum i form av sjgmatprodukter og tran [7].
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Figur 2. Mengde restrastoff, i prosentandel og tonn, som ble anvendt til ulike prosesser i 2021.
Modifisert fra [7].

Restrastoff deles inn i tre kategorier basert pa risikoen det utgjar for mennesker sin helse, og
dermed hva det kan anvendes til [16]. De tre kategoriene handteres etter animaliebiprodukt-
forskriften [17]. Kategori 1 materiale (K1) har hgyest risiko, og restrastoff i denne kategorien
brennes for & holde det unna matkjeden. Kategori 2 materiale (K2) inneberer fisk som der i
merdene far slakting. Dedfisk er et annet ord som benyttes, og vanlige bruksomrader er
produksjon av bioenergi, gjgdsel og pelsdyrfor [18]. Et forbud mot norsk pelsdyroppdrett trer
i kraft fra 1. februar 2025, slik at produksjon av pelsdyrfor snart forsvinner i Norge [19]. Et
nyere bruksomrade er bruk av fiskeolje fra K2 til skinngarving, noe som er med & erstatter
farlige kjemikalier [20]. Fra 2018-2021 var dedfisk den nest stgrste kategorien av type
restrastoff pa 23 %. K2 er hovedsakelig laks og grret fra oppdrettsnaringen. Kategori 3
materiale (K3) er restrastoff fra fiskeslakteri eller fiskeforedlingsanlegg [7]. K3 har lavest

risiko og kan brukes i for til matproduserende dyr [16,18].



2.2 Fiskeensilasje

Fiskeensilasje er et produkt som bestar av restrastoff fra fisk tilsatt syre. Maursyre er vanligst
a bruke i Norge, og formalet med syren er & senke pH til under 4 for a stoppe bakterieveksten
I ensilasjen. Syren fungerer som et konserveringsmiddel og gjer ensilasjen lagringsstabil over
en lengre periode. | tillegg kan det tilsettes antioksidanter som hindrer at fettet i ensilasjen
harskner [10]. Restrastoffet som benyttes er avfall fra filetindustrien, slayeavfall, eller hele fisk

som ikke kan brukes til menneskelig konsum [21].

Produksjon av fiskeensilasje er en enkel og billig prosess for a utnytte restrastoff fra fisk som
ellers ville blitt kastet. Dette forer til bedre utnyttelse av ressurser, samt at det er gkonomisk
gunstig. Restrastoffet inneholder mange gode neringsstoffer som er enkle & fordagye for
matproduserende dyr og fisk, og fungerer derfor bra til bruk i for [21]. Andre bruksomrader er
bioenergi, gjedsel og skinngarving [20]. For a sikre god kvalitet pa ensilasjen er det viktig at
restrastoffet er sa ferskt som mulig. Derfor er det vanlig at ensilasjen lages direkte i
fiskeforedlingsanleggene som ligger langs kysten for a konservere restrastoffet raskt. Deretter
blir ensilasjen hentet av lastebiler eller bater, og fraktet til anlegg som utfarer videre behandling
[22].

Fiskeensilasje lages ved at restrastoff fra fisk kvernes til en tykk, homogen masse, og maursyre
og antioksidanter blandes inn i massen. Nar pH kommer under 4 og temperaturen i massen er
over 5 °C, vil det starte en hydrolyse. Denne prosessen blir ogsa kalt for “autolyse” da
hydrolysen skjer automatisk under de rette forholdene [10]. Under autolysen vil enzymer i
restrastoffet bryte ned proteiner til peptider og aminosyrer, noe som gir en tyntflytende
ensilasje [21]. Hastigheten pa autolysen avhenger av hvor mye enzymer som er til stede og
temperaturen i massen. Innvollene i fisk er rik pa enzymer, sakalte fordgyelsesenzymer, og
dermed vil restrastoff fra slaying veere mest optimalt til bruk i ensilasje. Autolysen skjer raskere
ved gkende temperatur opp til 37-38 °C [10]. For hgy temperatur (>40 °C) er ikke gnskelig i
denne delen av prosessen da det vil inaktivere de fleste enzymene [21,23].

Nar ensilasjen er ferdig laget, pumpes den gjennom rer til tankanlegg for lagring fram til
kundelevering og videre behandling. | lagertankene brukes sirkulasjonsanlegg for & holde
ensilasjen i kontinuerlig bevegelse slik at bein ikke legger seg i bunnen. Det skilles mellom
kontinuerlig produksjon og batchproduksjon, hvor forskjellen er hvor store mengder restrastoff
de kan handtere. Et eksempel pa hvordan et ensileringsanlegg for batchproduksjon kan se ut er
vist i Figur 3 [10].
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Figur 3. En skisse over hvordan et ensileringsanlegg med batchproduksjon kan se ut. Denne type
anlegg brukes ved mindre mengder restrastoff, og syretilsats skjer vanligvis manuelt [10].

Som konserveringsmiddel kan det brukes uorganiske syrer som svovelsyre, saltsyre og
salpetersyre, eller organiske syrer som maursyre, eddiksyre og propionsyre. Uorganiske syrer
er sterkere enn organiske syrer, og trenger en lavere pH for & gjgre ensilasjen lagringsstabil
[10]. Grunnen er at uorganiske syrer ioniserer 100 % i en vandig lgsning, mens organiske syrer
ikke ioniseres fullstendig. Dette farer til at uorganiske syrer har en hgyere konsentrasjon av
hydrogenioner i lgsningen, noe som gir en lavere pH [24]. Det trengs en starre mengde syre for
a fa en lavere pH i ensilasjen, noe som kan vere gkonomisk ugunstig. Et problem som kan
oppsta ved bruk av syre med lav pH er at de kan gdelegge stalet i anlegget gjennom korrosjon
[10]. En lav pH farer ogsa til at produktet ma ngytraliseres far videre bruk [25]. Organiske
syrer, spesielt maursyre, er a foretrekke da denne er en svak syre, og ensilasjen kan brukes
direkte i videre produksjon uten a ngytraliseres farst [21]. Organiske syrer har ogsa vist seg a
ha antimikrobielle egenskaper, og har evnen til & drepe patogene mikroorganismer som
forarsaker sykdom og hindrer vekst hos husdyr [26,27]. Bruk av organiske syrer fgrer dermed

til bedre vekst og mindre dedelighet blant husdyr, og er bedre gkonomisk for bedriften [21].

Hvor mye syre som tilsettes i ensilasjen varierer ut fra restrastoffet som benyttes. Inneholder
restrastoffet mye bein kreves det mer syre enn om det er lite bein. Dette skyldes at bein bestar
av kalsiumforbindelser som ngytraliserer syren etter hvert som den trekker inn i beinmassen.
Tiden syren bruker for a trenge inn i beinene kan skje gradvis over noen dager, og avhenger av
hvor godt restrastoffet ble kvernet. Det er viktig a ha kontroll over pH i ensilasjen for a passe

pa at den ikke blir for hgy. | tillegg er det viktig at ensilasjen ikke er for tykk, og at syren er



jevnt fordelt og blandet godt inn. Dette er for & unnga at deler av ensilasjen far for hgy pH og
begynner a ratne, noe som vil gdelegge hele batchen med ensilasje. Maling av pH kan utfares
ved bruk av pH-meter eller lakmuspapir. For maursyre er det gnskelig & holde pH mellom 3,5
og 4 [10]. Dette pH-omradet hindrer bakterievekst, gjgr enzymene aktive, og farer til at

korrosjon i staltankene skjer saktere.

Antioksidanter blandes inn med syren far det tilsettes til den kvernede fiskemassen. Formalet
med & bruke antioksidanter i ensilasje er & hindre harskning av fett, noe som gir bedre olje-
kvalitet. Hvor stor mengde antioksidanter som tilsettes varierer og avhenger av fettinnholdet i
restrastoffet, men anbefalingen er 1 % av mengden syre som brukes [10]. Tidligere var det
vanlig & benytte seg av ethoxyquin (EQ) i fiskeensilasje som er en syntetisk antioksidant. |
2017 ble det derimot vedlagt & utfase bruk av EQ i dyrefér, da en undersgkelse gjort av
European food safety authority (EFSA) ikke kunne konkludere om EQ var trygg for helse og
miljg. Det er forsket pa bruk av andre antioksidanter og kombinasjoner av antioksidanter i
fiskeensilasje [28]. Butylhydroksyanisol (BHA) og propylgallat (PG) er to syntetiske
antioksidanter som brukes sammen i fiskeensilasje [29].

2.3 Produksjon av fiskeolje og proteinhydrolysat

Fiskeolje og proteinhydrolysat er to viktige produkter som stammer fra hydrolyseprosessen
under ensileringen. Ensilasjen lagres i lagringstanker som ravare ved 10 °C i flere dager. For &
fa hydrolyseprosessen til & skje raskere fares ensilasjen inn i hydrolysetanker ved 35 °C, og
oppbevares der i noen dager. Dette er en energikrevende prosess da det kreves en del energi
for & varme opp store batcher med ensilasje fra 10 °C til 35 °C. Videre blir ensilasjen
varmebehandlet ved hgy temperatur for & inaktivere enzymene. Etter varmebehandling
separeres fiskeolje og proteiner ved hjelp av sentrifugalkraft, og lasningene behandles videre
til renere produkter. Den ekstraherte fiskeoljen fra K2 kan benyttes til skinngarving, direkte

som fyringsolje eller innsatsfaktor i produksjon av biodrivstoff [30].

Figur 4 viser hvordan de ulike lagene i ensilasje av K2 laks legger seg etter sentrifugering.
Fiskeolje er det gverste laget og er fiskefettet i ensilasjen. Emulsjon er den andre fasen og bestar
av fiskeolje og vann. Hydrolysat er den tredje fasen og bestar av vann og proteiner. Sedimenter
er bunnfallet og bestar av komponenter som ikke har lgst seg under ensileringsprosessen og
vann, deriblant kan dette laget inneholde bein. Hydrolysat og sedimenter brukes sammen som

proteinhydrolysat, og kan brukes til produksjon av bioenergi [30].
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Figur 4. De ulike fasene som befinner seg i fiskeensilasje etter sentrifugering. Fiskeolje er fettet i fisken,
emulsjonen er blanding av olje og vann, hydrolysat bestar av proteiner og vann, og sedimenter er
bunnfallet.

2.4 Fiskens sammensetning

Fisk betegnes som et virveldyr og den kjemiske sammensetningen hos ulike fisketyper varierer
fra art til art. Organer og enzymer i fisk er i stor grad lik mennesker sine, men i stedet for
muskelbunter og sener er fiskens hovedmuskulatur strukturert i langsgaende fileter [31].
Begrepet fiskekjgtt brukes om denne langsgaende fileten i fisken [32]. Bade fiskens hud og
skjell bestar av levende celler, og epitelceller og slimceller er hovedkomponentene i det ytre
hudlaget. Fiskekjgttet bestar av flere biomolekyler, deriblant proteiner og lipider, og innholdet
av disse varierer blant annet basert pa type fisk, kjgnn, alder og arstid. I tillegg bestar fisk av
en god del mengde med vann. Tabell 1 viser sammensetningen av disse molekylene i ulike
fisketyper [31,33]. Protein-, lipid-, vann- og karbohydratinnhold i fiskekjatt ligger henholdsvis
pa omtrent 16 - 21 %, 0,5 - 2,3 %, 52 - 82 % og 0,5 % av vatvekten til fisken [34].

Tabell 1. Kjemisk sammensetning av proteiner, fett og vann i vatvekt fiskekjgatt for ulike fiskearter [33].

Fiskeart Proteininnhold [%6] Fettinnhold [%] Vanninnhold [%0]
Kolmule 13,8 - 15,9 1,9-3,0 79 - 80

Torsk 15,0-19,0 0,1-0,9 78 —83

Al 14,4 8,0 -31,0 60 — 71

Sild 16,0 — 19,0 0,4-22,0 60 — 80
Radspette 15,7 -17,8 1,1-3,6 81

Laks 21,5 0,3-14,0 6777

Drret 18,8 -19,1 1,2-10,8 70-79




2.4.1 Proteiner og enzymer i fisk

Enzymer er globulere proteiner, som er bygd opp av mange aminosyrer, og katalyserer alle
livsngdvendige reaksjoner i levende organismer. En aminosyre bestar av en aminogruppe
(NH2-) bundet til et karbonatom med en R-gruppe og en karboksylsyregruppe (COOH-).
Aminosyrene utgjer proteinenes primare struktur og er bundet sammen ved hjelp av kovalente
peptidbindinger. Bindingene er mellom aminogruppen i en aminosyre og karboksylsyre-
gruppen i en annen aminosyre, slik som Figur 5 viser. N-terminal ende er den frie karboksyl-
syregruppen og C-terminal ende er den frie aminogruppen. Oligopeptider inneholder fa
aminosyrer, mens polypeptider og proteiner inneholder flere tusen aminosyrer. Aminosyrene

kan foldes sammen til vannlgselige tredimensjonale strukturer [35].

Peptidbindinger
Fri aminogruppe Fri karboksylsyregruppe
g H O|lH H O\H H o )
e, | Idl LIyl | 7
®
H—N—C—C—N—C—C —N—C—C\
H | | | 0°
R R
Y Y Y
Aminosyre | Aminosyre 2 Aminosyre 3

Figur 5. Struktur av aminosyrer bundet med peptidbindinger. Modifisert fra [35].

| tillegg til enzymer kan proteiner ogsa fungere som muskelproteiner, immunoglobuliner og
transportproteiner [36]. Fisk bestar av ulike proteiner som deles opp i de tre hovedgruppene
myofibriller, sarkoplasmaproteiner og stromaproteiner. Innholdet av disse i fiskekjott er
henholdsvis pa 70 - 80 %, 20 - 30 % og 3 % av totalt proteininnhold i fiskemuskelen [34].
Myofibriller er hovedkomponentene i muskelfibrene, og aktin og myosin er eksempler pa slike
proteiner. Postmortale endringer i fiskemuskel, postmortal pH og proteolyse farer til
nedbrytning av myofibrillene. Myogen og myoalbumin er vannlgselige sarkoplasmaproteiner
som finnes fritt i muskelcellens sarkoplasma. Bindevevsproteinene kollagen, elastin og
retikulin lgses verken i saltlgsning eller i vann. Denaturering av proteiner vil si a endre
konformasjonstrukturen til proteinene slik at de blir mindre lgselige og felles ut av lgsningen.
Proteinene kan felles ut med blant annet hgye saltkonsentrasjoner, etanol, syre, varme eller

mekanisk rgring [33,34].



Enzymer deles opp i seks hovedgrupper; oksidoreduktaser, transferaser, hydrolaser, lyaser,
isomeraser og ligaser [37]. Hydrolaser er enzymer som katalyserer hydrolysereaksjoner,
reaksjoner som spalter to molekyler ved & addere vann, og er den stgrste gruppen enzymer [37—
39]. Eksempler pa hydrolaser er proteaser, lipaser, esteraser, glykosidaser, amidaser, nukleo-
tidaser og fosfataser [40]. De far navnet sitt etter hvilket substrat de hydrolyserer og endingen
-ase. Mange av hydrolasene tar del i fordgyelse av naringsstoffer ved a bryte bindinger mellom
C-O, C-Neller C-C [37].

2.4.1.1 Proteolytisk aktivitet

Proteaser katalyserer spalting av peptidbindinger i proteiner til mindre peptider, og peptidaser
katalyserer oppdeling av disse til frie aminosyrer som vist i Ligning 1. Alle eukaryote og
prokaryote organismer, deriblant fisk, inneholder proteaser og peptidaser som er viktige for
metabolismen [41,42]. Proteolytiske enzymer finnes i alle vev, men har hgyest aktivitet i
innvoller [43]. Nedbryting av proteiner til aminosyrer skjer i magetarmsystemet. Nar proteiner
nar magesekken vil mageslimhinnen stimuleres og skille ut gastrin. Gastrin er et hormon som
videre aktiverer utskillelse av HCI og proenzymet pepsinogen fra veggen i magesekken [41].
HCI bidrar til et surt miljg som gjer det lettere & bryte ned proteiner, dreper bakterier, og
omdanner pepsinogen til proteasen pepsin [44]. Videre i tynntarmen vil det sure mageinnholdet
aktivere utskillelse av sekretin. Nar sekretin er til stedet i blodet blir mageinnholdet ngytralisert
ved hjelp av hydrogenkarbonat (HCO3") som skilles ut fra bukspyttkjertelen. Det ngytrale
miljget omdanner trypsinogen, kymotrypsinogen og prokarboksypeptidaser til henholdsvis

peptidasene trypsin, kymotrypsin og karboksypeptidase [41].

Protein Protesss Peptider IMAminosyrer (1)
Proteaser deles inn i eksopeptidase og endopeptidase. Endopeptidaser kutter bindingen mellom
aminosyrer inne i peptidkjeden. De kategoriseres basert pa hvor i aminosyresekvensen
spaltingen foregdr; serin-, aspartat-, cystein-, threonin-, eller gluatamatpeptidaser [39,42].
Eksopeptidaser kutter aminosyrer fra enden (N-terminal eller C-terminal) av peptidkjeden.
Aminopeptidaser er eksopeptidaser som kutter ved N-terminal ende, og karboksypeptidaser
kutter ved C-terminal ende [45].



Generell proteolytisk aktivitet ble farst malt i fiskevev hvor Bovine hemoglobin ble brukt som
substrat [46], da dette substratet har god stabilitet ved alkalisk og sur pH. Proteasene i ekstraktet
spalter peptidbindingene i hemoglobin under de rette inkubasjonsbetingelsene. Kasein kan
ogsa brukes som substrat, men denatureres ved lav pH under 4 - 5 [46]. Protein- og peptid-
innholdet i ekstraktet kan kvantifiseres ved hjelp av Lowry metoden [47]. | fiskevevs-
eksperimentet ble ekstraktene fortynnet far inkubasjon med substratet, for & fa omtrentlig
samme enzymkonsentrasjon, samt oppna korrespondanse mellom trikloreddiksyrelgselige
(TCA) proteiner og standardkurven i Lowry metoden [46]. | tillegg ble nullprgver laget og
subtrahert fra de enzymaktive prgvene for a finne totalt hvor mange peptider som ble spaltet.
Bovine serum albumin (BSA) ble benyttet til & lage standardkurven i Lowry, og absorbansen
ble malt ved 750 nm. Sammenligning av proteolytisk aktivitet fra forskjellige forsgk er
vanskelig da den analytiske prosedyren avhenger av rastoffet som benyttes, samt at peptidene

er sensitiv til utstyret [46].

2.4.1.2 Lipolytisk aktivitet

Lipaser deles inn i flere grupper, deriblant triacylglyserol lipaser, bukspyttkjertel lipaser, bile
salt-dependent lipaser, og lipoprotein lipaser [48]. De katalyserer hydrolyse av esterbindinger
i ulike substrater som triglyserider, kolesterylestere og vitaminestere [49]. Eksempelvis vil
triacylglyserol lipase spalte triglyserider til glyserol og frie fettsyrer som vist i Ligning 2.
Lipaser finnes i nesten alt vev i fisk, blant annet i lever, bukspyttkjertelen og fordgyelses-
kanalen, og spiller en viktig rolle i fordgyelsen av fett [49-51]. Fett er et sveert hydrofobt
substrat og ulgselig i vann [44]. Lipaser ma derfor kunne jobbe effektivt ved et olje-vann-
grensesnitt for at reaksjonen skal skje. For & klare dette ma lipasen ha molekylere egenskaper
som forhindrer inaktivering ved grensesnittet, og de ma opprettholde sin struktur i det aktive
setet [51]. Fra leveren blir det produsert gallesalter (natriumsalter av glykocholat og tauro-
cholat) som reduserer overflatespenningen til fettet, og gjer at fettet emulgerer til mindre
fettdraper. Dette gjor at fettet kan brytes ned av lipaser [44]. A kontrollere lipolytisk aktivitet i
restrastoff fra fisk er viktig for & minimere nedbrytning av verdifullt fett, og for a oppfylle

retningslinjene som kreves for fiskeolje [48].

. . Triacylglyserol lipase .
Triglyserider + H,0 Glyserol + Frie fettsyrer (2)
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Lipolytisk aktivitet kan bestemmes ved hjelp av en fluorescensmetode som omhandler
frigjering av fluorescerende lys av et ikke-fluorescerende substrat ved hydrolyse. 4-methylum-
belliferylheptanoat (4-MUH) brukes som et ikke-fluorescerende substrat i en liposomal
dispersjon av soyalecitin. Lipase spalter 4-MUH til heptansyre og 4-methyllumbelliferone (4-
MU), som er fluorescerende, i henhold til Ligning 3. Hvert 4-MU molekyl som dannes
indikerer hydrolysen av ett molekyl fettsyre ved hjelp av lipase. Metoden er mer spesifikk og

sensitiv for lipaser i sure miljg [48].

Lipase

4 — MUH (ikke — fluorescerende) 0 heptansyre + 4 — MU (fluorescerende) (3)
2!

2.4.1.3 Enzymaktivitet etter dgden

Enzymaktiviteten i fisk er fremtredende i mage og tarm hvor pepsin, trypsin og lipase er de
viktigste fordeyelsesenzymene. Ved fiskens dgd vil mekanismene som styrer enzymene slutte
a virke, og fordgyelsesenzymene vil starte a bryte ned fisken ved & ga lgs pa tarminnhold,
tarmvegger og bukveggen [31]. Lysosomene i fisken inneholder enzymer (lysozymer) som
blant annet proteinspaltende katepsiner. Enzymene i lysosomene har som oppgave a lgse opp
dede celler [45]. Etter fiskens ded vil lysosomene frigjgre disse enzymene som bidrar til
nedbrytning av proteiner i fiskemuskelen, noe som farer til en blgt muskulatur [45,52].
Enzymer i lysosomene regnes som de viktigste muskelenzymene [45]. Ordet blodranda brukes
om nyrene til fisken og er det viktigste blodproduserende organet. | blodranda finnes det ogsa
proteolytiske enzymer som gdelegger vannbindingsevnen og spalter proteiner. | tillegg vil det
etter deden dannes gunstige omgivelser for bakterier i fisken som er med a gke enzym-
konsentrasjonen. Fisk inneholder ogsa enzymer, kalt amylase, som spalter karbohydrater til
glukose. Enzymene er aktive lenge etter fiskens dad, og farer til rask @deleggelse av uslayd
fisk [31]. Grunnet overflod av enzymer, vil restrastoff fra fisk vaere utsatt for oksidasjon som
kan fare til harsk lukt og smak [53].

2.4.1.4 pH og temperaturpavirkning pa enzymer

Hvor stor enzymaktiviteten er i fisk avhenger av type fisk og mageinnhold. 1 tillegg har pH og
temperatur en stor pavirkning [54]. Ved temperaturer under 20 °C vil det vaere lav proteolytisk
aktivitet uavhengig av fiskeart, vevsfraksjon og pH [43]. Fordgyelsesenzymene har hgyere
proteolytisk aktivitet enn muskelenzymene. Katepsin D i lysosomene spalter proteiner til

peptider og katepsin A, B og C spalter disse videre [54]. Katepsin B har en optimums pH
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mellom 5,5 - 6,5 og optimums temperatur mellom 45 - 55 °C. Katepsin D har en optimums pH
mellom 2,5 - 3,8 og optimums temperatur 37 - 55 °C. Aktiviteten for katepsin B synker raskt
ved en pH over 7 - 7,5 og under 4 - 5 [48]. | fisk er Katepsin D tilpasset til & kunne jobbe ved
lave temperaturer [45]. Et forsgk gjennomfart pa enzymer fra fordgyelsessystemet hos
Atlantisk laks (Salmo salar) kom frem til at pepsin har en optimums pH pa 3,05, og trypsin har
en optimums pH pa 8,98 [55]. Hvor sensitiv aktiviteten av pepsin og trypsin i laks er til
endringer i pH er vist i Figur 6. Ved en gkning eller minking av pH fra optimums pH, vil
enzymaktiviteten endre seg mye [55]. Optimums temperaturen til pepsin ligger mellom 35 - 40

°C. For trypsin er det stor variasjon i optimums temperaturen for ulike fiskeslag, og ligger i

omradet mellom 35 - 63 °C [48].
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Figur 6. pH-pavirkning pa aktiviteten til pepsin, trypsin og lipase. Horisontal linje viser krysnings-

punktene hvor enzymene mister 10 % av aktiviteten fra den hgyeste aktiviteten i optimums pH [55].

Trypsin har en autokatalytisk aktivering hvor ferdigdannet trypsin aktiverer dannelse av mer
trypsin. Jo starre mengde trypsin som dannes i tarmene, jo raskere skjer aktiveringen [45]. |
tillegg aktiverer trypsin omdannelse av kymotrypsinogen til kymotrypsin [48]. Kymotrypsin i
laks har optimums pH pa 7,63 og en optimums temperatur mellom 45 - 55 °C. For fisk tilpasset
kaldt vann vil trypsin og kymotrypsin veere mer aktiv ved lave temperaturer, og ustabil ved en
pH under 5. | fisk har de lipolytiske enzymene et optimum mellom pH 7 - 8 og temperatur 25
- 37 °C [48,55]. Ett studie gjort pa laks viser at optimums pH for lipaser i fordgyelsessystemet
i laks ligger pa pH 7,95. Hvordan aktiviteten for lipaser endrer seg ved ulike pH er vist sammen
med pepsin og trypsin i Figur 6 [55]. En liten endring i pH gir en stor reduksjon i lipase-
aktiviteten. Noen enzymer i fisk kan veere aktive ved temperaturer under -20 °C [56].
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2.4.2 Lipider i fisk

Lipider er essensielle biomolekyler for alle levende organismer. De klassifiseres som hydro-
fobe eller amfipatiske forbindelser, og er lgselige i upolare organiske lgsemidler. Fettsyrer er
den enkleste formen for lipider, og inneholder en karboksylsyregruppe (COOH) og en lang
hydrokarbonkjede (R). De har enten ingen, en eller flere dobbeltbindinger mellom karbon-
atomene i kjeden og kalles henholdsvis for mettede fettsyrer, monoumettede fettsyrer og
polyumettede fettsyrer (PUFA). | naturen finnes det lite trans-fett, hvor hydrogenatomene
befinner seg pa hver side av dobbelthindingen, og hovedmengden av fettsyrene er cis-fett, hvor
hydrogenatomene befinner seg pa samme side av dobbeltbindingen. En omega-3 (n-3) fettsyre

har den siste dobbeltbindingen tre karbonatomer bort fra slutten av hydrokarbonkjeden [57].

Fettsyrer er byggesteiner for mer komplekse lipider som triacylglyseroler (triglyserider) og
glyserofosfolipider (fosfolipider). Triglyserider fungerer som intracelluleert lagringsmolekyl
for metabolsk energi, er veldig hydrofobe, og bestar av tre fettsyrer forestret til glyserol
(C3Hg03), som vist i Figur 7. Fosfolipider er hovedkomponenten i biologiske membraner og
bestar av et polart hode og en upolar hale. Strukturen til fosfolipidene bestar av glyserol bundet
til to fettsyrekjeder ved hjelp av en esterbinding, samt en fosfatgruppe bundet til den siste OH-
gruppen. Fosfatgruppen er videre bundet til en variabel gruppe X. Figur 8 viser grunnstrukturen
til fosfolipider [57].

H,C—CH—CH, )l(
O 0 0 ?
L\ 0=p—0
O0=C C=0 C=0 (I)
H;_T—(le—CH2
T
O= §C (?; =0
R, R, R, R, Ry
Figur 7. Triglyseridstruktur bestar av en Figur 8. Fosfolipidstruktur bestar av en fosfat-
glyserolgruppe og tre fettsyrer med lange gruppe med en variabel X og to langkjedede
hydrokarbonkjeder. Modifisert fra [57]. fettsyrer. Modifisert fra [57].
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Omega-3 fettsyrer er ifglge forskning forebyggende mot hjerte- og karsykdommer [58]. Fiske-
olje inneholder rikelige mengder med n-3 PUFA med lange kjeder, og har derfor dokumentert
effekt mot kardiovaskuleere og inflammatoriske sykdommer. Figur 9 viser strukturen av
eikosapentaensyre (EPA), dokosaheksaensyre (DHA) og dokosapentaensyre (DPA) som er
essensielle marine n-3 fettsyrer [58,59]. Linolsyre og linolensyre er ogsa viktige fettsyrer, men
utgjer bare 2 % av fiskefettet i motsetning til EPA og DHA som kan utgjgre opp til 30 %,
avhengig av art [33].

O
HoM AN N N N
Eikosapentaensyre (EPA, 20:5 n-3)
O
HO — = — — — —
Dokosaheksaensyre (DHA, 22:6 n-3)
O

HOM—V_ T T -

Dokosapentaensyre (DPA, 22:5 n-3)

Figur 9. EPA, DHA og DPA fettsyrer er essensielle marine lipider i fiskeolje. Modifisert fra [59].

Torsk inneholder 0,3 % fett i muskelen, og rundt 50 — 70 % fett i leveren. Laks har en ujevn
fettfordeling i muskulaturen og lite fett i leveren, samt mest fettinnhold i finnefestene og
bukveggen. Fettet i fisken bestar av flest triglyserider med 12 til 24 karbonatomer i fettsyrene,
0og mange av disse er umettede fettsyrer med 1 til 6 dobbeltbindinger [33]. Sintef Industry
analyserer ofte fettsyresammensetning i laks, og Tabell 2 viser fettsyresammensetning i
oppdrettslaks fra en analyse utfgrt i 2024 [60]. Mengde n-3 fettsyrer i fisk stammer i hovedsak
fra deres kosthold, og det varierer derfor hvor mye n-3 fettsyrer det befinner seg i oppdrettslaks

avhengig av hvilket for de inntar [61].
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Tabell 2. Fettsyresammensetning i oppdrettslaks. Analysen er utfgrt av Sintef Industry i1 2024 [60].

Fettsyre [9%6] Fettsyre [%%6]
6:0 <0,1 18:4 n-3 SDA 0,72
8:0 <0,1 20:0 0,36
10:0 <0,1 20:1 n-7 0,43
11:0 <01 20:1 n-9 3,86
12:0 <01 20:2 n-6 1,09
13:0 <01 20:3 n-6 0,30
14:0 1,94 21:0 <0,1
14:1 n-5 <0,1 20:4 n-6 ARA 0,29
15:0 0,19 20:3n-3 0,58
15:1 n-5 <0,1 20:4 n-3 ETA 0,83
16:0 8,6 20:5 n-3 EPA 2,62
16:1 n-7 2,45 22:0 0,17
17:0 0,14 22:1n-11 2,4
17:1 <0,1 22:1 n-9+n-7 0,46
18:0 2,61 22:2 n-6 <0,1
18:1 n-9 (cis og trans) 38,8 21:5n-3 0,23
18:1 n-7 (cis) 2,87 22:4 n-6 <0,1
18:1n-5 0,15 22:5 n-6 0,27
18:2n-6 LA 13,57 22:5 n-3 DPA 1,06
18:2 n-6 (trans) <0,1 24:0 <0,1
18:3 n-6 GLA 0,13 22:6 n-3 DHA 4,8
19:0 0,18 24:1 0,38
18:3n-3 ALA 6,86
Sum mettede fettsyrer 14,2 Forhold n-6/n-3 0,88
Sum monoumettede fettsyrer 51,7 Sum EPA + DHA 7,4
Sum PUFA (n-6) 15,65 Sum identifiserte fettsyrer 99,3
Sum PUFA (n-3) 17,7 Sum uidentifiserte fettsyrer 0,7
Sum total-PUFA 33,3

| tillegg til triglyserider og fosfolipider inneholder ogsa fisk blant annet steroler [33]. Steroler
er steroider som inneholder en hydroksylgruppe (OH-), og steroider er lipider som bestar av
fire karbonringer [62]. Kolesterol er en type sterol som har en viktig rolle innenfor animalske
plasmamembraner hvor den har i oppgave a forsterke og stive av cellemembranen [57]. Fiske-
muskel inneholder rundt 0,05 % til 0,07 % kolesterol [33].
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2.4.2.1 Frie fettsyrer (FFA)

Frie fettsyrer (FFA) er fettsyrer som ikke er forestret til glyserol og oppstar ved hydrolytisk
spalting av triglyserider, ogsa kalt hydrolytisk harskning. Hydrolysen foregar ved hjelp av
lipaser som nevnt i delkapittel 2.4.1.2 og vist i Ligning 2 [63,64]. Det er sma konsentrasjoner
av FFA i celler da for hgy konsentrasjon kan gdelegge membranen [57]. Ved dgd dannes det
flere frie fettsyrer i fisken da fordgyelsesenzymene har aktivitet lenge etter fiskens ded, og
innhold av FFA i uslgyd fet fisk gker med gkende temperatur [31,63]. Dette medfarer at
mengde FFA i fiskeensilasje kan vare hgy. Frie fettsyrer kan ogsa dannes ved spalting av

fosfolipider ved hjelp av fosfolipase [64].

FFA akselererer harskningsprosessen og reduserer kvaliteten og stabiliteten i fiskeolje. Det er
fordi det oppstar flere omrader pa fettsyrene hvor oksidasjonsprosessen kan begynne. | tillegg
har de frie fettsyrene starre mulighet til & bevege seg og komme i kontakt med oksiderende
midler [59]. Innhold av FFA i fisk kan kvantifiseres ved hjelp av flere ulike metoder, deriblant
spektrofotometriske metoder, titreringsmetoder, samt instrumentelle analysemetoder som
kjernemagnetisk resonans (NMR) [56,59].

2.4.2.2 Primeer og sekundaer oksidasjon av lipider

Lipidoksidasjon er en prosess hvor umettede fettsyrer reagerer med oksygen [65]. Prosessen
kalles ogsa for oksidativ harskning, og er selvforplantende og selvakselererende nar den farst
har startet [63,65]. Reaksjonen trenger alltid en initiator eller en katalysator for a fjerne et
elektron fra lipidet (LH) eller oksygenmolekylet for & danne frie radikaler. Dette innebarer at
reaksjonen utlgses ved hjelp av varme, lys, spormetaller eller enzymer [59,65]. Mekanismen,
som deles inn i initieringsfasen, propageringsfasen og termineringsfasen, vises i Figur 10.
Initieringsfasen danner lipidalkylradikalet (L¢), som har abstrahert et hydrogenatom, som
videre reagerer med oksygen og danner det reaktive lipidperoksyradikalet, LOO< (1 - 1c).
LOO- reagerer med hydrogen og danner det primare oksidasjonsproduktet lipidhydro-
peroksider (LOOH) i propageringsfasen (2 - 3) [65]. De sekundzre oksidasjonsproduktene,
deriblant aldehyder og ketoner, er ikke-radikale, og dannes videre i termineringsfasen (4 - 6)
[65,66].
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Initiation LH—— L +H° R; (1)

Branching LOOH—— LO"+ HO" (1a)
LOOH+LH—— LOO +L + H,0 (1b)
2LO0OH—— LOO" + LO" + H,0 (1c)

Re-initiation IH+R —— L +RH (1d)

where R = LO*, HO®, or LOO"

ke
. . S B
Propagation —» L'+0, ~ LOO" 2
LOO" + LH—— LOOH+ L 3)
Termination 2LO0" —“— |nactive products (4)
LOO" + L —%— |nactive products (5)
L + L —“— Inactive products (6)

Figur 10. Skjematisk oversikt over hvordan oksidasjon av lipider forekommer [66].

Fiskeolje inneholder lange kjeder med n-3 PUFA og er derfor sveert utsatt for autooksidasjon,
grunnet mange dobbeltbindinger og karbonatomer med lav aktiveringsenergi for hydrogentap
[59]. Hastigheten pa autooksidasjon gker omtrent det dobbelte for hvert hydrogenatom som
befinner seg pa karbongruppen mellom to dobbeltbindinger. Derfor er reaktiviteten for DHA,
med fem slike omrader, fem ganger raskere enn linolensyre med bare ett slikt omrade [67].

2.4.2.3 Peroksid verdi (PV)

De primere oksidasjonsproduktene, LOOH, er smakslgse og luktfrie forbindelser. Jo flere
dobbeltbindinger i flerumettede fettsyrer, jo flere komplekse LOOH dannes [59]. Graden av
oksidasjon gker ikke proporsjonalt med antall dobbeltbindinger grunnet ulike bagyninger i
kjeden [65]. Peroksid verdi (PV) brukes for & kvantifisere de primere oksidasjonsproduktene
[59]. Analysen kan utfgres ved hjelp av jodometrisk titrering eller spektrofotometrisk analyse
av konjugerte diener ved 234 nm. | tillegg kan andre avanserte teknikker som gasskromato-
grafi-massespektrometri (GC-MS), og NMR brukes for a kvantifisere flyktige oksidasjons-
produkter. Mengden LOOH gker i begynnelsen av oksidasjonsprosessen, men avtar senere
ettersom de nedbrytes til de sekundzre oksidasjonsproduktene. Over tid er det dermed en starre
mengde sekundaere oksidasjonsprodukter enn primeare oksidasjonsprodukter [59,65,68].
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Jodometrisk titrering er metoden som oftest brukes ved kvantifisering av de primere
oksidasjonsproduktene [59]. Mengde hydroperoksider kvantifiseres ved a lgse oljeprgven i en
sur blanding. Tilsats av mettet kaliumjodid (K1) farer til at hydroperoksidene oksiderer jodid
(") til jod (12), slik som Ligning 4 viser. Lgsningen titreres med natriumtiosulfat (Na2S203) som
farer til at tiosulfat (S203%) reduserer jod til jodid, som vist i Likning 5 [69]. Stivelse blir ofte
brukt som indikator for & finne omslagspunktet. Jod og stivelse danner et markeblatt kompleks,
slik at det er lett & observere fargeskiftet fra markebla lgsning til blank lgsning i titreringen
[70]. Ved hjelp av stekiometri kan mengde primare oksidasjonsprodukter kvantifiseres.

Metoden kan ogsa utfgres ved hjelp av en instrumentell titrator.

LOOH + 21~ +2H* > I, + LOH + H,0 (4)

I, + 25,02~ > 2 + 5,03 (5)

2.4.2.4 Anisidin verdi (AV)

Grunnet ulike primere oksidasjonsprodukter for EPA og DHA kan forskjellige flyktige og
ikke-flyktige sekundeere oksidasjonsprodukter dannes, deriblant aldehyder og ketoner. De
flyktige sekundare oksidasjonsproduktene danner den harske smaken og lukten av fisken.
Sekundare oksidasjonsprodukter er lett paviselige ved lave oksidasjonsnivaer. Aldehyder er
hovedproduktene for sekundzer oksidasjon, og derfor kan anisidin verdi (AV) brukes for &
kvantifisere mengde sekundzre oksidasjonsprodukter. Ved maling av AV i lakseolje kan
astaxanthin pavirke resultatene [59]. Astaxanthin er en antioksidant i laks som gir den

karakteristiske rgde fargen til fisken, og denne antioksidanten far laksen gjennom foret [71].

Metoden for AV gar ut pa a blande fettprgven i en Igsning bestaende av isooktan for deretter &
tilsette en blanding av p-anisidin i iseddik. Dette danner et gult reaksjonsprodukt. Absorbansen
males ved 350 nm far og etter tilsatt p-anisidin i iseddik. AV kvantifiseres dermed ut ifra
gkningen i absorbansen. Dersom fargen pa fettet er sterk og absorbansen er hgy ved 350 nm,
er metoden ikke egnet [72]. I tillegg til AV kan ogsa tiobarbitursyre-reaktive stoffer (TBARS)
males for & kvantifisere mengde sekundare oksidasjonsprodukter. Absorbansen males for
komplekset som dannes mellom tiobarbitursyre (TBA) og oksidasjonsproduktene [73].
Oksidasjonsproduktene som gir darlig smak kvantifiseres ofte ved hjelp av GC-MS, fordi det
oppstar forskjellige forbindelser. NMR brukes ogsa for & finne informasjon om sammen-
setningen av fettsyrene og lipidklassene [59].
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Fiskeolje brukt til menneskelig konsum bgr ha en peroksid verdi under 5 mEq/kg og anisidin
verdi under 20 AnV. Denne grensen er basert pa smaken av fiskoljen og ikke helseeffekten
[59]. Grenseverdien for fiskeolje i ensilasjeproduksjon av K2 laks har ingen gvre grense,
grunnet skinngarving som bruksomradet. Ved skinngarving krysshindes de sekundzre
oksidasjonsproduktene til aminosyrene i proteinfibrene i hudens skinn for & stabilisere hud-
proteinet [74].

2.4.2.5 Pavirkningsfaktorer pa lipidoksidasjonsprosessen

Faktorer som pavirker lipidoksidasjon kan deles inn i flere kategorier, deriblant lipidtype,
katalysatorer, tilstedevarelse av inhibitorer, pro-oksidanter, antioksidanter og miljg- og lgse-
middelsystemer. Pro-oksidanter er forbindelser som lettere far lipidoksidering til a skje, og kan
veere metaller som for eksempel jern og kobberioner. | fraveer av oksygen kan metallene
nedbryte de eksisterende peroksidene, slik at det oppstar en reduksjon av PV og gkning i AV.
Fisk inneholder pro-oksidanter, som blod, og innvoller med endogene enzymer som farer til en
hagy utsettelse for oksidasjon. De endogene enzymene bidrar til dannelse av frie fettsyrer som
akselererer oksidasjonsprosessen [59,65]. Ved tilstedeverelse av spormengder vann i fiske-
oljen, vil overflate lipidhydroperoksider og vannlgselige metaller migrere til samme lokasjon

pa fettsyren, noe som farer til nedbrytning av lipidhydroperoksider [59].

For a forhindre oksidasjonsprosessen kan antioksidanter tilsettes [59]. Primzre antioksidanter
som BHA, gallater og tokoferol (vitamin E) hemmer dannelsen av frie radikaler og peroksider
i initieringsprosessen. Sekundere antioksidanter som sitronsyre, fosforsyre og lactater danner
komplekser med tungmetaller for & forsinke oksidasjonen. Antioksidanter som askorbinsyre

(vitamin C) fjerner oksygen, og organiske syrer inaktiverer metallioner [63].
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3. Materialer og metoder

Det ble benyttet K2 laks fra ScanBio Ingredients AS i forsgket. Risikovurdering for utstyr og

kjemikalier brukt i metodene er vist i Vedlegg 1.

3.1 Utstyr

Automatpipetter, 20-200 uL, 200-1000 pL,
1-5mL og 2-10 mL

Fluorimeter, Spark® multimode microplate
reader for high performance cell-based
fluorescence assays

Kjettkvern, HOBART AE200 med 10 mm
hullskive

Mikroplatebrgnn, Nunc™ MicroWell™ 96-

Well Microplates

pH-meter, Portable meter ProfiLine pH 3110,

og pH-elektrode, SenTix® 41-47 pH
Electrodes

pH-meter, VWR® pHenomenal® pH 1000L,
og pH-elektrode, pHenomenal® 211

3.2 Kjemikalier

Bovine hemoglobin Sigma H-2625,
CAS 9008-02-0, Sigma Aldrich Norway AS

Bovine Serum Albumin (BSA), CsH2:NOSiy,

CAS 9048-46-8, Merck Life Science UK
Limited/Sigma-Aldrich Company Ltd.
Dinatriumhydrogenfosfat, NaHPOa, CAS
7558-794, Merck KGaA

Folinreagens, C10HsNaOsS, CAS 521-24-4,
Merck Life Science AS/Sigma Aldrich
Norway AS

Plastkyvette, VWR Cuvettes PS macro
Rotavapor, Heidolph Laborota 4000 efficient
Rotary Evaporator

Sentrifuge, Eppendorf™ Centrifuge 5804 R
Spektrofotometer, VWR P4 UV/Vis
spectrophotometer

Spraytefilter 0,45 um og 0,22 um
Ultralydbad, SONOREX SUPER RK 255
Varmemodul, Pierce Reacti-Therm Heating
block with Reacti-Vap Evaporating unit
Vortexmikser, WIZARD IR Infrared Vortex
Mixer

Whatman nr. 1 filter

Metanol, CH3OH, CAS 67-56-1, Merck
KGaA

Natriumhydroksid pastiller, NaOH, CAS
1310-73-2 xxxx, Merck KGaA
Natriumkarbonat, Na,COs, CAS 497-19-8,
Merck Life Science AS/Sigma Aldrich
Norway AS

Natriumklorid, NaCl, CAS 7647-14-5,
Merck KGaA

Nitrogengass, N2-gass
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Isooktan, CgHig, CAS 540-84-1, Sigma
Aldrich Norway AS

Kaliumnatriumtartrat, KNaCsH4Os - 4H0,
CAS 6381-59-5, Milipore, Merck Life
Science AS

Kloroform, CHCI3, CAS 67-66-3, Sigma
Aldrich Norway AS

Kobberacetat-monohydrat, Cu(CH3COO)s -

H20, CAS 6046-93-1, Merck Life Science
AS/Sigma Aldrich Norway AS
Kobbersulfatpentahydrat, CuSOjs - 5H20,

Oljesyre, C1gH3402, CAS 112-80-1, Merck
Life Science AS/Sigma Aldrich Norway AS
Pyridin, CsHsN, CAS 110-86-1, Merck Life
Science AS

Sitronsyremonohydrat, CeHgO7 - H20, CAS
5949-29-1, Merck KGaA

Soyalecitin (L-a-fosfatidylkolin), CAS 8002-
43-5, Sigma

Trikloreddiksyre (TCA), C2HCI302, CAS 76-
03-9, Merck KGaA
Tris(hydoksymetyl)aminometanhydroklorid

CAS 7758-99-8, Merck KGaA
Maursyre, HCOOH, blandet med

(Tris-HCI), NH2C(CH20H)3 - HCI, CAS
1185-53-1, Merck Life Science AS

antioksidanter, butylert hydroksyanisol e 4-Methylumbelliferone (4-MU), C10HgOs3,

(BHA) og propylgallat (PG), CAS 64-18-6 CAS 90-33-5, Sigma

Maursyre, HCOOH, uten antioksidanter, e 4-Metylumbelliferylheptanoat (4-MUH),

CAS 64-18-6 C17H2004, CAS 18319-92-1, Sigma Aldrich
Norway AS

3.3 Fremgangsmate
3.3.1 Ensilering

En K2 laks, ca. 17 kg, ble skaret i sma biter og kvernet en gang til en fiskemasse ved hjelp av
en kjgttkvern med 10 mm hullskive. Fiskemassen ble kvernet en gang til og blandet sammen
for hand i to minutter. 2 x 100 g kvernet fiskemasse ble overfart til hvert sitt 250 mL avlangt
begerglass og inaktivert i mikrobglgeovn (> 90 °C i 10 minutter). 100 g inaktivert prgve ble
deretter overfort til 2 x 50 mL sentrifugergr (merket «<K2 DO 1» for dag O parallell 1) og
sentrifugert (40 °C, 4200 rpm i 10 minutter). Den andre 100 g inaktiverte prgven ble overfort
til 2 x 50 mL sentrifugerar (merket «K2 DO 2» for dag 0 parallell 2) og sentrifugert (40 °C,
4200 rpm i 10 minutter). Sentrifugergrene ble videre fryst ved -78 °C frem til fraksjonering. 2
x 50 g kvernet fiskemasse ble deretter overfart til plastposer (den ene merket «K2 DO 1» og
den andre merket «K2 DO 2») og fryst ved -78 °C frem til prgveopparbeidelse for proteolytisk
og lipolytisk aktivitet. Videre ble den resterende fiskemassen fordelt i tolv plastbgtter med lokk.

Hvor mye fiskemasse som ble overfart til hver bgtte er vist i Tabell I i Vedlegg 2.
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Det ble laget parallelle ensilasjebatcher ved hver pH. To bgtter med fiskemasse ble tilsatt
maursyre uten antioksidanter til pH var ved 3,8, to bgtter med fiskemasse ble tilsatt samme
syre til pH var ved 3,3 og to bgtter med fiskemasse ble tilsatt samme syre til pH var ved 2,8.
To better med fiskemasse ble tilsatt en blanding av maursyre og antioksidanter til pH var ved
3,8, to batter med fiskemasse ble tilsatt samme syreblanding til pH var ved 3,3 og to batter med
fiskemasse ble tilsatt samme syreblanding til pH var ved 2,8. Hvordan bgttene med ensilasje
ble merket er vist i Figur 11. De tolv bgttene med ensilasje ble oppbevart i kjglerom ved 10
°C. Etter én dag ble pH-gkningen som skjedde gjennom natten korrigert med tilsvarende
maursyre som ble brukt den farste dagen, slik at pH ble justert til 4, 3,5 og 3. Uttak av ensilasje
fra hver bette ble utfert pa lagringsdag 4, 11, 18 og 22, og pH ble kontrollert pa hver uttaksdag
med ett flyttbart pH-meter.

Fiskemasse tilsatt maursyre (uten antioksidanter) Fiskemasse tilsatt en blanding av maursyre og antioksidanter

) (

K2 4-1

K2 4-2

Figur 11. Hvordan ensilasjebgttene ble merket. K2 indikerer at ensilasjematerialet i battene er K2
restrastoff. Tallene 4, 3,5 og 3 representerer henholdsvis at disse bgttene inneholder ensilasje ved pH
4, 3,5 og 3. Bokstaven A etter K2 indikerer at disse bgttene inneholder ensilasje som er tilsatt en
blanding av maursyre og antioksidanter. Det ble laget parallelle ensilasjebatcher for hver pH, dermed
representerer tall 1 og 2 etter pH-verdien henholdsvis batch 1 med ensilasje og batch 2 med ensilasje.

3.3.2 Prgveopparbeidelse for analysearbeid

Pa hver uttaksdag ble ensilasjen i hver bgtte blandet med hver sin skje far 2 x 100 g
ensilasjeprave fra hver bgtte ble overfart til hvert sitt 250 mL avlangt begerglass, og inaktivert
i mikrobglgeovn (> 90 °C i 10 minutter). Alle de 100 g inaktiverte prgvene ble deretter overfart
til hver sine 2 x 50 mL sentrifugergr og sentrifugert (40 °C, 4200 rpm i 10 minutter).
Sentrifugergrene ble videre fryst ved -78 °C frem til fraksjonering. I tillegg ble 2 x 50 g
ensilasjeprave fra hver bgtte overfert til plastposer, og fryst ved -78 °C frem til prove-
opparbeidelse for proteolytisk og lipolytisk aktivitet. Ensilasjeprgvene fikk navn etter hvordan
ensilasjebgttene fra Figur 11 ble merket, samt hvilken dag de ble tatt ut og hvilken parallell
som ble tatt ut (parallell A eller B). Figur 12 illustrerer uttaksprosessen, samt prgvenavnene

for hver ensilasjeprove.
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2 x 100 g ensilasje ble overfort til begerglass 2 x 50 g ensilasje ble overfert til plastposer

v o Bettenavn
100 g ensilasjeprove 100 g ensilasjeprove 50 g ensilasjeprove 50 g ensilasjeprove
A A
r AT A
Provene ble
Bettenavn inaktivert i Bettenavn
DX A mikrobelgeovn DX B Bettenavn DX A Bettenavn DX B
(>90 °C i 10 min) LP LP
L JII\ )

Ensilasjeprovene ble
overfert til sentrifugerer

- . .
Bottenavn DX A Bettenavn DX B ' Sentrifugerorene med
hE . - . Prevene ble sentrifugert ensilasjepreve og posene

(40 °C, 4200 rpm i 10 min) med ensilasjeprove ble

re .r* fryst ved -78 °C
Boettenavn DX A Bettenavn DX B
‘ - ) L ]

Figur 12. Ensilasjeuttak fra én plastbgtte. 2 x 100 g ensilasjeprgve ble inaktivert og sentrifugert, og 2

0 ml
50 mI

5

0 ml
50 ml

5

x 50 g ensilasjeprave ble overfert til plastposer. Pravenavnene pa sentrifugergrene og posene indikerer
hvilken bgtte ensilasjen ble tatt ut ifra. Hver prave far prevenavn etter bgttenavnet (fra Figur 11) som
henspeiler hvilken pH ensilasjen hadde, samt «DX» hvor «D» star for dag og «X» representerer
hvilken lagringsdag ensilasjen ble tatt ut pa (4, 11, 18 eller 22). «A» og «B» angir ensilasjens parallell.

Ensilasjepragvene i plastposene ble i tillegg merket med LP (lipolytisk/proteolytisk).

Pa hver fraksjoneringsdag, som skjedde dagen etter ensilasjeuttak, ble hver 100 g preve i de 2
x 50 mL fryste sentrifugergrene fraksjonert pa samme mate. For hver prgve ble det gverste
laget, fettlaget, i de 2 x 50 mL fryste sentrifugergrene overfgrt med en skje til ett 15 mL
sentrifugergr. Deretter ble de 2 x 50 mL sentrifugerarene plassert i varmt vannbad (ca. 50 °C)
i ca. 15 sekunder, for de resterende lagene av prgven ble banket og ristet ut av sentrifugergret
ned pa aluminiumsfolie. Lagene, emulsjon (under fettlaget), hydrolysat (under emulsjonslaget)
og sedimenter (nederste laget), ble oppdelt ved hjelp av en skalpell og fordelt i henholdsvis
sma plastposer, veieskip og store plastposer. Sentrifugergrene pa 15 mL, plastposene og
veieskipene ble veid pa forhand, og veid pa nytt etter pravetilsetting. Hydrolysatet ble videre
smeltet i varmt vannbad (ca. 50 °C), og filtrert med plasttrakter og glassvatt over til 50 mL
sentrifugerer. Emulsjonen og hydrolysatet ble fryst ved -20 °C, og sedimentene ble fryst ved
-78 °C. Fettet ble sa sentrifugert og fryst ved -78 °C frem til maling av FFA. De 15 mL
sentrifugergrene, sma plastposene, veieskipene og 50 mL sentrifugergrene, og de store
plastposene ble merket med tilsvarende prgvenavn som sentrifugergrene i Figur 12. 1 tillegg
ble de sma plastposene merket med EM (emulsjon), veiskipene merket med HYD (hydrolysat),
og de store plastposene merket med SED (sedimenter). Pa grunn av tidsbegrensninger ble kun

ensilasjeprgver uten antioksidanter analysert videre.
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3.3.3 Praveopparbeidelse for proteolytisk og lipolytisk aktivitet

Ensilasjeprgvene uten antioksidanter, som ble tatt ut fra de tre battene gverst til venstre i Figur
11 i delkapittel 3.3.1, ble praveopparbeidet. Parallell A av de 2 x 50 g fryste ensilasjeprgvene
uten antioksidanter fra lagringsdag 4, 11, 18 og 22, samt parallell 1 av fiskemassen fra dag O,
ble tint ved romtemperatur. pH ble malt i alle disse pravene, og sitronsyre-fosfatbuffer ble laget
ved pH tilsvarende de malte pH-verdiene i hver ensilasjeprgve og i fiskemassen. Metoden som
ble brukt for a lage sitronsyre-fosfatbuffer er vist i Tabell 1V i Vedlegg 3. 20 g ensilasje fra hver
pose ble blandet med 20 mL destillert vann i 50 mL sentrifugerar, sentrifugert (4 °C, 4200 rpm
i 20 minutter) og filtrert med glasstrakt og glassvatt over i et 50 mL sentrifugerar. Noyaktig

masse filtrat (ekstrakt) ble notert. Figur 13 viser et flytskjema for denne prosessen.

20g 20 mL
ye ensilasje i — .: vann i — .:
— \.)
pH ble malt i ensilasjepreven og sitronsyre-fosfatbuffer
laget med tilsvarende pH som ensilasjepreven

Preven ble filtrert
med glasstrakt

og glassvatt \Ji

Hydrolysatlaget (ekstraktet)
ble behandlet videre

Ensilasjeproven blandet med vann ble
sentrifugert (4 °C, 4200 rpm i 20 min)

Figur 13. Flytskjema over hvordan ensilasjen ble opparbeidet far videre fortynning. Tilsvarende ble

utfgrt for fiskemassen fra dag 0.

Alle ekstraktene fra lagringsdag 4, 11, 18 og 22 ble videre fortynnet med destillert vann i
forholdet 1:20 til totalt 10 mL i 15 mL sentrifugerar. Ekstraktet fra dag O ble fortynnet med
destillert vann i forholdet 1:50 til totalt 10 mL i et 15 mL sentrifugerar. Pragvene fortynnet 1:20
og 1:50 ble fortynnet ytterligere med destillert vann i forholdet 1:200 og 1:500 til totalt 10 mL
i 15 mL sentrifugerar. Alle pravene med fortynning 1:20, 1:50, 1:200 og 1:500 ble fryst ved

-80 °C frem til maling av proteolytisk aktivitet.

1 mL av ekstraktet fra dag 0, 4, 11, 18 og 22 ble kokt i hvert sitt kimaxrer med kork ved 80 °C
i 30 minutter for & lage blankprgvene til lipolytisk aktivitet. Det kokte ekstraktet fra dag 4, 11,
18 og 22 ble sa fortynnet med sitronsyre-fosfatbuffer, ved pH tilsvarende den aktuelle
ensilasjeprgven, i forholdet 1:20 til totalt 2 mL i 15 mL sentrifugergr. Ekstraktet som ble kokt
fra dag 0 ble fortynnet med sitronsyre-fosfatbuffer i forholdet 1:50 til totalt 2,5 mL i et 15 mL
sentrifugergr ved pH tilsvarende for fiskemassen. Enzymprgvene ble laget ved a fortynne det
ukokte ekstraktet med sitronsyre-fosfatbuffer, ved pH tilsvarende den aktuelle praven, i
forholdet 1:20 for dag 4, 11, 18 og 22, og i forholdet 1:50 for dag 0 i 15 mL sentrifugerar.

Blankprgvene og enzymprgvene ble sa fryst ved -80 °C frem til maling av lipolytisk aktivitet.
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3.3.4 Proteolytisk aktivitet

Ensilasjepraveekstraktene med fortynning 1:20, 1:50, 1:200 og 1:500 fra delkapittel 3.3.3 ble
tint i kaldt vann. For hver prgve ble det laget tre paralleller for nullprever og tre paralleller for
enzymprgver. Det ble laget totalt to serier for hver preve. Oppsettet for prevergrene for en serie
er vist i Figur 14. Metodene for tillaging av lgsningene som ble brukt ved gjennomfgring av

proteolytisk aktivitet er vist i Tabell IV i Vedlegg 3.

- pH-buffere

Nullprover

(6 prover x 3 paralleller) Filtrerte nullprover

Enzymprever

(6 prover x 3 parallclif Filtrerte enzymprever

Nullprever til
absorbansmaling

Enzymprever til

absorbansmaling

Figur 14. Oppsettet av glassrgrene for maling av proteolytisk aktivitet. Rgrene gverst til venstre ble
brukt farst, deretter ble lgsningene filtrert over i de korte rgrene gverst til hgyre. Videre ble rgrene
nederst til hgyre brukt til Lowry metoden for absorbansmaling. Rgrene nederst til venstre ble brukt til
standarder. | tillegg var det et ekstra brett for prgvene fortynnet 1:200 og 1:500. Bilde fra Maria A. M.

Figur 15 viser fremgangsmaten for Lowry metoden. 2 mL 5 % TCA, 1,2 mL sitronsyre-
fosfatbuffer, ved pH tilsvarende den aktuelle prgven, og 0,4 mL substrat (1 % Hemoglobin)
ble pipettert med automatpipette over til glassrarene merket nullpraver. Lgsningene ble sa
blandet med en vortexmikser pa middels hastighet. 1,2 mL sitronsyre-fosfatbuffer, ved pH
tilsvarende den aktuelle preven, og 0,4 mL substrat (1 % Hemoglobin) ble pipettert med
automatpipette over til glassrarene merket enzymprgver, og lgsningene ble sa blandet med en
vortexmikser. Den ene serien med glassrar ble plassert i vannbad ved 10 °C i 10 minutter, og
den andre serien med glassrer ble plassert i vannbad ved 35 °C i 10 minutter. 0,4 mL fortynnet
prevelgsning i forholdet 1:20 og 1:50, fra delkapittel 3.3.3, ble overfart til glassrarene merket
nullpregver og enzymprgver for den respektive prgven, og lgsningene ble sa blandet med en
vortexmikser. Glassrgrene ble deretter satt i vannbad ved 10 °C og 35 °C i 60 minutter. 2 mL
5 % TCA ble tilsatt i rgrene merket enzymprgver og lgsningene ble sa blandet med en
vortexmikser. Etter 10 - 20 minutter ble alle lgsningene filtrert med glasstrakt og Whatman
nummer 1 filter til nye lave glassrar. Samme filterpapir ble brukt for hver av de tre parallelle

nullprgvene og enzymprgvene.
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Provene ble varmet opp 10 min i vannbad Prevene ble inkubert 60 min i vannbad

Nullprever x 3 + 0,4 mL fortynnet Nullprevene
(2mL 5 % TCA, 1,2 mL buffer, 0,4 mL substrat) enzympreaver ble filtrert

Enzymprovene
ble filtrert

Figur 15. Fremgangsmate for proteolytisk aktivitet far Lowry metoden og maling av absorbans.

Peptidinnholdet ble bestemt ved hjelp av Lowry metoden [47]. Tillaging av standardpraver pa
12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 150 pg/mL, 200 pg/mL og 300 pg/mL av
proteinstandarden 1000 pg/mL BSA er vist i Tabell 1V i Vedlegg 3. Figur 16 viser hvordan
Lowry metoden ble utfgrt. 0,5 mL x 3 paralleller av standardpravene, 0,5 mL x 3 paralleller av
prgvene fortynnet 1:200 og 1:500 fra delkapittel 3.3.3, 0,5 mL x 3 paralleller for filtrerte
nullprever og filtrerte enzymprgver, og 0,5 mL x 1 parallell for blank (til nullstilling av
spektrofotometeret), ble overfart til hvert sitt glassrar og videre behandlet likt. 2,5 mL alkalisk
kobberreagens ble tilsatt, og lgsningene ble blandet med en vortexmikser. Etter 10 minutter
ved romtemperatur ble 0,25 mL fortynnet folinreagens tilsatt, og Iasningene ble blandet med
en vortexmikser. Etter 30 minutter ved romtemperatur ble lgsningene overfert til plastkyvetter,

og absorbansen for hver lgsning ble malt ved 750 nm ved hjelp av et spektrofotometer.

0,5 mL standardlesning x 3 0,5 mL 1:500,1:200/filtrerte nullprever/filtrerte enzymprever x 3 0,5 mL destillert vann x 1
O 606 60
+2,5mL

alkalisk kobberreagens

Leosningene ble blandet og
stod 10 min i romtemperatur

+ 0,25 mL
fortynnet folinreagens

Lesningene ble blandet og
stod 30 min i romtemperatur

Absorbansen ble malt
(750 nm)

Figur 16. Fremgangsmate for proteolytisk aktivitet ved bruk av Lowry metoden. Absorbansen ble

malt ved 750 nm.
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3.3.5 Lipolytisk aktivitet

Liposomal dispersjon ble laget ved a veie ut 10 mg 4-MUH og 27,1 mg soyalecitin i hvert sitt
glassrer med kork. Deretter ble 17,3 mL av en 2:1 kloroform og metanol blanding tilsatt ved
hjelp av pipette med peleusballong til hvert av glassrarene. Begge lgsningene ble blandet i en
rundkolbe rett fgr inndamping til 1 - 2 mL lgsning pa rotavapor ved 40 °C. Lgsningen ble sa
overfort til et kimaxrer ved hjelp av en glasspipette, og fullstendig inndampet med N»-gass ved
35 °C ved bruk av en varmemodul. Kimaxrgret uten kork ble deretter satt i en eksikator med
vakuumsug i minst en time. 8,65 mL 0,15 M natriumklorid, ble sa tilsatt til kimaxraret og
korken skrudd pa. Lesningen ble blandet godt med en vortexmikser i 20 minutter pa maks
hastighet, og raret ble satt i ultralydbad i 30 sekunder. Vortex- og ultralydprosessen ble gjentatt
fem ganger. Videre ble lgsningen farst filtrert gjennom et spraytefilter pa 0,45 um, og deretter
gjennom et spraytefilter pa 0,22 um til et nytt kimaxrgr med kork. Den ferdig filtrerte lgsningen
var blakket. Dispersjonen ble oppbevart i kjglerom ved 4 °C.

Blankprgvene og enzymprgvene fortynnet med sitronsyre-fosfatbuffer fra delkapittel 3.3.3 ble
tint i kaldt vann. 40 pL blankpraver og 20 pL iskald liposomal dispersjon ble overfgrt ved hjelp
av en automatpipette til reagensrar. 40 uL enzymprgver og 20 pL iskald liposomal dispersjon
ble overfgrt ved hjelp av en automatpipette til reagensrer. 3 paralleller ble laget for hver
blankprgve og enzymprgve. Det ble laget totalt to serier for hver prgve. Reagensrgrene ble
dekket med parafilm og de to seriene ble inkubert i hvert sitt vannbad med jevnlig risting i 15
minutter ved henholdsvis 10 °C og 35 °C. Deretter ble 3 mL iskald 1 M Tris-HCI buffer (pH
7,5) tilsatt, og lasningene ble blandet med en vortexmikser. Metoden for tillaging av 1 M Tris-
HCI buffer (pH 7,5) er vist i Tabell VI i Vedlegg 3. Deretter ble 310 pyL fra reagensrgrene
overfart til brenner i en mikroplatebrgnn. 310 pL av standardserien 4-MU pa 1 uM, 2,5 uM, 5
MM, 10 uM og 15 UM ble overfart til brgnner i en mikroplatebrgnn. Metoden for tillaging av
standardserien er vist i Tabell VI i Vedlegg 3. Prgvene og standardene ble til slutt malt i et
fluorimeter ved eksitasjonshbglgelengde 365 nm og eksitasjonslit 10 nm, emisjonsbglgelengde

450 nm og emisjonsslit 5 nm. Figur 17 oppsummerer hvordan lipolytisk aktivitet ble utfert.

Prevererene ble satt 15 min i vannbad (med jevnlig risting)

Blankprever x 3 + 20 pL iskald 310 pL lesning ble overfort
. g . ] o til hver sin brenn og
40 pL liposomal dispersjon iskald Tris-HCl finorescens ble malt 1 et
[ ﬂuorimeter )
ot i B

Figur 17. Fremgangsmate for lipolytisk aktivitet ved bruk av et fluorimeter.
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3.3.6 Frie fettsyrer (FFA)

Analysering av frie fettsyrer, for parallell A av de fraksjonerte fettpravene (ensilasjeprevene
uten antioksidanter i Figur 11) fra delkapittel 3.3.1, ble utfart av senioringenigr Merethe Selnes
hos Sintef Ocean. En standardpragve ble laget ved a overfgre 0,2825 g oljesyre til en 10 mL
malekolbe, og deretter ble isooktan tilsatt opp til 10 mL merket. Det ble laget en standardserie
pa sju konsentrasjoner av standardpragven, og metoden for tillaging av standardserien er vist i
Tabell VII i Vedlegg 3. Kobberacetat-monohydratlgsning ble laget ved & overfere 5,00 g
kobberacetat-monohydrat til en pyrexflaske og 100 mL destillert vann ble tilsatt. Pyridin ble
tilsatt drapevis til pH var 6,0 - 6,2. Lgsningen ble oppbevart i kjgleskap.

Hver fettprave ble behandlet likt. 0,1 - 0,2 g fettprave ble overfort til et kimaxrar, og det ble
benyttet to til tre paralleller per prave. Deretter ble det overfart 5 mL isooktan til hvert
kimaxrgr, og lgsningen ble blandet med en vortexmikser. Videre ble 0,5 mL kobberacetat-
monohydratlgsning tilsatt til hvert kimaxrer og standardrer, og lgsningene ble blandet med en
vortexmikser i 30 sekunder. Kimaxrgrene ble sa sentrifugert (20 °C, 2000 rpm i 5 minutter),
og det gverste laget i kimaxrgret ble videre overfart til en plastkyvette. Isooktan ble brukt til

nullstilling av spektrofotometeret, og absorbansen for hver prgve ble malt ved 715 nm.

28



4. Resultater
4.1 Ensilasjeutvikling

Under lagringstiden av ensilasjen ble det oppdaget forskjellig ensilasjeutvikling ved ulik pH.
Ved tilsats av syre til den kvernede fiskemassen ble det observert fargeendring fra red til gra
farge, slik som Figur 18 viser med fiskemassen til venstre og fiskemasse tilsatt syre til hayre.
Figur 19 viser hvordan ensilasjen ved pH 3 sa ut pa siste lagringsdag. Til venstre i figuren vises
ensilasjen ved pH 3 som hadde tilsats av maursyre uten antioksidanter, og til hgyre vises
ensilasjen som hadde tilsats av blandingen med maursyre og antioksidanter. Ensilasjen som
hadde tilsats av maursyre-antioksidantblandingen, hadde en seig og flytende konsistens i

forhold til ensilasjen tilsatt maursyre uten antioksidanter. | tillegg hadde ensilasjen med

antioksidanter en mer homogen masse enn ensilasjen uten antioksidanter.

Figur 18. Kvernet fiskemasse uten syre, til Figur 19; Ensilasje av K2 laks, ved pH 3 pa
venstre, og kvernet fiskemasse tilsatt syre, til lagringsdag 22, uten antioksidanter til venstre
heyre, pa dag 0. Ved tilsats av syre forandret og med antioksidanter til hgyre. Konsistensen i
fargen pa fiskemassen seg fra rad til gra. ensilasjen var forskjellig.

P& hver uttaksdag forekom det endringer bade i farge og masse for de ulike fraksjonene som
befant seg i ensilasjen etter sentrifugering. Figur 20 viser hvordan fraksjonene for ensilasjen
ved pH 4 uten antioksidanter utviklet seg gjennom lagringstiden, samt hvordan fraksjonene i
fiskemassen fra dag 0 sa ut. | den sentrifugerte fiskemassen ved pH 6,7 (til venstre i Figur 20),
vises det et stort sedimentlag i forhold til sedimentlagene ved pH 4 (de fire sentrifugergrene til
hagyre i Figur 20). 1 tillegg vises det at oljelaget i fiskemassen ved pH 6,7 var lysere enn
oljelaget i ensilasjen ved pH 4. Figur 21 og 22 viser hvordan fraksjonene for ensilasjen uten
antioksidanter ved henholdsvis pH 3,5 og pH 3 utviklet seg fra lagringsdag 11 til 22. Ensilasjen
ved pH 4, bade med og uten antioksidanter, hadde en starre masse hydrolysat og emulsjon enn
ensilasjen ved pH 3,5 og pH 3. I tillegg vises det i Figur 22 at ensilasjen ved pH 3 hadde mer
grums (emulsjonspartikler) i hydrolysatlaget i forhold til hydrolysatlaget i ensilasjen ved pH 4,
i Figur 20, og pH 3,5, i Figur 21.
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Figur 20. Sentrifugert fiskemasse ved pH 6,7 fra dag O (til venstre), og sentrifugert ensilasje av K2 laks
uten antioksidanter ved pH 4 fra henholdsvis lagringsdag 4 (nr. to fra venstre), 11 (nr. tre fra venstre),

18 (nr. to fra heyre) og 22 (til hgyre). Alle fraksjonene har et tydelig skille mellom hverandre.

Figur 21. Sentrifugert ensilasje av K2 laks uten Figur 22. Sentrifugert ensilasje av K2 laks uten
antioksidanter ved pH 3,5 fra henholdsvis dag antioksidanter ved pH 3 fra henholdsvis dag 11
11 (til venstre), 18 (i midten) og 22 (til hayre). (til venstre), 18 (i midten) og 22 (til heyre).
Alle fraksjonene har et tydelig skille mellom Noen emulsjonspartikler har diffundert ut i
hverandre, men emulsjonslaget er litt diffust. hydrolysatlaget, slik at det ser grumsete ut.

Figur 23 viser de fraksjonerte hydrolysatlagene i ensilasjepravene uten antioksidanter fra dag
22. Pa nederste rekke vises hydrolysatet ved pH 3, i den midterste rekken vises hydrolysatet
ved pH 3,5 og den gverste rekken viser hydrolysatet ved pH 4. Fargen pa hydrolysatet var lys
gul ved pH 3 og ble markere gul/oransje ved gkende pH. I tillegg ble fargen pa hydrolysatet
markere fra uttaksdag til uttaksdag, slik at fargen pa hydrolysatet ved pH 4 fra dag 4 var lysere
enn hydrolysatet ved pH 4 fra dag 22. Hydrolysatet ved pH 6,7 fra dag 0 og hydrolysatet ved
pH 4 fra dag 22 hadde nesten samme farge, men ved dag 0 hadde hydrolysatet et rosa skjer i
stedet for et oransje skjeer. Figur 24 viser fargen pa fettet fra dag 18, og det vises en
fargeendring i fettet ved pH 3 (venstre) til fettet ved pH 4 (hgyre) hvor fargen blir mgrkere ved
gkende pH. 1 tillegg var fargen pa fettet markere for ensilasjen med antioksidanter i forhold til
ensilasjen uten antioksidanter. Fargen pa fettet ble ogsa markere fra utakksdag til utakksdag.
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¥ 41018

Figur 23. Fraksjonerte hydrolysatlag som var i Figur 24. Fraksjonerte fettprgver som var i

ensilasjen av K2 laks uten antioksidanter ved ensilasjen av K2 laks, henholdsvis med og uten
dag 22. Hydrolysat ved pH 4 p& gverste rekke, antioksidanter, ved dag 18. De to prgvene til
ved pH 3,5 p& midterste rekke og ved pH 3 pa venstre er ved pH 3, de to i midten ved pH 3,5
nederste rekke. og de to til hayre ved pH 4.

Tabell 3 viser hvor mye fett, emulsjon, hydrolysat og sedimenter noen av de 100 g inaktiverte
ensilasjeprgvene inneholdt. Flere prgver samt veide verdier for sentrifugerer, veieskip og
plastposer er vist i Tabell 11 i Vedlegg 2. Prave K2 3-1 D11 A ble sentrifugert to ganger. Fra
Tabell 3 vises det at masse emulsjon og hydrolysat ble mindre ved minkende pH i ensilasjen,

0g masse sedimenter ble stgrre ved gkende pH i ensilasjen.

Tabell 3. Masse fett, emulsjon, hydrolysat og sedimenter fraksjonert fra 100 g inaktivert ensilasjeprgve.

Tabellen viser resultater fra ensilasje av K2 laks uten antioksidanter.

Prave Fett [g] Emulsjon [g] | Hydrolysat [g] | Sedimenter [g]
K2 D01 4,48 0,28 18,19 68,45
K2 4-1 D4 A 5,65 6,52 41,11 39,38
K2 3,5-1 D4 A 5,83 4,50 38,95 40,57
K2 3-1D4 A 5,86 4,56 35,85 48,41
K24-1D11 A 5,45 8,41 48,54 32,21
K23,5-1D11 A 6,07 5,88 42,50 34,62
K23-1D11 A 5,58 3,19 43,42 45,32
K2 4-1D18 A 4,75 11,75 50,74 29,13
K2 3,5-1D18 A 5,86 5,09 44,17 35,53
K23-1D18 A 4,55 5,27 39,46 43,18
K2 4-1D22 A 4,77 10,47 50,80 29,50
K2 3,5-1 D22 A 5,62 5,87 44,45 33,71
K2 3-1D22 A 5,27 3,90 42,32 44,08

31



Volum syre som ble tilsatt til fiskemassen i de ulike bgttene, samt pH i ensilasjen i de ulike
bettene ved hver uttaksdag, er vist i Tabell I i Vedlegg 2. Pa lagringsdag 4 var pH litt hgy i
noen av ensilasjebatchene og mer syre ble tilsatt, som vist i Tabell I i Vedlegg 2. Figur 25 og
26 viser hvordan pH utviklet seg gjennom de 22 dagene, for henholdsvis ensilasje uten og med
antioksidanter. De to gverste linjene i begge figurene viser ensilasjebatchene ved pH 4, de to
linjene i midten viser ensilasjebatchene ved pH 3,5 og de to nederste viser ensilasjebatchene
ved pH 3. Begge figurene viser at pH verdien er litt hayere enn hva det optimalt skulle ha veert.
Dette medferer at de resterende resultatene ble analysert i ensilasje ved pH 4,3, pH 3,6 og pH
3,2 for enzymatisk aktivitet, men alle data omtales fortsatt som pH 4, pH 3,5 og pH 3. Tallsettet
for tillaging av grafene er vist i Tabell 11 i Vedlegg 2.

Utvikling av pH i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter
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Figur 25. Utvikling av pH i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter fra lagringsdag O til 22. De
parallelle ensilasjebatchene har omtrentlig samme utvikling i pH. Linjene angir kun om den pafelgende

malte verdien er hgyere eller lavere enn den foregaende, og gjenspeiler ikke reelle tallverdier.

Utvikling av pH i ensilasje av K2 laks med antioksidanter
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Figur 26. Utvikling av pH i ensilasje av K2 laks med antioksidanter fra lagringsdag O til 22. De
parallelle ensilasjebatchene har omtrentlig samme utvikling i pH. Linjene angir kun om den pafalgende

malte verdien er hayere eller lavere enn den foregaende, og gjenspeiler ikke reelle tallverdier.
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4.2 Proteolytisk aktivitet

Proteolytisk aktivitet ble analysert over to dager, hvorav ensilasjeprgvene uten antioksidanter
(parallell A fra ensilasjebatch 1) fra dag 4 og 22, samt fiskemassen fra dag 0, ble analysert
farst. Ensilasjepravene uten antioksidanter (parallell A fra ensilasjebatch 1) fra dag 11 og 18
ble analysert sist. Figur 27 og 28 viser hvordan proteolytisk aktivitet (med standardavvik og
malt i mg peptider per g lgselige proteiner) i ensilasje ved ulik pH utviklet seg ved henholdsvis
10 °C og 35 °C fra dag 4 til dag 22. I tillegg vises proteolytisk aktivitet for fiskemassen ved
pH 6,7 ved dag 0. Alle beregninger og radata som ble brukt til & lage Figur 27 og 28 vises i
Vedlegg 4. | begge figurene representerer de bla, oransje og gra punktene verdier for
proteolytisk aktivitet i ensilasje ved henholdsvis pH 4, 3,5 og 3. Enheten pa y-aksen forteller
hvor mange mg peptider av hemoglobinet som befant seg, i lgsningen hvor absorbansen ble
malt, per g vannlgselige proteiner i ensilasjepraven. Antall peptider og proteaser korrelerer i
henhold til Ligning 1, dermed indikerer verdiene proteaseaktivitet i ensilasjepraven per g
lgselige ensilasjeproteiner. Verdien for fiskemassen ved dag O indikerer proteaseaktivitet i
fiskemassen per g vannlgselige fiskeproteiner. Trendene viser at det er stgrst proteolytisk
aktivitet i ensilasjen ved pH 3 og minst i ensilasjen ved pH 4. Proteolytisk trend gker ved 10

°C etter lagringsdag 11 og minker ved 35 °C etter lagringsdag 4.

Proteolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 10 °C
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Figur 27. Proteolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 10 °C. Malt i mg peptider
per g lgselige proteiner. Fiskemasse uten tilsatt syre ved pH 6,7 er vist ved dag 0. BIa linje viser
ensilasjen ved pH 4, oransje linje viser ensilasjen ved pH 3,5 og gra linje viser ensilasjen ved pH 3.
Linjene angir kun om den pafelgende malte verdien er hayere eller lavere enn den foregaende, og

gjenspeiler ikke reelle tallverdier.
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Proteolytisk aktivitet 1 ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 35 °C
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Figur 28. Proteolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 35 °C. Malt i mg peptider
per g lgselige proteiner. Fiskemasse uten tilsatt syre ved pH 6,7 er vist ved dag 0. BIa linje viser
ensilasjen ved pH 4, oransje linje viser ensilasjen ved pH 3,5 og gra linje viser ensilasjen ved pH 3.
Linjene angir kun om den pafelgende malte verdien er hgyere eller lavere enn den foregaende, og

gjenspeiler ikke reelle tallverdier.

Figur 29 og 30 viser hvordan proteolytisk aktivitet i ensilasje ved ulik pH utviklet seg, ved
henholdsvis 10 °C og 35 °C fra dag 0 til dag 22, malt i mg peptider per g vatvekt ensilasje.
Standardavvikverdiene er sa sma, sa disse er ikke vist i grafene. Verdiene er beregnet ved hjelp
av verdiene fra Figur 27 og 28, og opprinnelig proteinkonsentrasjon i ensilasjeprgven. Alle
beregninger og radata som ble brukt til & lage Figur 29 og 30 vises i Vedlegg 4. | begge figurene
representerer de bla, oransje og gra punktene verdier for proteolytisk aktivitet i ensilasje ved
henholdsvis pH 4, 3,5 og 3. Enheten pa y-aksen forteller hvor mange mg peptider av
hemoglobinet som befant seg, i lgsningen hvor absorbansen ble malt, per g vatvekt av
ensilasjen. Antall peptider og proteaser korrelerer i henhold til Ligning 1, dermed indikerer
verdiene proteaseaktivitet i ensilasjeprgven basert pa hele vatvekten av ensilasjen. Verdien for
fiskemassen ved dag O indikerer proteaseaktivitet basert pa hele vatvekten av fiskemassen.
Trenden viser at det er starre proteolytisk aktivitet ved lavere pH, men det er avvikende verdier
for noen av ensilasjeprgvene ved pH 3,5. Helhetlig har ensilasjen ved pH 4 lavest proteolytisk
aktivitet ved bade 10 °C og 35 °C. Proteolytisk aktivitet far en gkende trend ved 10 °C etter
dag 11 og en minkende trend ved 35 °C etter dag 4.

34



Proteolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 10 °C
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Figur 29. Proteolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 10 °C. Malt i mg peptider
per g vatvekt ensilasje. Fiskemasse uten tilsatt syre med pH 6,7 er vist ved dag 0, malt i mg peptider
per g vatvekt fiskemasse. BIa linje viser ensilasjen ved pH 4, oransje linje viser ensilasjen ved pH 3,5

og gra linje viser ensilasjen ved pH 3. Linjene angir kun om den pafglgende malte verdien er hgyere
eller lavere enn den foregaende, og gjenspeiler ikke reelle tallverdier.

Proteolytisk aktivitet 1 ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 35 °C
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Figur 30. Proteolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 35 °C. Malt i mg peptider
per g vatvekt ensilasje. Fiskemasse uten tilsatt syre med pH 6,7 er vist ved dag 0, malt i mg peptider
per g vatvekt fiskemasse. BIa linje viser ensilasjen ved pH 4, oransje linje viser ensilasjen ved pH 3,5
og gra linje viser ensilasjen ved pH 3. Linjene angir kun om den pafglgende malte verdien er hgyere

eller lavere enn den foregaende, og gjenspeiler ikke reelle tallverdier.
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4.3 Lipolytisk aktivitet

Ensilasjepravene uten antioksidanter (parallell A fra ensilasjebatch 1) fra hver uttaksdag, samt
fiskemassen fra dag 0, ble analysert for lipolytisk aktivitet pa en og samme dag. Figur 31 viser
lipolytisk aktivitet (med standardavvik), malt i nmol per mgws-min (mgws er mg vannlgselige
proteiner), for fiskemassen ved pH 6,7 fra dag 0. Fra figuren vises det at lipolytisk aktivitet var
litt hgyere ved 35 °C i forhold til 10 °C. Figur 32 og 33 viser hvordan lipolytisk aktivitet, malt
i nmol per mgws-min, for ensilasje ved ulik pH utviklet seg ved henholdsvis 10 °C og 35 °C
fra dag 4 til dag 22. Alle beregninger og radata som ble brukt til & lage Figur 31, 32 og 33 vises
i Vedlegg 5, deriblant vises det at standardavvikverdien til punktene i Figur 32 og 33 ble 0. |
Figur 32 og 33 representerer de bla, oransje og gra punktene verdier for lipolytisk aktivitet i
ensilasje ved henholdsvis pH 4, 3,5 og 3. Enheten pa y-aksen i Figur 31, 32 og 33 forteller hvor
mange nmol 4-MU som befant seg, i lasningen som ble malt med fluorimeteret, per mg lgselige
proteiner i ensilasjen. Antall 4-MU molekyler og lipaser korrelerer i henhold til Ligning 3,
dermed indikerer verdiene lipaseaktivitet i ensilasjepragven per mg lgselige ensilasjeproteiner.
Trendene i Figur 32 og 33 viser at ensilasjen ved pH 4 har starst lipolytisk aktivitet, samt at
lipolytisk aktivitet er lav ved 10 °C i forhold til 35 °C. Ensilasjen ved pH 3,5 er litt avvikende
for noen av trendene i Figur 32 i forhold til verdiene i Figur 33.

Lipolytisk aktivitet i K2 laks ved 10 °C og 35 °C
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Figur 31. Lipolytisk aktivitet i fiskemasse av K2 laks ved pH 6,7 ved 10 °C og 35 °C. Malt i nmol per

mgws-min (mgws star for mg vannlgselige proteiner).
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Lipolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 10 °C
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Figur 32. Lipolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 10 °C. Malt i nmol per
mgws-min (mgws star for mg vannlgselige proteiner). Bla linje viser ensilasjen ved pH 4, oransje linje
viser ensilasjen ved pH 3,5 og gra linje viser ensilasjen ved pH 3. Linjene angir kun om den pafglgende

malte verdien er hgyere eller lavere enn den foregaende, og gjenspeiler ikke reelle tallverdier.

Lipolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 35 °C
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Figur 33. Lipolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 35 °C. Malt i nmol per
mgws-min (mgws star for mg vannlgselige proteiner). Bla linje viser ensilasjen ved pH 4, oransje linje
viser ensilasjen ved pH 3,5 og gra linje viser ensilasjen ved pH 3. Linjene angir kun om den pafglgende

malte verdien er hagyere eller lavere enn den foregaende, og gjenspeiler ikke reelle tallverdier.
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Figur 34 viser lipolytisk aktivitet, malt i nmol per g vatvekt fiskemasse-min, for fiskemassen
ved pH 6,7 fra dag 0. Standardavvikverdiene er sa sma, sa disse er ikke vist i figuren. Verdiene
er beregnet ved hjelp av verdiene fra Figur 31, og opprinnelig proteinkonsentrasjon i
fiskemasseprgven. Alle beregninger og radata vises i Vedlegg 5. Fra figuren vises det at
lipolytisk aktivitet var litt hgyere ved 35 °C i forhold til 10 °C. Figur 35 og 36 viser hvordan
lipolytisk aktivitet, malt i nmol per g vatvekt ensilasje-min, for ensilasje ved ulik pH utviklet
seg ved henholdsvis 10 °C og 35 °C fra dag 4 til dag 22. Verdiene er beregnet ved hjelp av
verdiene fra Figur 32 og 33, og opprinnelig proteinkonsentrasjon i ensilasjepraven. Alle
beregninger og radata vises i Vedlegg 5. | Figur 35 og 36 representerer de bla, oransje og gra
punktene verdier for lipolytisk aktivitet i ensilasje ved henholdsvis pH 4, 3,5 og 3. Enheten pa
y-aksen i Figur 34, 35 og 36 forteller hvor mange nmol 4-MU som befant seg, i lasningen som
ble malt med fluorimeteret, per g vatvekt ensilasje. Antall 4-MU molekyler og lipaser
korrelerer i henhold til Ligning 3, dermed indikerer verdiene lipaseaktivitet i ensilasjeprgven
basert pa hele vatvekten av ensilasjen. Trendene i Figur 35 og 36, er noksa like som trendene
i Figur 32 og 33, og viser at ensilasjen ved pH 4 har hgyest lipolytisk aktivitet, samt at lipolytisk
aktivitet er lav ved 10 °C i forhold til 35 °C.

Lipolytisk aktivitet 1 K2 laks ved 10 °C og 35 °C
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Figur 34. Lipolytisk aktivitet i fiskemasse av K2 laks ved pH 6,7 ved 10 °C og 35 °C. Malt i nmol per g

vatvekt fiskemasse-min.
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Lipolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 10 °C
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Figur 35. Lipolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 10 °C. Malt i nmol per g
vatvekt ensilasje-min. Bla linje viser ensilasjen ved pH 4, oransje linje viser ensilasjen ved pH 3,5 og

gra linje viser ensilasjen ved pH 3. Linjene angir kun om den pafglgende malte verdien er hagyere eller

lavere enn den foregaende, og gjenspeiler ikke reelle tallverdier.
Lipolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 35 °C
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Figur 36. Lipolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 35 °C. Malt i nmol per g
vatvekt ensilasje-min. Bla linje viser ensilasjen ved pH 4, oransje linje viser ensilasjen ved pH 3,5 og
gra linje viser ensilasjen ved pH 3. Linjene angir kun om den pafglgende malte verdien er hayere eller

lavere enn den foregaende, og gjenspeiler ikke reelle tallverdier.
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4.4 Frie fettsyrer (FFA)

Frie fettsyrer ble analysert for A-parallellen av alle fettprgvene fra ensilasjebatchene uten anti-
oksidanter. Figur 37 viser % FFA for ensilasjebatch 1 uten antioksidanter, og de resterende
pravene er presentert i Figur XXVII i Vedlegg 6. De bla, oransje og gra sgylediagrammene
representerer % FFA i fiskeolje fra ensilasjen ved henholdsvis pH 4, 3,5 og 3 fra lagringsdag
4,11, 18 og 22. Den rgde saylen representerer % FFA i fiskeolje fra fiskemassen ved pH 6,7
fra dag 0. Tallene over sgylene viser beregnet verdi av % FFA. Alle beregninger og radata for
FFA er vist i Vedlegg 6. Figuren viser at ensilasjen ved pH 4 hadde fiskeolje som inneholdt
starst % frie fettsyrer i forhold til ensilasjen ved pH 3,5 og pH 3. Ensilasjen ved pH 3 hadde

fiskeolje med minst % frie fettsyrer. De fleste verdiene gkte fra uttaksdag til utakksdag.

Prosentandel frie fettsyrer i fiskeolje fra ensilasje av K2 laks uten antioksidanter
3,286

2951
2,751

1,257

% frie fettsyrer
o o

1.2 1,035
el
0.9
: 0,628 0.658 o616 0.594
> 0,534 _ -
0.6 0398 0362 - = =
=l

H

0,190

oo 1N
o
A
Y,

K24-1D4 A
K235-1D4 A
K23-1D4 A
K24-1D11 A
K235-1DI1 A
K23-1DI1 A
K24-1DI1SA
K235-1DIS A
K23-1DIS A
K24-1D22 A
K235-1D22 A
K23-1D22 A

Figur 37. Prosentandel FFA i fiskeolje fra ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved pH 4 (bla sgyle),
3,5 (oransje sgyle) og 3 (gra seyle) fra henholdsvis lagringsdag 4, 11, 18 og 22. Prosentandel FFA i
fiskeolje fra fiskemasse av K2 laks ved pH 6,7 fra dag O er vist i rad sagyle.
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5. Diskusjon

En K2 laks ble ensilert med maursyre (uten og med antioksidanter) ved ulike pH og lagret over
en periode pa 22 dager. Tidsmessig var det kun mulig & male parametere i ensilasjen uten
antioksidanter. Proteolytisk og lipolytisk aktivitet ble malt i ensilasjebatchene ved lagringsdag
4,11, 18 og 22, samt i fiskemassen ved dag 0. | tillegg ble FFA malt i fiskeoljen fra de samme
lagringsdagene. | grafene som viser utvikling av pH, proteolytisk aktivitet og lipolytisk
aktivitet (Figur 25 — 30, 32 - 33, 35 — 36), er det dratt linjer mellom de malte verdiene fra de
ulike uttaksdagene. Linjene gjenspeiler ikke reelle verdier, men er tatt med for a se utviklingen
gjennom lagringsperioden.

5.1 Ensilasjeutvikling

Det ble undersgkt hvordan ensilasje uten og med antioksidanter ved pH 4, 3,5 og 3 endret seg
over en lagringsperiode pa 22 dager. Ensilasjeprgver fra lagringsdag 4, 11, 18 og 22, samt
fiskemasse fra dag 0, ble inaktivert med varme for & stoppe enzymaktiviteten i ensilasjen, og
sentrifugert for & separere de ulike lagene (Figur 20 — 22). Lagene, fiskeolje (fett), emulsjon,
hydrolysat og sedimenter, ble fraksjonert og veid for a se utviklingen gjennom lagringstiden i
ensilasjen. | tillegg ble pH malt i ensilasjebatchene pa hver uttaksdag for a se pH - utviklingen.

Det ble observert en mer nedbrutt og homogen ensilasje pa hver uttaksdag. Dette var forventet
da det skjer en autolyse hvor enzymer i fisken bryter ned fisken etter dgden. Samtidig bidro
tilsetting av syre til fiskemassen, optimale forhold for enzymene [10]. Det var forskjell for
ensilasjen ved ulik pH, hvor ensilasjen ved pH 3 var mest homogen. Dette skyldes at ensilasjen

ved pH 3 hadde tilsatts av mer syre enn ensilasjen ved pH 3,5 og 4 (Tabell I i Vedlegg 2).

Resultatene viser at ensilasjen tilsatt maursyre uten antioksidanter var ikke like homogen som
ensilasjen tilsatt blandingen av maursyre og antioksidanter (Figur 19). Dette kan skyldes at
maursyren med antioksidantene inneholder en blanding av kjemikalier, noe som kan fare til
raskere nedbrytning av fisken. Hvor homogen ensilasjen blir pavirkes av rering. Hver
ensilasjebatch ble blandet med en skje hver uttaksdag, og hadde ingen rgring mellom
uttaksdagene. Dersom det hadde vaert konstant rgring i ensilasjen, ville syren blitt jevnt fordelt
i ensilasjen fra start. Dette kunne fort til en jevnere nedbrytning av fiskemassen, og en mer

homogen ensilasje.
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Hvilket restrastoff som blir benyttet pavirker ogsa hvor homogen ensilasjen blir. Innvollene i
fisken inneholder flest enzymer, og disse farer til raskere nedbrytning av innvollene og
fiskekjattet, mens bein og skinn tar lengre tid a bryte ned av enzymene [10]. Siden det ble brukt
en hel laks (K2), var det en blanding av innvoller, bein og skinn i den kvernede fiskemassen.
Den kvernede fiskemassen ble blandet for hand, og det er vanskelig a si om innholdet ble jevnt
fordelt i ensilasjebatchene. Ulik fordeling av innvollene, bein og skinn kan ha fart til ujevn
nedbrytning av fiskemassen i de ulike ensilasjebatchene. Bruk av mekanisk rgrer kunne fart til

en mer jevn fordeling av innholdet i fisken.

Resultatene viser at masse fett i pravene var noksa like uavhengig av pH og lagringsdag, og
var rundt 4,5 — 6 gram (Tabell 3). Dette kan skyldes at fettmolekylene ikke brytes ned og
forsvinner, men spaltes videre til FFA [63]. Masse emulsjon er starre i ensilasjen ved pH 4 enn
ved pH 3. Arsaken er at emulsjonsfasen inneholder en blanding av fettmolekyler og vann, slik
at fettlaget blir mindre. Dermed gir ensilasje ved pH 3 stgrre masse fett enn ensilasje ved pH

4, noe som er gnskelig for videre prosessering av fiskeoljen.

Masse hydrolysat ble mindre ved synkende pH, mens masse sedimenter gkte ved synkende pH
(Tabell 3). I tillegg ble det observert en gkning i masse hydrolysat og minking i masse
sedimenter, fra uttaksdag til uttaksdag. Det observeres en korrelasjon mellom masse hydrolysat
og sedimenter, da sedimentene inneholder deler av fisken som ikke er nedbrutt enda. Dette
farer til jo lengre hydrolyseprosessen virker, jo mer sedimenter omdannes til hydrolysat.
Scanbio erfarer at dette forekommer helt til hydrolyseprosessen er mettet. Masse hydrolysat
gkte fra lagringsdag 4 til 18. Fra lagringsdag 18 til 22 var massen noksa lik, noe som kan tyde
pa en mettet hydrolyse.

Fargeendring i hydrolysatet ble observert fra uttaksdag til uttaksdag, samt forskjell i farge ved
ulik pH. Hydrolysatet ved pH 4 hadde markest farge og var oransje, mens hydrolysatet ved pH
3 hadde lysest farge og var lys gul (Figur 23). Fargen ble mgrkere for hver lagringsdag (Figur
20 — 22). Dette skyldes trolig ulik forandring i den tredimensjonale proteinstrukturen ved ulik
pH, slik at de absorberer og reflekter lys ved ulik bglgelengde [33,34,75]. Fargeendring i fettet
ble ogsa observert, hvor hgyere pH i ensilasjen ga markere farge pa fettet (Figur 24).
Antioksidanter pavirket ogsa fargen pa fettet ved at fargen ble markere. Scanbio observerer at
jo mer harsk oljen er, jo lysere blir den. Dette stemmer overens med hvorfor fettet med

antioksidanter er markere, da antioksidantene har hindret oksidasjon [59].
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Fra lagringsdag O til 1 observeres en gkning i pH for ensilasje uten og med antioksidanter
(Figur 25 og 26). Dette var forventet da K2 laks inneholder mye bein, og ettersom syren trenger
inn i beinene, vil syren ngytraliseres av kalsiumforbindelser [10]. For & korrigere stigningen i
pH, ble mer maursyre tilsatt pa lagringsdag 1. Fra lagringsdag 1 til 22 observeres en relativt
stabil pH-utvikling i ensilasje uten og med antioksidanter. Ensilasje ved pH 3,5 var mest stabil
for bade ensilasje uten og med antioksidanter. For ensilasje uten og med antioksidanter
observeres en langsom stigning ved pH 4 under lagringstiden. Arsaken til stigningen var for
lite tilsats av syre ved ensileringsstart, og dermed har syren gradvis blitt ngytralisert av
fiskemassen. En annen faktor kan omhandle ujevn syrefordeling i fiskemassen. Resultatene
viser at ensilasjen ved pH 4 uten antioksidanter endte ved pH 4,2-4,3 pa lagringsdag 22, og
ensilasjen ved pH 4 med antioksidanter endte ved pH 4,3-4,4 pa lagringsdag 22 (Tabell I i
Vedlegg 2). pH-verdiene er hgyere enn gnsket, da pH i ensilasje bar veere under 4, men ligger
fortsatt innenfor grensen for bakterievekst som ligger pa pH 4,5 [10]. pH er en ustabil parameter

som er vanskelig & male i ensilasje, derfor er det ikke sikkert at de malte pH-verdiene er reelle.

5.2 Proteolytisk aktivitet

Maling av proteolytisk aktivitet i fisk er et forskningsomrade i stadig vekst. Forskningsarbeid
knyttet til aktiviteten av ulike proteaser som finnes i fisk har blitt utfert, blant annet i
fordgyelseskanalen [48,76]. Derimot er det ingen tilsvarende studier for maling av proteolytisk
aktivitet i ensilasje av K2 laks. Dermed er det vanskelig a kvantifisere om verdien malt for
proteolytisk aktivitet i ensilasjen er hgy eller lav. Fra dette eksperimentet blir det en mer
kvalitativ analyse enn kvantitativ analyse, hvor trendene for ulik pH og temperatur

sammenlignes.

Proteolytisk aktivitet ble malt i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved en lagringstid pa
4,11, 18 og 22 dager. Resultatene viser at pH pavirket proteolytisk aktivitet, hvor ensilasjen
ved pH 3 hadde starre aktivitet sammenlignet med ensilasjen ved pH 4 (Figur 27 og 28).
Proteasen pepsin trives i magesekken og har optimums pH 3,05, noe som tilsier at proteolytisk
aktivitet gker i ensilasje ved lavere pH [44,55]. Hay proteolytisk aktivitet i ensilasje er gnskelig
da proteaser akselererer nedbrytningen av fiskemassen. Alle pH-dataene omtales som ensilasje
ved pH 4, 3,5 og 3, men de reelle pH-verdiene til ensilasjen var ved pH 4,3, 3,6 og 3,2. For &
analysere proteolytisk aktivitet i ensilasjen ved faktisk pH 3, skulle mer syre blitt tilsatt i

ensilasjen pa lagringsdag 1 og 4.
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Temperatur pavirker ogsa proteolytisk aktivitet i ensilasje, og resultatene viser at aktiviteten
blir lavere i ensilasje ved 10 °C sammenlignet med ensilasje ved 35 °C (Figur 27 og 28). Dette
stemmer overens med optimums temperaturen til pepsin, en av de viktigste proteasene i
hydrolyseprosessen, som ligger mellom 35 - 40 °C. | tillegg har Katepsin D, en muskelprotease,
optimums temperatur mellom 37 - 55 °C, og spiller ogsa en viktig rolle i spalting av proteiner
[48]. Ved lave temperaturer opprettholdes aktiviteten, men det tar lengre tid for enzymene a
bryte ned proteiner til peptider. Dette forklarer hvorfor gkning i proteolytisk aktivitet
observeres i ensilasje ved 10 °C fra lagringsdag 11 til 22 (Figur 27). Fra lagringsdag 18 til 22
i ensilasje ved 10 °C observeres en brattere gkning i proteolytisk aktivitet, sammenlignet med
lagringsdag 11 til 18. Dette kan indikere at lengre lagringstid (> 22 dager) ved 10 °C, farer til
brattere gkning i proteolytisk aktivitet. Lengre lagringstid pa noen fa dager kan potensielt gi

samme verdier av proteolytisk aktivitet som ensilasje ved 35 °C hadde ved lagringsdag 4.

| ensilasje ved 35 °C ble det observert at proteolytisk aktivitet synker etter lagringsdag 4 (Figur
28). Arsaken kan veere at hgyere temperaturer mot optimums temperaturen til pepsin forer til
gkt hydrolyseprosess, hvor proteasene spalter proteiner raskere til peptider. Deretter kan
peptidasene begynne & nedbryte peptidene til aminosyrer raskt, sa lenge de befinner seg under
sine optimale miljgbetingelser. Trypsin er en peptidase med optimums temperatur mellom 35
- 63 °C [48]. Dette tilsier at i ensilasje ved 35 °C, nar proteinene er spaltet til peptider, vil
trypsin umiddelbart starte nedbrytningen av peptider til aminosyrer. Det antas at utviklingen

av proteolytisk aktivitet i ensilasje ved 35 °C vil synke mer dersom lagringstiden blir lengre.

Det observeres ved lagringsdag 22 at ensilasjen ved pH 4 har hgyere proteolytisk aktivitet enn
ensilasjen ved pH 3 ved 35 °C, selv om trendene viser at aktiviteten gker ved synkende pH
(Figur 28). Dette kan skyldes at det er flere proteiner & bryte ned i ensilasjen ved pH 4, slik at
andelen peptider blir stgrre. Det ble observert at ensilasjen ved pH 3 var mer tyntflytende ved
lagringsdag 22 enn ensilasjen ved pH 4. Dette tilsier at mer proteiner har blitt brutt ned i
ensilasjen ved pH 3 enn i ensilasjen ved pH 4. Samtidig er verdiene noksa like og dette kan

skyldes nedbrytning av peptider til aminosyrer ved hjelp av trypsin.

| resultatene hvor proteolytisk aktivitet er vist per g vatvekt ensilasje, har ensilasjen ved pH 3,5
hayest aktivitet for lagringsdag 4 ved bade 10 °C og 35 °C (Figur 29 og 30), sammenlignet
med resultatene malt i per g lgselige proteiner (Figur 27 og 28). Det er en avvikende trend i
ensilasjen ved pH 3,5 ved 35 °C, hvor aktiviteten synker fra lagringsdag 4 til 18 (Figur 28 og
30). Det kan skyldes startkonsentrasjonen for ekstraktene, fortynnet 1:500 og 1:200, som ble
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prgveopparbeidet i delkapittel 3.3.3. Startkonsentrasjonen av proteiner i ensilasjen ved pH 3,5
var hgyere enn for ensilasjen ved pH 4 og 3 (Figur V og VI i Vedlegg 4). Samtidig var volum
ekstrakt av ensilasjeprgvene fra de ulike utakksprgvene varierende. Hvis volumene hadde veert
helt like, ville det kvantitative analysearbeidet veert mer palitelige. | tillegg ble kun
hydrolysatfasen brukt til ekstraktet, men sedimentfasen inneholder ogsa vann. Dersom denne
vannfasen hadde blitt inkludert i hydrolysatfasen, kunne proteinkonsentrasjonen veert hgyere,
og fart til hgyere verdier for proteolytisk aktivitet. Resultatene omhandler bare vannlgselige
proteiner, men det bar bemerkes at det ogsa finnes proteiner i fisk som ikke er vannlgselige.

Proteolytisk aktivitet ble ogsa malt i fiskemasse av K2 laks fer tilsats av syre. Resultatene er
fremstilt i grafene ved dag 0, og viser at proteolytisk aktivitet i fiskemasse er relativ lav i
forhold til i ensilasje (Figur 27, 28, 29 og 30). Arsaken er at fiskemassen hadde en pH pé 6,7,
noe som ikke er i det optimale pH-forholdet for proteasene. Figur 6 viser at aktiviteten til
pepsin er lav ved pH rundt 5 [55]. Dette antyder at aktiviteten blir lavere ved pH 6,7, noe som
stemmer overens med resultatene av proteolytisk aktivitet i fiskemassen. 1 tillegg observeres
det at fiskemassen far en hgyere proteolytisk aktivitet ved 35 °C i forhold til ved 10 °C.

5.3 Lipolytisk aktivitet og frie fettsyrer (FFA)

A sammenligne lipolytisk aktivitet med andre studier, for & finne et mal pd om verdiene for
aktiviteten er hgye eller lave, er ikke enkelt. Grunnen er at lipaser i fisk er et nytt
forskningsomrade, slik at det finnes lite litteratur og rapporter om dette. | rapportene som ligger
ute er det store forskjeller med tanke pa hvilket rastoff, metode, substrat, pH og temperatur som
blir benyttet [77]. | tillegg varierer inkubasjonstiden og hvordan resultatene blir fremstilt med
tanke pa enheter som blir benyttet. De fleste studiene bruker en hgy pH (7-9) da lipasene har
hayest aktivitet i dette omradet, men det er lite studier & finne pa lipaseaktivitet i fiskeensilasje
ved lav pH. Det ble ikke funnet noen studier som ligner pa forsgket gjort i denne rapporten,
slik at det har ikke veert mulig & sammenligne grafer og verdier med andre studier. Det har
derfor blitt lagt fokus pa sammenligning av trender for de ulike temperaturene og pH-verdiene

som ble benyttet i dette forsgket.

Lipolytisk aktivitet ble analysert for ensilasje uten antioksidanter, ved pH 4, 3,5 og 3, fra
lagringsdag 4, 11, 18 og 22. Aktiviteten ble analysert ved bade 10 °C og 35 °C. Siden lipaser
er mest aktive ved alkaliske forhold, er det forventet a se liten til ingen aktivitet i ensilasje ved

lav pH [48,55]. Det ble derimot observert aktivitet, hvor ensilasjen ved pH 4 har hgyest aktivitet
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ved 35 °C, og aktiviteten synker med minkende pH (Figur 33). Lipaseaktiviteten er sensitiv
for endring i pH fra optimums pH 7,95, og det observeres at aktiviteten synker drastisk ved en
minking i pH fram til pH 6,2 (Figur 6) [55]. Ved pH under 6,2 begynner kurven a flate seg ut,
noe som viser at lipaser har noe aktivitet, selv ved lave pH. I ensilasje ved 10 °C observeres
det lite forskjell i lipaseaktiviteten ved pH 4, 3,5 og 3. Det antas at ved lave temperaturer er det
sa lite lipaseaktivitet at pH ikke utgjer en stor forskjell. | ensilasje er det gnskelig med lav
lipolytisk aktivitet, da hgy lipolytisk aktivitet farer til flere frie fettsyrer (Ligning 2). Flere frie
fettsyrer kan akselerere oksidasjonsprosessen slik at fettet oksiderer raskere, noe som farer til
darligere oljekvalitet [59].

Resultatene viser at lipaseaktiviteten malt i fiskemassen var hgyere, ved bade 10 °C og 35 °C,
sammenlignet med aktiviteten malt i ensilasje ved lagringsdag 4, 11, 18 og 22 (Figur 31 — 33).
Dette skyldes at i fiskemassen var det ikke tilsatt syre og pH ble malt til 6,7. Denne pH-verdien
er nermere optimums pH for lipaser enn ved pH 4, 3,5 og 3 som ble brukt i ensilasjen, og er
grunnen til at det ble malt hayere aktivitet. Dette vises ogsa i Figur 6 hvor det kommer tydelig
frem at det er stor forskjell i lipaseaktiviteten ved pH 6,7 og pH under 5,8.

Lipolytisk aktivitet i ensilasje ble malt ved 10 °C og 35 °C, og det observeres at temperatur har
en stor pavirkning pa aktiviteten av lipaser. Ved 35 °C er aktiviteten mye hayere for ensilasje
ved pH 4 og 3,5 enn ved 10 °C (Figur 32 og 33). Dette stemmer overens med teorien som sier
at lipaser er mest aktive rundt 25-37 °C [48,55]. Ensilasjen ved pH 3 avviker med teorien hvor
aktiviteten er relativt lik for bade 10 °C og 35 °C. Dette kan skyldes at i ensilasje ved pH 3 er
aktiviteten av lipaser sa liten at temperatur ikke har noen pavirkning lenger. Ved bade 10 °C
og 35 °C observeres det en relativt jevn aktivitet for ensilasjepravene over lagringstiden pa 22

dager. Grunnen til dette kan veere at lipaser er stabile ved bade lave og hgye temperaturer.

Det er flere usikkerhetsfaktorer som kan ha pavirket resultatene for lipolytisk aktivitet. En
risteinkubator skulle brukes for & inkubere lgsningen med blankprgve/enzymprgve og
liposomal dispersjon. Dette utstyret var ikke tilgjengelig, og derfor ble det brukt vannbad med
ikke-kontinuerlig manuell risting. Dermed kan det hende at lgsningene ikke ble tilstrekkelig
blandet, noe som kan ha pavirket resultatene. Fluorimeteret som ble benyttet kan ha vert
innstilt med andre parametere enn fluorimeteret som metoden er laget etter. Dette ble oppdaget
en stund etter at lipolytisk aktivitet var ferdig analysert, og det var ikke tid til & gjenta analysen.
Det er ikke sjekket opp i om parameterne som er stilt inn for de to fluorimeterene er like og
eventuelt hva som er forskjellene. Derfor er det vanskelig & si noe om hvordan dette har
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pavirket resultatene og i hvor stor grad. Det ble farst laget en standardkurve 4-MU hvor det
viste seg at volum i metoden var feil, og en ny standardkurve ble laget etter analysering av
prevene. Denne standardkurven har hgyere fluorescensverdier enn fluorescensverdiene for
prevene. Dermed er de beregnede verdiene fra standardkurven negative og standardavviket O
(Vedlegg 5). For & fa fluorescensverdiene innenfor standardkurven, skulle prgvene vert

fortynnet mindre.

Resultatene for FFA viser at det befinner seg flere frie fettsyrer i fiskeoljen fra ensilasjen ved
hayere pH enn ved lavere pH (Figur 37). Siden lipase er enzymet som spalter triglyserider til
glyserol og frie fettsyrer er det forventet a se en hgyere andel frie fettsyrer i fiskeolje ved pH
4. Dette er fordi som allerede nevnt har lipase en optimums pH rundt 7,95, noe som farer til at
lipase jobber mer effektivt ved pH 4 enn ved pH 3,5 og 3 [55]. FFA innholdet forteller noe om
aktiviteten til lipasene ved at starre mengde frie fettsyrer indikerer starre lipolytisk aktivitet
(Ligning 2). Dette stemmer med resultatene som viser at prosentandelen FFA er hgyest i
fiskeolje ved pH 4 (Figur 37), og lipolytisk aktivitet er hgyest i ensilasjen ved pH 4 (Figur 32
og 33). Selve verdiene kan ikke sammenlignes da frie fettsyrer ogsa oppstar ved spalting av
fosfolipider ved hjelp av fosfolipase, mens metoden som ble benyttet bare malte lipase-

aktiviteten.

5.4 Anbefaling til videre arbeid

Gjennom bacheloroppgaven har det blitt observert at pH og temperatur har stor pavirkning pa
den enzymatiske aktiviteten, som forekommer under hydrolyseprosessen i ensilasje av K2 laks.
Ved lagringsdag 11 til 22 gker proteolytisk aktivitet i ensilasje ved 10 °C, noe som kan tyde pa
at aktiviteten vil fortsette & gke med lagringstiden (Figur 27 og 29). Dette kan antyde at det
ikke kreves sa mange ekstra lagringsdager for ensilasje ved 10 °C, far den oppnar samme
verdier av proteaseaktivitet som ensilasjen ved 35 °C ved lagringsdag 4 hadde (Figur 28 og
30). I tillegg viser resultatene at lipolytisk aktivitet blir betraktelig lavere ved 10 °C i forhold
til 35 °C (Figur 32, 33, 35 og 36). Dermed anbefales det som videre forskning i EnsilPro-
prosjektet a lagre ensilasje av K2 laks over en lengre lagringsperiode enn 22 dager. Det er for
a undersgke om en utvidet lagringstid ved 10 °C vil resultere i gkt proteolytisk aktivitet, og
fortsatt ha tilsvarende lav lipolytisk aktivitet. Dersom dette viser seg a veare korrekt, kan en
lengre lagringstid ved 10 °C muligens erstatte hydrolyseprosessen ved 35 °C. Dette vil i sterre

grad bidra til & optimalisere energiforbruket.
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Imidlertid befinner det seg ogsa flere uttakspragver fra ensilasjen som ble laget gjennom denne
bacheloroppgaven, og Sintef Ocean har disse i besittelse. Ensilasjeprgvene uten antioksidanter,
som ikke har blitt analysert, kan analyseres videre for proteolytisk og lipolytisk aktivitet. |
tillegg befinner det seg ensilasjeprever fra ensilasjen med antioksidanter, som ogsa kan
analyseres for proteolytisk og lipolytisk aktivitet. Dette for & se om antioksidanter har en
pavirkning pa enzymaktiviteten. Parallell B av alle fettprgvene (med og uten antioksidanter) er
overlevert til Scanbio Ingredients AS, og som videre arbeid kan PV og AV kvantifiseres. Dette
kan gjares for a finne ut hvordan pH og antioksidanter pavirker oljekvaliteten i ensilasje av K2
laks, og om det er en korrelasjon mellom enzymaktivitet og lipidoksidasjon. | tillegg er det
fraksjonert emulsjon, hydrolysat og sedimenter for hver prgve. Sintef Ocean har disse i
besittelse og kan videre analysere terrstoff, aske- og vanninnhold i hver prgve. Massebalansen
i ensilasjene kan kvantifiseres, og det kan diskuteres pavirkninger av pH og antioksidanter.
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6. Konklusjon

Ensilasje av K2 laks uten og med antioksidanter ved pH 4, 3,5 og 3 ble lagret gjennom en
periode pa 22 dager. Lav pH i ensilasje farer til mer masse fiskeolje og mindre masse emulsjon.
Ved & male protolytisk aktivitet i ensilasje uten antioksidanter ble det bestemt at protease-
aktivitet er sterst ved lav pH (pH 3), samt at aktiviteten gker ved gkende temperatur. | tillegg
bestemmes det at proteolytisk aktivitet gker med lagringstiden ved 10 °C og synker med
lagringstiden ved 35 °C. Ved & male lipolytisk aktivitet i ensilasje uten antioksidanter ble det
bestemt at lipaseaktivitet er lav ved lav pH (pH 3-3,5). | tillegg gker lipolytisk aktivitet med
temperaturen, men aktiviteten holder seg noksa stabil med lagringstiden. Prosentandelen frie
fettsyrer i ensilasje uten antioksidanter er lavest ved lav pH (pH 3-3,5). Dermed konkluderes
det med at det er hensiktsmessig & senke pH i ensilasje laget av K2 laks uten antioksidanter til
rundt pH 3-3,5, for a oppna best produktseparasjon, samt optimal hydrolyse og stabilitet av
proteiner og lipider. I tillegg kan lagringstiden av ensilasjen forlenges ved 10 °C, far overfaring
til hydrolysetanker ved 35 °C, slik at oppholdstiden av ensilasjen ved 35 °C minimeres og

ensilasjeprosessen blir mindre energikrevende.
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Vedlegg 1: Risikovurdering

Vedlegg 1

RISIKOANALYSE

Enhet/Institutt:

Institutt for materialteknologi (IMA)

Ansvarlig linjeleder
(navn):

Ida Westermann

Ansvarlig for aktiviteten
som risikovurderes (navn):

Ine Sunnset Trgen, Nora Ringheim Eldegard, Revilija Mozuraityte, Maria Alquiza Madina, Monika Kopczyk, Merethe Selnes og Lene @stby

Deltakere (navn):

Ine Sunnset Trgen og Nora Ringheim Eldegard

Beskrivelse av den aktuelle aktiviteten, omradet mv.:

Bestemmelse av enzymatisk al

ktivitet i fiskeensilasje basert pa ulike pH forhold og temperatur. Det skal utfares en hydrolyseprosess hvor uttak av prever skjer ca. hver uke i en méned. Proteolytisk og lipolytisk aktivitet skal males i ensilasjen.

Aktivitet/arbeidsoppgave Mulig ugnsket hendelse Eksisterende risikoreduserende | Vurdering av Vurdering av konsekvens (K) Risikoverdi | Forslag til forebyggende og/eller korrigendene tiltak Restrisiko
tiltak sannsynlighet | Vurder en konsevenskategori om gangen. Menneske (SxK) Prioriter tiltak som kan forhindre at hendelsen inntreffer etter tiltak
S) skal alltid vurderes. (sannsynlighetsreduserende tiltak) foran skjerpet beredskap (Sx K)
(1-5) Menneske | @k/materiell | Ytre miljg | Omdemme (konsekvensreduserende tiltak)
(1-5) (1-5) (1-5) (1-5)
@delegging av instrument (pH-meter), 2
Tillaging av ensilasje kutt ved skjeering av fisk, eksponering | God opplaring, hansker og briller 2 2 4 Jobbe i avtrekk med relevant verneutstyr. S=-1
for syre
Lagring av praver, -80 °C Fryseskader pa hud God opplering 3 2 2 6 Beskyttelseshansker Ki 1
@deleggelse av instrument, . . .
Bruk av sentrifuge kjemikaliesgl og eksponering/skade God ppplaermg far bruk, likevekt i 2 1 2 2
sentrifugen
som falge av ubalanse
Kjemikalier i proteolytisk E;ZE3:ﬁr;r3/grrf]2:1;II(:r?§éIge emialier Hele metoden utfares_l S 8
aktivitet sikkerhetstiltak. F.eks. sgl pa hud og aytrekkskap. Ha god |nn_5|kt_| . 3 3 1 € Benytt avirekkskap S=1
. PP . sikkerhetsdatablad for kjemikalier
materialer, innanding og svelging.
Bruk av vortexmikser @deleggelse av instrument God opplering 2 1 2 2
Bruk av spektrofotometer til
proteolytisk aktivitet og @deleggelse av instrument God opplering far bruk 2 1 2 2
FFA
Eksponering for skadelige kjemikalier Hele metoden utfares i
Kjemikalier i lipolytisk pé& grunn av manglende Kkskan. Ha aod innsikt i 3 4 1 Ved alle sikkerhetstiltak oppfylt mtp. avtrekkskap reduseres 4
aktivitet sikkerhetstiltak. F.eks. sgl pa hud og aytre p. Ha g PR risikoen med en gang S=1
. L . sikkerhetsdatablad for kjemikalier
materialer, inndnding og svelging.
Inndamping pé rotavapor
(35-40 °C) @deleggelse av instrument God opplering 2 1 2 2
. . Gassalarm og oppbevaring pa et
Bruk av nitrogengass Kan eksplodere under oppvarming godt ventilert sted 1 2 1 2
@deleggelse av instrument,
Ultralydbehandling hgrselsskade God opplering 2 1 2 2
Bruk av fluorimeter @deleggelse av instrument God opplering 2 1 2 2
Eksponering for skadelige kjemikalier
L pé grunn av manglende Briller, labfrakk og hansker 3
Kjemikalier i FFA sikkerhetstiltak. F.eks. sgl pa hud og benyttes der det trengs 8 3 ! 2 Benytt avtrekkskap S=1
materialer, innanding og svelging
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KJEMIKALIER SOM BENYTTES GJENNOM BACHELOREN

Vurderingav | Vurdering av | Risikoverdi | Forslag til forebyggende Restrisiko
sannsynlighet | Konsekvens (SxK) og/eller korrigendene tiltak | etter tiltak
Kjemikalier Mulig ugnsket hendelse Eksisterende risikovurderende tilltak Farstehjelpstiltak (S) (K) (Sx K)
(1-5) Menneske
(1-5)
Bovine hemoglobin Sigma .
H-2625. CASg9008-02-go lkke merkepliktig 1 1 1
Bovine Serum Albumin
(BSA), CsH2:NOSI2, CAS | Ikke merkepliktig 1 1 1
9048-46-8
Dinatriumhydrogenfosfat, .
NaHPO, CAS 7782.85.6 | 'Kke merkeplikig ! ! !
Folinreagens, H290 Kan vare etsende for metaller. P280 Benytt vernehansker/vernebriller. P303 + P361 + P353 VED HUDKONTAKT (eller Jobbe i avtrekk med relevant
Ci10HsNaOsS, CAS 521- H302 Farlig ved svelging. héret): Tilsglte kleer ma fiernes straks. Skyll [eller verneutstyr som briller og
24-4 H314 Gir alvorlige etseskader p& hud dusj] huden med vann. relevenate hansker, dobbelt
0g gyne. P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED dersom stoffet er ekstra farlig. 3
@ @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. 2 3 6 I tillegg f& god oppleering i s=1
Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar héandtering av
seg gjore. Fortsett skyllingen. avfallstamming. Veer varsom
P310 Kontakt umiddelbart et ved handtering av
GIFTINFORMASJONSSENTER/lege. kjemikalier.
Isooktan, CsHis, CAS H225 Meget brannfarlig vaeske og P210 Holdes vekk fra varme/gnister/apen P301 + P310 VED SVELGING: Kontakt umiddelbart Jobbe i avtrekk med relevant
540-84-1 damp. flamme/varme overflater. — Rayking forbudt. et GIFTINFORMASJONSSENTER eller lege. verneutstyr som briller og
H304 Kan vare dgdelig ved svelging P261 Unngé inndnding av P302 + P352 VED HUDKONTAKT: Vask med mye relevenate hansker, dobbelt
@ ® om det kommer ned i luftveiene. stav/rgyk/gass/tdke/damp/ aerosoler. sdpe og vann. dersom stoffet er ekstra farlig. 5
H315 Irriterer huden. P273 Unnga utslipp til miljget. P331 IKKE framkall brekning. 2 5 I tillegg f& god oppleering i s=1
H336 Kan forarsake desighet eller P280 Benytt P501 Innhold/beholder leveres til Godkjent hé&ndtering av
svimmelhet. vernehansker/vernekler/vernebriller/ansiktsvern/ | avfallsmottak. avfallstamming. Veer varsom
H410 Meget giftig, med harselsvern. P312 Kontakt et GIFTINFORMASJONSSENTER/en ved handtering av
langtidsvirkning, for liv i vann. lege ved ubehag. kjemikalier.
Kalium natrium tartrat,
KNaCsH4O06 - 4H20, CAS | Ikke merkepliktig 1 1 1
6381-59-5
Kloroform, CHCIs, CAS | H302 Farlig ved svelging. P202 Skal ikke handteres fer alle advarsler er P302+P352 VED HUDKONTAKT: Vask med mye Jobbe i avtrekk med relevant
67-66-3 H315 Irriterer huden. lest og oppfattet. vann. verneutstyr som briller og
H319 Gir alvorlig gyeirritasjon. P260 Ikke inndnd take/damp/aerosoler. P304+P340 VED INNANDING: Flytt personen til relevenate hansker, dobbelt
H331 Giftig ved innanding. frisk luft og serg for at vedkommende har en stilling dersom stoffet er ekstra farlig.
% é H351 Mistenkes for & kunne forarsake som letter andedrettet. I tillegg f& god oppleering i 5
kreft. P305+P351+P338 VED KONTAKT MED 2 5 handtering av S=1
H361d Mistenkes for & kunne gi @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. avfallstamming. Veer varsom
fosterskader. Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar ved héndtering av
H372 Forérsaker organskader ved seg gjere. Fortsett skyllingen. kjemikalier.
langvarig eller gjentatt eksponering. P308+P313 Ved eksponering eller mistanke om
eksponering: Sgk legehjelp.
Kopperacetate- H302 Farlig ved svelging. P260 Ikke innand stav/ take. P301 + P330 + P331 VED SVELGING: Skyll Jobbe i avtrekk med relevant
monohydrat, H314 Gir alvorlige etseskader p& hud P273 Unnga utslipp til miljget. munnen. IKKE framkall brekning. verneutstyr som briller og
Cu(CH3COO0): - H20, og gyne. P280 Benytt vernehansker/ verneklaer/ P303 + P361 + P353 VED HUDKONTAKT (eller relevenate hansker, dobbelt
CAS 6046-93-1 H218 Gir alvorlig gyeskade. vernebriller/ ansiktsskjerm. haret): Tilsalte kleer ma fjernes straks. Skyll huden dersom stoffet er ekstra farlig.
H410 Meget giftig, med med vann. 2 2 4 I tillegg f& god oppleering i 2
P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED S=1

SO®

langtidsvirkning, for liv i vann.

@YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter.
Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar
seg gjere. Fortsett skyllingen.

hé&ndtering av
avfallstsmming. Ver varsom
ved héndtering av
kjemikalier.




Vedlegg 1

Kobbersulfatpentahydrat,
CuSO0; - 5H20, CAS
7758-99-8

H302 Farlig ved svelging.
H318 Gir alvorlig gyeskade.
H410 Meget giftig, med
langtidsvirkning, for liv i vann.

P273 Unnga utslipp til miljget.
P280 Benytt vernehansker/vernebriller.

P301 + P312 VED SVELGING: Kontakt et
GIFTINFORMASJONSSENTER/en lege ved ubehag.
P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED
@YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter.

Jobbe i avtrekk med relevant
verneutstyr som briller og
relevenate hansker, dobbelt
dersom stoffet er ekstra farlig.

@@ Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar I tillegg f& god oppleering i s E 1
seg gjare. Fortsett skyllingen. hé&ndtering av -
avfallstamming. Veer varsom
ved handtering av
kjemikalier.
Maursyre, HCOOH, CAS | H226 Brannfarlig veeske og damp. P210 Holdes vekk fra varme, gnister, dpen P303 + P361 + P353 VED HUDKONTAKT (eller Jobbe i avtrekk med relevant
64-18-6 H290 Kan vere etsende for metaller. flamme, varme overflater. Rgyking forbudt. haret): Tilsglte klzer ma fjernes straks. Skyll [eller dusj] verneutstyr som briller og
H302 Farlig ved svelging. P280 Benytt huden med vann. relevenate hansker, dobbelt
H314 Gir alvorlige etseskader pa hud vernehansker/vernebriller/ansiktsskjerm. P304 + P340 VED INNANDING: Flytt personen til dersom stoffet er ekstra farlig.
og gyne. frisk luft og serg for at vedkommende har en stilling I tillegg f& god oppleering i
H331 Giftig ved innanding. som letter ndedrettet. hé&ndtering av 5
P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED avfallstamming. Veer varsom S=1
@YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. ved héndtering av
Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar kjemikalier.
seg gjare. Fortsett skyllingen.
P310 Kontakt umiddelbart et
GIFTINFORMASJONSSENTER/lege.
Metanol, CHsOH, CAS H225 Meget brannfarlig vaeske og P210 Holdes vekk fra varme, gnister, apen P303 + P361 + P353 VED HUDKONTAKT (eller Jobbe i avtrekk med relevant
67-56-1 damp. flamme, varme overflater. Rgyking forbudt. haret): Tilsglte kleer ma fjernes straks. Skyll [eller dusj] verneutstyr som briller og
H301 + H311 + H331 Giftig ved P270 Ikke spis, drikk eller rayk ved bruk av huden med vann. relevenate hansker, dobbelt
@ svelging, hudkontakt eller innanding. produktet. P304 + P340 VED INNANDING: Flytt personen til dersom stoffet er ekstra farlig. 2
H370 Forérsaker organskader (gye). P280 Benytt vernehansker/vernebriller. frisk luft og serg for at vedkommende har en stilling I tillegg f& god oppleering i s=1
som letter dndedrettet. hé&ndtering av B
P308 + P311 Ved eksponering eller mistanke om avfallstsmming. Veer varsom
eksponering: Kontakt et ved héndtering av
GIFTINFORMASJONSSENTER/en lege. kjemikalier.
Natriumhydroksid H290 Kan vare etsende for metaller. P233 Hold beholderen tett lukket. P303 + P361 + P353 VED HUDKONTAKT (eller Jobbe i avtrekk med relevant
pastiller, NaOH, CAS H314 Gir alvorlige etseskader pa hud P280 Benytt vernehansker/vernebriller. héret): Tilsglte kleer ma fjernes straks. Skyll [eller dusj] verneutstyr som briller og
1310-73-2 og gyne. huden med vann. relevenate hansker, dobbelt
P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED dersom stoffet er ekstra farlig. 3
@YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. I tillegg & god oppleering i S=1
Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar héandtering av
seg gjare. Fortsett skyllingen. avfallstamming. Veer varsom
P310 Kontakt umiddelbart et ved héndtering av
GIFTINFORMASJONSSENTER/lege. kjemikalier.
Natriumkarbonat, H319 Gir alvorlig gyeirritasjon. P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED
Na>COs, CAS 497-19-8 @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter.
Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar
@ seg gjere. Fortsett skyllingen.
P337 + P313 Ved vedvarende gyeirritasjon: Sgk
legehjelp.
gitg%z‘;kig% Nacl, Ikke merkepliktig
Nitrogengass, N2, CAS H280 Inneholder gass under trykk; kan | P403 Oppbevares pa et godt ventilert sted. Jobbe i avtrekk med relevant
7727-37-9 eksplodere ved oppvarming. verneutstyr som briller og
relevenate hansker, dobbelt
dersom stoffet er ekstra farlig. 2
I tillegg f& god oppleering i so1

hé&ndtering av
avfallstsmming. Ver varsom
ved héndtering av
kjemikalier.
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Oljesyre, C1gHz402, CAS
112-80-1

Ikke merkepliktig

Pyridin, CsHsN, CAS
110-86-1

&

H225 Meget brannfarlig vaeske og
damp.

H302 + H312 + H332 Farlig ved
svelging, hudkontakt eller innanding.
H315 Irriterer huden.

H319 Gir alvorlig gyeirritasjon.

P210 Holdes vekk fra varme, varme overflater,
gnister, dpen ild og andre antenningskilder.
Rayking forbudt.

P280 Bruk vernehansker/ vernekler/
gyebeskyttelse/ ansiktsheskyttelse.

P301 + P312 VED SVELGING: Kontakt et
GIFTINFORMASJONSSENTER/ en lege ved ubehag.
P303 + P361 + P353 VED HUDKONTAKT (eller
héret): Tilsalte kleer ma fjernes straks. Skyll huden med
vann.

P304 + P340 + P312 VED INNANDING: Flytt

Jobbe i avtrekk med relevant
verneutstyr som briller og
relevenate hansker, dobbelt

dersom stoffet er ekstra farlig.

1 tillegg f& god oppleering i
hé&ndtering av

personen til frisk luft og serg for at vedkommende har avfallstsmming. Ver varsom s E 1
en stilling som letter dndedrettet. Kontakt et ved héndtering av -
GIFTINFORMASJONSSENTER/ en lege ved ubehag. kjemikalier.
P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED
@YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter.
Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar
seg gjare. Fortsett skyllingen.
Sitronsyremonohydrat, H319 Gir alvorlig gyeirritasjon. P261 Unnga innanding av tdke/damp/aerosoler. | P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED
CeHsO7 - H20 CAS 5949- | H335 Kan fordrsake irritasjon av P280 Benytt vernehansker/vernebriller. @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter.
29-1 luftveiene. Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar
seg gjore. Fortsett skyllingen.
P337 + P313 Ved vedvarende gyeirritasjon: Sgk
legehjelp.
Soyalecitin (L-a-
fosfatidylkolin), CAS Ikke merkepliktig
8002-43-5
Trikloreddiksyre (TCA), | H314 Gir alvorlige etseskader pa hud P280 Benytt vernehansker/vernebriller. P301 + P330 + P331 VED SVELGING: Skyll Jobbe i avtrekk med relevant
C2HCI30,, CAS 76-03-9 og gyne. munnen. IKKE framkall brekning. verneutstyr som briller og
H335 Kan forarsake irritasjon av P303+P361+P353 VED HUDKONTAKT (eller haret): relevenate hansker, dobbelt
@ @ luftveiene. Tilsglte kleer mé fjernes straks. Skyll [eller dusj] huden dersom stoffet er ekstra farlig.
H410 Meget giftig, med med vann. I tillegg fa god oppleering i 3
langtidsvirkning, for liv i vann. P305+P351+P338 VED KONTAKT MED @YNENE: handtering av S=1

Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg
gjere. Fortsett skyllingen P310 Kontakt umiddelbart et
GIFTINFORMASJONSSENTER/lege.

avfallstemming. Var varsom
ved héndtering av
kjemikalier.

Tris(hydoksymetyl)amino
metanhydroklorid (Tris-
HCI), NH2C(CH20H)s3 -
HCI, CAS 1185-53-1

Ikke merkepliktig

4-Methylumbelliferone
(4-MU), C10HsOs, CAS
90-33-5

H315 Irriterer huden.

H319 Gir alvorlig gyeirritasjon.
H335 Kan forarsake irritasjon av
luftveiene.

P280 Benytt vernehansker/vernebriller.

P302+P352 VED HUDKONTAKT: Vask med mye
sdpe 0g vann.

P304+P340 VED INNANDING: Flytt personen til
frisk luft og serg for at vedkommende har en stilling
som letter andedrettet.

P305+P351+P338 VED KONTAKT MED @YNENE:
Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg
gjare. Fortsett skyllingen.

4-
Metylumbelliferylheptan
oat (4-MUH), C17H200a,
CAS 18319-92-1

Ikke merkepliktig
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Vedlegg 2: pH-verdier i ensilasjen og radata for masse

Tabell I viser hvor mye fiskemasse som ble overfart til hver plastbgtte, samt volum tilsatt syre
og pH-verdier i ensilasjen pa hver uttaksdag. Det ble overfart rundt 1400 g fiskemasse til hver
botte. Syrer totr viser hvor mye syre som var tilsatt til fiskemassen i hver batte far forste uttak
pa lagringsdag 4. Etter tilsats av syre pa dag 4 viser Syrer tote hvor mye syre som ble tilsatt til

sammen i hver ensilasje. Tabell Il viser pH-verdiene som ble brukt til & lage Figur 25 og 26.

Tabell 1. Masse fiskemasse overfart til hver bgtte, volum tilsatt syre og pH-verdier i ensilasjen. Syrer: Syre tilsatt, pHo:

pH far tilsatt syre, Syrer tote: Syre tilsatt totalt far uttak , Syrer tote: Syre tilsatt totalt etter uttak (300 g).

Botte Masse|Syre; DO| pH pH; |SyreyD1| pH Syrey pH; SyrerD4| pH |Syrertotzg| pH pH pH
[g] [mL] DO D1 [mL] D1 |toty [mL]| D4 [mL] D4 mL] | D11 | D18 | D22
K2 4-1 1400 22 3.9 43 5 4.1-42 27 43 3 4.1-42 30 42 |42-43| 43
K24-2 1400 22 3.8 |41-42 0 4.1-42 2 43-44 5 4,00 27 42-43142-43(42-43
K2 3,5-1 1400 75 3.4-35] 3.6 5 3.5 80 3.6 0 3.6 80 35-36] 3.6 3.6
K2 3,52 1403 75 34-35] 36 5 25 80 3.6 0 3.6 80 35 3.6 36
K2 3-1 1399 150 |3,1-32|33-34 35 3132 185 32 40 3.1 225 3 3.2 37
K232 | 1406 | 150 | 32 [3334| 35 [3132] 185 | 32 | 40 | 31 | 225 |3031]3132]3132
K2A4-1 1400 15 3.8 43 5 4.1-42 20 4.1-42 0 4.1-42 20 43-44] 43 4.4
K2A4-2 1402 17 38 |41-42 0 4.1-42 17 4.4 3 4.1-42 20 42-43]43-44|43-44
K2 A3,5-1| 1405 50 33 3.5 0 3.5 50 3.5-3.6 0 3.5-36 50 35-36] 3.6 3.6
K2 A3,5-2| 1405 50 32 3.5 0 3.5 50 3.5-3.6 0 3.5-36 50 3.5-3,6]/3,5-3.6|3.6-3.7
K2A3-1 1400 110 |2,8-2.9]3,0-3.1 0 3.0-3.1 110 3.1 0 3.1 110 |3.1-32] 3.1 3.1
K2A32 1400 120 |2,9-3,03,1-32 0 3132 120 3.0-31 0 3,0-3.1 120 3,00 13031 31

Tabell I1. pH-verdier som ble brukt til tillaging av Figur 25 og 26. Det ble brukt gjennomsnittsverdier av pH for

ensilasjeprgvene som hadde varierende pH pa malingene.

Dag|K24-1|K24-2|K23,51|K23,52|K231|K232/K2A41|K2442|K2A351|K2A4352|K2A31|K2A432
0| 39 | 38 | 345 345 [ 315 | 32 1 38 3.8 33 32 2.85 2,95
415 | 415 35 35 | 315 | 3151 415 415 3.5 3.5 3.05 3.15
4 | 415 | 400 3.6 3.6 31 | 311 415 415 3,55 3,55 3.1 3.1
11| 42 | 425 | 355 35 3 305 1 435 425 3.55 3.55 3.15 3.00
18] 425 | 425 3.6 3.6 32 | 3,15 ] 43 435 3.6 3,55 3.1 3.15
22| 43 | 425 3.6 3.6 32 | 3151 44 435 3.6 3.65 3.1 3.1

Tabell 111 viser hvordan hver uttaksprgve ble merket, masse inaktivert ensilasje og radata for
hvor mye sentrifugergrene pa 15 mL, veieskipene og de sma og store plastposene veide, samt
hvor mye fett, hydrolysat, sedimenter og emulsjon som ble veid og beregnet. 1 tillegg vises
ogsa prosentvis-avvik fra hvor mye ensilasje som ble inaktivert til summen av den totale

massen av fraksjonene fett, emulsjon, hydrolysat og sedimenter. Ved overfgring av 100 g
Vv
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inaktivert prove til de 2 x 50 mL sentrifugergrene ble litt ensilasje sglt ut for prave K2 A 4-1
D4 B. Prgve K2 3-1 D11 A, K2 3-1 D11 B, K2 3-2 D11 A og K2 3-2 D11 B ble sentrifugert
to ganger. Prove K2 A3-1 D11 A, K2A3-1D11B,K2A3-2D11 Aog K2 A3-2D11Blai

sentrifugen over natten far de ble fryst. Rutene som er tomme mangles a analysere pa % frie

fettsyrer og bunnfallet med emulsjon i disse prgvene har derfor ikke blitt veid.

Tabell 111. Merking av alle prgvene, mengde inaktivert ensilasje, masse fett, hydrolysat, sedimenter og

emulsjon og %-awvik fra innveid masse ensilasje. Masse;: Masse ensilasje inaktivert, Fetts: Fett +

bunnfall, B: Bunnfall emulsjon, Skip: Veieskip, Hyd: Hydrolysat, Sed: Sediment, Emys: Emulsjon + B,

Em: Emulsjon + B, Sum veid: sum av Fett, Hyd, Sed og Em, % awvik: %-avvik fra Masse.

Masse;| Ror| Ror+ [Fettg Fett |Skip| Skip + | Hyd |Pose|Pose +| Sed |Pose| Pose + [Em,g| Em | Sum =
Prove B[g] .. |% avvik
[g] | lg] |Fetts [g]] [e] [e] | [e] |Hyd[gl| [g] [ [g] Sedg]| [g] [ [g] [Em,glg]| [g] | [g] [ veid
K2D0 1 102 |6.66| 1142 |476( 0,28 | 4,48 | 2,23 | 20,42 |18,19|2.80| 71.25 | 68,45 - - - | 028 91,12 | 10,67 %
K2 D0 2 104 |6,68| 12,18 | 5,50 5,50 12,29 22,85 | 20,56]2,72| 69,54 | 66,82 - 0,00 | 92,88 | 10,69 %
K241D4A 100 (6,66 12,60 |594( 029 5,65 |2,30( 43,41 |41,11(2,93| 4231 |3938|2,05| 828 | 623|652 92,66 | 7.34%
K241D4B 101 (6,67 1294 |6.27 6,27 |2.33| 41,48 |39.15(2,75| 4398 |41,23|2,07| 929 | 7.22] 722 | 93.87 | 7.06 %
K242D4A 100 [6.66| 1268 |6.02)| 006 | 596 |2.28| 43,16 |40.88|2.73| 43,10 | 40.37]2.03| 9.70 767 | 7.73 | 94.94 | 5.06 %
K242D4B 101 |[6.67| 1337 |6.70 6,70 |2.44| 43,94 |4150(2.64| 4235 |39.71|2,02| 7.73 |571|571| 9362 | 731%
K2351D4A 101 (6,72 12,67 |5.95( 0,12 5,83 |2,30| 41,25 |38.95|2.78| 43.35 | 40,57|2.10( 648 | 4,38 | 4.50 | 89.85 | 11,04 %
K2351D4B 102 [6,74| 1248 |5.74 5,74 12,33 42,44 |40.11]2.76 | 43.49 |40,73]2,05| 7.11 | 5,06 5,06 | 91.64 | 10,16 %
K2352D4A 104 [6,73| 13,19 | 646 0,14 | 6,32 |2,19| 46,60 |44.41[2,79| 46,86 |44.07|2,01| 6,04 | 4.03|4.17| 98,97 | 4.84%
K2352D4B 100 (6,68 12,79 | 6,11 6,11 | 2,28 43,08 | 40,80[2,63 | 45,84 |43,21|2,09| 7.64 | 555]555] 95,67 | 433%
K231D4A 100 |6,67| 12,81 [6,14]| 028 | 5,86 |2,46| 38,31 [3585]|2,85| 51,26 |48,41]|2,04| 632 [428)|4.56) 9468 | 532%
K231D4B 100 |6.69| 1245 |576 5,76 |2.24 | 3592 |33,68|2.67| 5222 |49.55|2,10| 6.71 | 4,61 | 4.61 | 93,60 | 6,40 %
K232D4A 102 (6,66 12,79 |6,13| 0,48 | 5,65 |2.32| 39,63 |37.31[2.90| 5343 |50,53|2,07| 645 | 4.38|4.86| 98.35 | 3.58%
K232048___| 100 [667] 1249 [ssa] _ [ss 226 153 [3527[2s6] sas8 [sos2[214] 630 [aas[ate] ose7 [a13%]
K2A41D44A 102 |6,67| 12,73 | 6,06 6,06 |2,35| 44,77 |42,42|2,79| 45,73 [42,94|2,07| 887 | 6,80 6.80| 9822 | 3.71%
K2A41D4B 103 |6.66| 1292 |626 6,26 |2.25| 38,00 |35,75]2,74| 4444 [41,70|2,08| 859 | 651|651 | 9022 |1241%
K2A42D4A 101 |6,68| 1283 |6.15 6,15 | 2,28 | 43,14 |40,86|2,76| 43,94 [41,18|2,07| 7.75 | 5.68 | 5.68 | 93.87 | 7.06 %
K2A42D4B 102 |6,66| 1291 |625 6,25 [2,27| 49,29 |47,02|2,77| 42,87 | 40,10/2,07| 7.57 | 550]5.50| 98.87 | 3.07%
K2A351D4A 101 |6,69| 1347 | 6,78 6,78 | 2,31 41,55 |39,24|2,77| 50,76 [47.99|2.,10| 346 | 1,36 | 1,36 | 9537 | 5.57%
K2A351D4B 103 6,73 13,61 |6,88 6,88 |2,27| 42,41 |40,14|2,73 | 48,67 [4594|2,13| 3,74 | 1,61 1,61 | 9457 | 8,18%
K2A352D4A 101 [6,69| 1325 |6,56 6,56 |2.46| 42,48 |40,0212,75| 49,30 | 46,55[2,10| 3,74 | 164|164 9477 | 6.17%
K2A352D4B 102 |6,69| 13,40 | 6,71 6,71 |2,21| 40,77 |38,56|2,76| 51,10 [4834|2,10| 3.84 | 1,74|174]| 9535 | 6.52%
K2A31D4A 102 (6,71 1335 | 6,64 6,64 |2.27| 34,84 |32,57|2,76| 55,77 [53,01|2,07| 475 | 2,68 2.68 | 94,90 | 6,96 %
K2A31D4B 101 |6.67| 13.07 [640 6.40 | 2.19| 25,82 |23.,63|2.76| 62.14 [59.38|2.13| 804 |591|591] 9532 | 5.62%
K2A32D4A 101 |6.69| 12.85 |6.16 6,16 |2,32| 25,67 |23.35|2,79] 60.00 [57,21|2,09| 7.88 | 579|579 ] 9251 | 841%
K2A32D4B 100 |6.70| 1264 | 594 594 |12.27| 26,88 |24.61|2,78| 59.74 [56.96|2.10| 826 | 6,16 | 6.16 | 93.67 | 633 %
K241D11A 103 [6.67| 12,19 |552( 0,07 | 545 |2.37| 50,91 | 4854|276 | 34.97 [32.21|2.09| 1043 | 834|841 | 9461 | 815%
K241DI11B 103 [6.66| 12,16 |5.50 5,50 |2.44| 5092 | 4848|277 | 34.31 [31,54|2.06| 1158 | 9,52]952]| 9504 | 7.73%
K242DI11A 102 [6.66| 1229 |5.63( 0,09 | 5,54 |2,36| 49,90 |47.54|2.75| 36,03 [33.28]|2.11| 9,79 | 7.68|7.77] 94.13 | 7.72%
K242D11B 102 |6,67| 13,11 |644 6,44 |2.41| 50,03 |47.62|2,76| 34,66 [31,90|2,08| 10,55 | 847|847 | 9443 | 742%
K2351DI1A 101 |6,73| 13,13 [6.40) 033 | 6,07 [2,30| 44,80 |42,50)2,76 | 37,38 | 34,62[2,07| 7.62 | 555|588 | 89,07 [11.81%
K2351DI1B 101 |6,66| 1291 |6,25 6,25 |2,47| 45,88 |4341]2,79| 38,41 |35,62|2,05| 7,67 5,621 5,62 | 90,90 | 10,00 %
K2352DI1A 103 |6,68| 12,56 [5.88) 025 5,63 [2,44| 46,99 |44,55]|2,82| 39,37 | 36,55[2,08| 6,40 |432]4,57| 91,30 [11,36%
K2352DI11B 100 |6,66| 12,55 |5.89 5,89 |2,40| 44,79 [42,39]2,78 | 39,41 |36,63|2,07| 6,60 | 4,53 | 4,53 | 89,44 | 10,56 %
K23-1D11A 104 |6,68| 1269 |6.01| 043 | 558 [2.26| 45,68 |43,42|2.80 48,12 |4532]|2,04| 4.80 2,76 |3,19]| 97,51 | 6,24 %
K23-1D11B 100 |6,68| 12,69 |6.01 6,01 |2.44| 42,43 |39.99]2,79| 45.71 [42.92|2,04| 566 |3,62|3.62| 9254 | 746%
K232D11A 101 [6.73| 12,66 |593| 037 ] 556 |2.32| 43,73 |41,41|2,76| 46,86 [44.10|12.09| 462 | 253]290| 9397 | 6.96%
BN 100 1660 12477 5I8 150 (BR8N 237 [ 40.82 |88 295 (L4714 I RER 21111606 1| A4 [EERIL 9307111693 Y |
K2A41DI11A 100 |6.67| 13.18 | 651 6,51 | 2,18 | 46,63 |44.45[2.77| 39.29 |36,52|2,08| 9.11 | 7.03|7.03| 9451 | 549%
K2A41DI11B 100 [6,65| 13,11 |6,46 6,46 | 2,38 | 47,30 |44.92|2,76| 38,31 | 3555|207 9.63 | 7.56] 7.56 | 9449 | 551 %
K2A42DI1A 102 |6.69| 1233 |564 5,64 |2,40| 49,60 [47.20|2,77| 36,26 | 33,49]|2,08| 1034 | 8.26| 8,26 | 94.59 | 7.26 %
K2A42DI11B 102 |6,67| 1234 [567 5,67 |2.25| 46,28 |44,03]|2,77| 36,52 |33,75|2,08| 1224 [10.16]10,16] 93.61 | 8.23 %
K2A351DI11A 101 |6,67| 13,00 6,33 6,33 | 2,40 | 40,96 |38,56|2,75| 44,10 |4135|2,06| 620 | 4,14 | 4,14 | 90,38 | 10,51 %
K2A351D11B 100 |6,71| 12,69 [598 5,98 |2,29| 40,89 |38,60]|2,76 | 44,82 |42,06]/2,06| 6,49 4431443 | 91,07 | 893 %
K2A352DI1A 103 |6,66| 13,20 |6,54 6,54 12,36 42,14 |39,78|2,78 | 45,99 |43,21|2,09| 642 |433]433] 9386 | 887%
K2A352D11B 100 |6,66| 13,01 |6,35 6,35 12,23 | 38,63 |36,40|2,74| 43,97 |41,23|2,08| 6,15 | 4,07 ] 4,07 | 88,05 | 11,95%
K2A31DI1A 102 |6,67| 13,05 |6,38 6,38 12,36 23,99 |21,63|2,75| 59.33 | 56,58|2,08| 8,02 | 594|594 90,53 |11,25%
K2A31DI11B 101 [6,66| 12,80 |6,14 6,14 |12,29| 21,43 |19,14|2,76| 61,69 | 5893|2,08| 822 | 6,14 ] 6,14 | 90,35 | 10,54 %

Vi
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K2A32DI1A 101 [6,68] 12,79 |6,11 6,11 [2,37| 21,40 |19,03]|2,71| 60,88 | 58,17]2,11| 6,81 | 4,70 ) 4,70 | 88,01 | 12,86 %
K2A32DI1B 101 |6,67| 12,72 [6,05 6,05 |2,40| 21,89 |19.49]2,73| 61,42 | 58,69]2,05| 728 |[523]523| 89,46 |11,43%
K241DISA 102 |6,70( 11,62 [492] 0,17 | 4,75 | 2,24 5298 |50,74|2,85| 31,98 |29,13|2,09| 13,67 [11,58]11,75] 96,37 | 5.52%
K241DISB 103 6,66 11,72 [5,06 506 |2.23| 52,01 |49,78(2,85( 33,02 |30,17|2,11| 13,80 |11,69|11,69| 96,70 | 6,12 %
K242DISA 102 6,64 1139 [4,75]| 009 | 4,66 |2.26| 51,07 |48.81]2.81| 32,32 [29,51]2,09| 13,31 [1122]11,31] 9429 | 7.56 %
K242DISB 102 6,63 1148 (485 4,85 (2,27 49,67 |47,40|2,83| 32,38 | 29,55]2,06| 13,04 [10,98)10,98] 92,78 | 9,04 %
K2351DISA 100 [6,67| 12,70 | 6,03 | 0,17 | 5,86 | 2,13 | 4630 [44,17|2,77| 38,30 |35,53|2.07| 699 | 492|509 | 9065 | 9.35%
K2351DI1SB 101 [6,70( 12,22 (5,52 5521225 46,11 |43,86|2,79| 37,88 |35,09]12,07] 7,13 | 506 | 5,06 | 89,53 | 11,36 %
K235-2DI1SA 102 6,65 12,48 [5.83] 020 5,63 |2.25| 47,04 [44,79]2.82| 40,54 |37,72]2,10| 6,97 | 4,87]5,07] 9321 | 8.62%
K2352DISB 103 6,67 12,68 (6,01 6,01 |2,28| 48,10 | 4582|276 40,89 |38,13]2,09| 733 |[524]524] 9520] 7.57%
K23-1DISA 103 6,66 1235 [569] 1,14 | 4,55 |2.26| 41,72 |3946(2.73 | 4591 |43,18|2,10| 6.23 | 4.13| 527 | 9246 |10.23 %
K23-1DISB 100 6,69 1221 [552 552 [2.24| 38,10 |35.86]|2.76| 45,46 |42,70|2.08| 7,02 | 494494 89.02 | 10,98 %
K23-2DI1SA 101 6.67| 12,75 | 6.08| 0,55 | 5,53 | 2,29 38,13 [3584]2.79 45.84 |43.0512.05| 741 | 536591 9033 |10.56%
K23-2DISB 101 [6.63| 1276 |6.13 6.13 |2.27| 39.85 |37.58| 2,78 | 47.52 | 44.74|2.02| 6.16 | 4.14|4.14| 92.59 | 833 % |
K2A41DI1SA 103 |6.64| 12,16 |5.52 552 |2.36| 51,09 |48.73]|2.82| 3595 |33,13]2.02 964 |7.62]|7.62] 95.00 | 7.77%
K2A41DISB 102 |6.69| 1281 |6,12 6,12 | 2,24 | 48,85 [46,61]2.81| 36,79 |33.98]2.09| 10,00 | 791|791 | 9462 | 7.24%
K2A42DISA 101 |6.68| 11,73 | 5,05 5.05 |2.24| 5087 |48.63]2.79| 33,14 |3035]|205| 1151 | 946|946 9349 | 744 %
K2A42DISB 102 6,70 12,09 [5.39 539 1232 51.65 |49.33]12.83| 34,46 |31.63]2.04| 1089 | 885 ) 885 95.20 | 6.67%
K2A351DISA 101 [6,67| 1241 |574 5,74 |2.36( 40,88 |38,52]12,86| 40,98 |38,12]2,07 744 |537]537] 87.75 |13.12%
K2A351DISB 103 6,68 1253 |5.85 5.85 12.35( 41,71 |39.36]2.80 | 42,07 | 3927|207 7.20 | 5,13 5,13 ] 89.61 | 13,00 %
K2A352DISA 102 6,65 12,53 |5.88 5.88 |12.32( 41,97 |39.65]|2.80| 41,17 |3837]2.09( 7.20 |511)]511] 89,01 |12.74%
K2A352DISB 103 |6,68| 12,81 (6,13 6,13 12,28 40,74 |38,46]|2.82| 42,91 |40,0912,05( 7,17 | 512|512 89,80 |12.82%
K2A31DISA 101 |6,72| 1242 (5,70 5,70 | 2,31 35,52 [33,21]|2,81| 47,22 |4441]2,08 690 | 482|482 88,14 |1273%
K2A31DISB 105 |6,63| 12,88 |6,25 6,25 12,39 35,71 |3332]2,83| 47,77 |44.94]|2.08| 692 | 484|484 89,35 |1490%
K2A32DISA 105 16,65| 1290 |6,25 6,25 12,41 | 38,74 |36,33|2,76| 49,86 |47,10|2,08| 6,44 | 436|436 | 94,04 |10,44%
K2A3-2DISB 104 |6,66| 12,94 [6,28 6,28 | 2,28 | 36,69 |34,41]|2,81| 48,21 |4540[2,04| 6,78 | 4,74 | 4,74 | 90,83 | 12,66 %
K241D22A 104 |6,65| 11,59 [4,94] 0,17 | 4,77 | 2,35 53,15 | 50,80]2,81| 32,31 [29,50]2,08| 12,38 |10,30|10,47| 95,54 | 8,13 %
K241D22B 103 |6,67| 11,33 [4,66 4,66 13,32 53,47 | 50,15/2,81| 31,82 [29,01|2,07| 12,53 [10,46/1046] 94,28 | 8,47 %
K242D22A 102 (6,70 11,85 |5,15] 0,30 | 4,85 |2,39( 51,15 |48,76]2.78 | 31,52 |28,74]|2.05( 12,50 |10,45]10,75] 93,10 | 8,73 %
K242D22B 103 6,66 11,63 [4,97 4,97 12,38 51,21 [48,83]12,82| 34,00 | 31,18)2,04 13,25 |11,21]11,21] 96,19 | 6,61 %
K2351D22A 102 6,67 12,43 [576] 0,14 | 5,62 ] 2,29 46,74 |44,45]|2,80| 36,51 |33,71]2,05( 7,78 | 573|587 | 89,65 |12,11%
K2351D22B 105 |6,68| 12,59 (591 5,91 12,21 47,40 [45,19]12,80| 38,30 |3550)2,05( 7,76 | 571|571 | 92,31 |12,09%
K2352D22A 100 [6,72| 12,48 [5,76] 048 | 5,28 | 2,36 44,02 |41,66]2,79| 38,36 |35,57]2,06| 725 | 519|567 | 88,18 |11,82%
K2352D22B 100 6,66 12,61 [595 5,95 12,31 43,98 [41,67]2,79| 38,03 |3524]2,05( 730 |525]|525]| 88,11 |11,.89%
K23-1D22A 102 [6,71] 1232 |561) 034|527 |2,39( 44,71 |4232]2,78 | 46,86 |44,08]2,07| 5,63 | 3.56] 3,90 | 95.57 | 6.30%
K23-1D22B 103 |6,69| 12,50 (5,81 5,81 12,31 43,51 [41.20]12,80| 46,62 |43.82]12,08 624 |4.16]|4,16] 9499 | 7.78%
K232D22A 100 [6,65| 12,60 [5.95] 065 | 5,30 [2,28( 39,63 |37,35|2.79| 46,38 [43,59]2.,06| 633 |427|492] 91,16 | 8.84%
e NN 101 [067] 1235 1068 PR [30) 4160 |2 0] 4811 4806 [ANS202| 582 | 380 )5 B00 .63 ] 631%)
K2A41D22A 100 [6,74| 11,99 (525 5,25 12,34 | 48,10 [45,76]2,86] 35,12 |32,26]2,05| 1097 [892]892] 92,19 ] 7.81%
K2A41D22B 100 [6,64| 11,58 (494 4,94 12,29 48,77 | 46,48]2,86] 34,56 [31,70]2,05 11,05 | 9,00 9,00 | 92,12 | 7.88 %
K2A42D22A 101 [6,70| 11,52 (482 4,82 12,33 49,95 |47,62]2,81] 33,72 [3091]2,05| 11,57 | 9,52]9,52| 92,87 | 8,05%
K2A42D22B 105 [6,66| 11,55 |4.89 4,89 |12,40| 52,94 |50,54]2,87| 33,85 |3098]2,06( 12,82 |10,76]10,76] 97,17 | 7,46 %
K2A351D22A 104 |666]| 12,51 (585 5,85 |12.46| 44,29 [41,83]12,83| 41,47 |38,64|2.08| 830 |[622)]6,22] 9254 |11,02%
K2A351D22B 105 |6,63| 1296 (6,33 6,33 |2,34| 43,68 |4134]|2,83| 43,34 [40,51]2,07( 882 |6,75]6,75] 94,93 | 9.59%
K2A352D22A 102 [6,72| 12,86 [6,14 6,14 12,36| 42,02 |39,66]|2,83| 40,31 |3748]|2.04| 857 |653)]6,53| 89.81 |11,95%
K2A352D22B 105 [6.65| 12,93 [6.28 6,28 [2,33| 43,50 |41,17|2,83] 42,97 [40,14]2,05( 903 | 698|698 | 94,57 | 993 %
K2A3-1D22A 102 (665 12,78 |6.13 6,13 12,38 | 30.64 |28.26(2.83| 54,55 |51,72|12.07| 647 |[440]|440) 90.51 |11.26%
K2A31D22B 103 16,64 12,77 |6.13 6,13 |2.36| 36,18 |33.82]|2.83| 4894 |46.11]207| 686 | 479]|4.79| 90.85 |11.80%
K2A32D22A 102 [6,70| 1248 |5.78 5.78 |2.24| 33,98 [31,74]2.82| 49.53 |46,71]2.07| 742 |535]535] 89.58 |12.18%
K2A32D22B 100 [6.67| 1246 |579 5,79 |2.24| 33,16 |30,92]2.81| 48,55 | 45.74|2.06| 7.27 21 )| 521 | 87.66 |1234%
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Vedlegg 3: Metoder for tillaging av lgsninger

Tabell 1V. Metoder for tillaging av lgsninger til proteolytisk aktivitet.

Lasninger til proteolytisk aktivitet

Lasning

Kjemikalier

Pregveopparbeidelse

Sitronsyre-fosfatbuffer

Under forsgket ble det
tillaget sitronsyre-
fosfatbuffer med pH 3,2,
3,6,4,3 09 6,7.

Det ble brukt gjennomsnitts-
verdier fra Tabell II.

Stock A

Sitronsyre, CsHgO7, 0,1 M

- 192,124 g/mol

- 19.21 g CeHgO7 - H20 /L destillert vann
Stock B

Dinatriumhydrogenfosfat, Na,HPO4, 0,2 M
- 141,96 g/mol

- 28.38 g Na2HPOu4/L destillert vann

Stock A: x mL.

Stock B: 100 mL — Stock A.

mL i henhold til Tabell I1 i dette
vedlegget.

Juster pH ved a tilsette mer stock
A eller B dersom pH ikke blir
optimal ved volum fra Tabell I1.

1 % Hemoglobin (substrat)

Bovine hemoglobin Sigma H-2625

Las 1 g hemoglobin i 100 mL
destillert vann, lagres fryst.

5% TCA
(Ble laget av Maria A. M.)

Trikloreddiksyre (TCA), C2HCI302

Lgs 50 g TCA 11000 mL
destillert vann.

2 % Natriumkarbonat i 0,1
M Natriumhydroksid (A)

Natriumkarbonat, Na,CO3
Natriumhydroksid, NaOH, 0,1 M

- 3,9997 g NaOH pastiller + 1000 mL
destillert vann

Lgs 20 g natriumkarbonat i 0,1 M
natriumhydroksid.

1 % Kobbersulfat (B)
(Ble laget av Maria A. M.)

Kobbersulfatpentahydrat, CuSO4 - 5 H20

Las 1 g kobbersulfatpentahydrat i
100 mL destillert vann.

2 % Kaliumnatriumtartrat

€
(Ble laget av Maria A. M.)

Kaliumnatriumtartrat, KNaCsH40s - 4H,0

Lgs 2 g kaliumnatriumtartrat i 100
mL destillert vann.

Alkalisk kobberreagens (D)

2 % Natriumkarbonat i 0,1 M
Natriumhydroksid (A)
1 % Kobbersulfat (B)
2 % Kaliumnatriumtartrat (C)

For & danne D bland 100 mL A +
ImLB+1mLCien
erlenmeyerkolbe.

Fortynnet folinreagens

Folinreagens, C10HsNaOsS

Bland 1 del folinreagens (50 mL)
+ 2 deler destillert vann (100 mL).
Beskytt lgsningen med
aluminiumsfolie.

Proteinstandarder, Bovine
Serum Albumin (BSA),
fortynnes fra 1000 pg/mL
standardlgsning med
destillert vann i henhold til
tabellen.

(Ble laget av Maria A. M.)

Standard Konsentrasjon | Total mengde UL BSA Destillert vann

[ug/mL] [mL] [uL] [mL]

1 12,5 10 125 9,875

2 25 10 250 9,750

3 50 10 500 9,5

4 100 10 1000 9

5 150 10 1500 8,5

6 200 10 2000 8

7 300 10 3000 7

VI




Tabell V. Volum som ma pipetteres av sitronsyre, CsHgsO7, 0,1 M, og dinatriumhydrogenfosfat,

Na;HPOs, 0,2 M, for & lage sitronsyre-fosfatbuffer med ulik pH [78].

Vedlegg 3

Citric acid Na:HPO4+12H,0
pH at
25°¢ | Volume of 0.1M Mass in Volume of 0.2M Mass in
solution (cm?) 100cm3 (g) solution (cm3) 100cm? (g)
2.6 89.1 1.87 10.9 0.78
2.8 84.15 1.77 15.85 114
3.0 79.45 1.67 20.55 1.47
3.2 75.3 1.58 24.7 1.77
3.4 715 1.50 28.5 2.04
3.6 67.8 1.42 32.2 231
3.8 64.5 1.36 35.5 2.54
4.0 61.45 1.29 38.55 2.76
4.2 58.6 123 41.4 297
4.4 55.9 117 44.1 3.16
4.6 53.25 1.12 46.75 3.35
4.8 50.7 1.07 49.3 3.53
5.0 48.5 1.02 51.5 3.69
5.2 46.4 0.97 53.6 3.84
5.4 44.25 0.93 55.75 3.99
5.6 42.0 0.88 58.0 4.16
5.8 39.55 0.83 60.45 4.33
6.0 36.85 0.77 63.15 452
6.2 33.9 0.71 66.1 4.74
6.4 30.75 0.65 69.25 4.96
6.6 27.25 0.57 72.75 5.21
6.8 22.75 0.48 77.25 5.53
7.0 17.65 0.37 82.35 5.90
7.2 13.05 0.27 86.95 6.23
7.4 9.15 0.19 90.85 6.51
7.6 6.35 0.13 93.65 6.71
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Tabell VI. Metoder for tillaging av lgsninger til lipolytisk aktivitet.

Lasninger til lipolytisk aktiv

itet

Lasning Kjemikalier Pregveopparbeidelse

1 M Tris-HCI buffer (pH 7,5) Tris(hydroksymetyl)ami | Vei 121,14 g Tris-HCl i en 1 L malekolbe.
nometanhydroklorid Tilsett omtrent 800 mL destillert vann og bland
(Tris-HCI), Igsningen pa en magnetrgrer til alt stoff er

NH2C(CH20H)s - HCI

opplest. Juster pH til litt under 7,5 med 2 M
NaOH, da pH kan gke. Tilsett destillert vann til
1 L. Overfor lgsningen til en pyrexflaske.
Oppbevares kaldt og pH justeres til 7,5 far
bruk dersom pH ikke er optimal.

Standardserie,
4-Methylumbelliferone (4-MU),
fortynnes fra 1000 uM
standardlgsning (0,17616 g + 1
L destillert vann) med destillert
vann i henhold til tabellen. 4-
MU er vanskelig a lgse, og
Igsningen ma derfor sta pa
ragring i mange timer.

(Ble laget Maria A. M.)

Standard | pL 4-MU [pL] Destillert vann [mL] Total mengde [mL]
1uM 10 9,99 10
2,5 UM 25 9,975 10
5uM 50 9,95 10
10 uM 100 9,9 10
15 uM 150 9,85 10
Standardserien er holdbar i opptil 6 maneder.

2:1 kloroform og metanol
blanding (v/v) (Ble laget av

masterstudenter)

Kloroform, CHCI3
Metanol, CH3OH

Bland 2:1 (v/v) av kloroform og metanol i en
pyrexflaske til gnsket mengde.

0,15 M Natriumklorid (Ble laget

av masterstudenter)

Natriumklorid, NaCl

Fortynn med destillert vann NaCl til gnsket
molaritet og volum.

Tabell VII. Metoder for tillaging av lgsninger til frie fettsyrer.

Lasninger til frie fettsyrer (FFA)

Lasning Kjemikalier \ Prgveopparbeidelse

Standardlgsninger til

standardkurve. 4,8 mL i Rar nr. 1 2 3 4 > 6 !
isooktan tilsettes til 14 n oljesyre (umol) (b?égk) 2,5 5,0 75 | 100 | 150 | 20,0
kimaxrar (2 serier, 7 mL isooktan 48 48 | 48 | 48 | 48 | 48 | 48
konsentrasjoner). Tilsett x pL uL isooktan 200 175 | 150 | 125 | 100 50 0
isooktan til rgrene i henhold uL standardlgsning 0 25 50 75 100 | 150 | 200

til tabellen, og tilsett x pL
standardlgsning til rerene i
henhold til tabellen.
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Vedlegg 4: Radata og beregninger for proteolytisk aktivitet

Excel dokumentet som ble brukt til beregning for proteolytisk aktivitet er utarbeidet fra
dokumenter som ble tilsendt fra Forsker/dr.grads-stipendiat Maria Alquiza Madina. Figur | og
Il (linje 9-11) viser absorbansverdien som ble malt for hver standardlgsning BSA, og
gjennomsnittsverdien (linje 12) ble benyttet for a lage standardkurvene i henholdsvis Figur 111
og IV. Linje 4 og 5 i Figur I og Il viser henholdsvis stigningstallet og konstantleddet fra

regresjonslinjen i Figur 111 og IV. Ensilasjen fra lagringsdag O refererer til fiskemassen.

3 05.04.2024

g :; gg?;f Absorbansverdier for standardkurve BSA for dag 0, 4 og 22

6

7 750 nm Std 1 Std 2 Std 3 Std 4 Std 5 Std 6 Std 7
8 [ng/mL] 12,5 25 50 100 150 200 300
9 |Parallel 1 0,015 0,038 0,109 0,223 0309 0,405 0,527
10 Parallel 2 0,016 0,038 0,106 0,253 0,322 04 0,533
11 Parallel 3 0,017 0,036 0,106 0,227 0309 0,392 0,531
12 |Gjennomsnitt " o016 T0037 7 0107 7 0234 7 0313 7 0399 " 0530

Figur 1. Absorbansverdier som ble brukt til & lage standardkurven BSA for ensilasjepragvene fra lagringsdag 0, 4 og 22.

3 09.04.2024

4 e 0,0016 Absorbansverdier for standardkurve BSA for dag 11 og 18

5 |b: 0.0118

6

7 750 nm Std 1 Std 2 Std 3 Std 4 Std 5 Std 6 Std 7
8 [ng/mL] 12,5 25 50 100 150 200 300

9 |Parallel 1 0.016 0.044 0.005 0.196 0.28 0.37 0.477
10 | Parallel 2 0.016 0.044 0.001 0.188 0.274 0.343 0.48
11 |Parallel 3 0,016 0,039 0.087 0.187 0275 0348 0,468
12 |Gjenmomsnitt " o016 7 o002 7 0001 7 090 0276 | 0354 | 0475

Figur I1. Absorbansverdier som ble brukt til & lage standardkurven BSA for ensilasjeprgvene fra lagringsdag 11 og 18.

Standardkurve BSA, dag 0, 4 og 22 Standardkurve BSA, dag 11 og 18

0.600

0,600
0,500 . S J 0,500 -+
0.400 PR 0400 .

20,300 o n 0300 0.y =0,0016x + 0,0118

) P y =0,0018x + 0,0151 S0.200 R® = 0,989

00,200 R*=0,9805 » '

0,100 — U 0,100 e o
0,000 ) b 0,000 L)
0 50 100 150 200 250 300 0 30 100 150 200 250 300

i /
Konsentrasjon [ptg/mL] Konsentrasjon [ug/mL]

Figur I11. Standardkurve BSA som ble brukt
til & beregne Lowry proteininnhold i hver
ensilasjeprove, samt proteolytisk aktivitet for
hver ensilasjeprave, for praver fra lagringsdag
0, 4 og 22.

Figur 1V. Standardkurve BSA som ble brukt til
a beregne Lowry proteininnhold i hver
ensilasjeprave, samt proteolytisk aktivitet for
hver ensilasjeprave, for praver fra lagringsdag
11 og 18.
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Figur V og VI viser mengde proteiner i hver ensilasjepreve [mg/mL] (linje 28) beregnet fra
Lowry standardkurven, og denne verdien ble brukt videre for & bestemme proteolytisk aktivitet.
Linje 15 viser hvilken prgve som er analysert. Linje 16 viser hvor mye ensilasje som ble
innveid. Linje 17 viser hvor mye proteinekstrakt ensilasjeprgven inneholdt etter tilsats av 20
mL vann, og det er dette ekstraktet som har blitt behandlet videre. Prgvens (ekstraktet)
fortynning er vist i linje 18. Linje 19-21 viser malt absorbans. Proteinkonsentrasjon, beregnet
fra regresjonslinjen i Figur I11 og IV for hver absorbansmaling, er vist i linje 22-24. Linje 25
viser gjennomsnittsverdien av proteinkonsentrasjonen, og denne verdien er multiplisert med
fortynningen i linje 18 for a finne ufortynnet prgve i linje 27. Standardavviket for beregnet
proteinkonsentrasjon vises i linje 26. Verdien i den ufortynnede prgven er dividert med 1000
for & fa riktig enhet [mg/mL]. Linje 29 viser mg laselige proteiner per g vatvekt ensilasje
beregnet fra proteinkonsentrasjonen multiplisert med volum ekstrakt, og dividert med masse
innveid ensilasje. Figur VII viser beregningsformler for kolonne C i Figur V. Kolonne D-1 i

Figur V og C-H i Figur VI er beregnet pa samme mate.

A B C D E F G H |
15 Preve K2D01 K241D4A K2351D4A K23-1D4A K241D22A K2351D22A K23-1D22 A
16 Masse ensilasje for ekstrahering [g] 20,07 20,05 20,01 20,02 20,06 20,10 20,07
17 Volum ekstrakt (filtrat) [mL] 20,68 22,90 25.39 24,76 21,67 24,88 26,04
18 Fortynning 500 200 200 200 200 200 200
19 750 nm Parallel 1 0.109 0,288 0,330 0,264 0324 0,337 0,295
20 Parallel 2 0.109 0,300 0,333 0,270 0333 0,348 0,287
21 Parallel 3 0.108 0,304 0,333 0,273 0,328 0,335 0,292
22 |Proteiner [ng/mL] 1 52.2 151.6 174.9 1383 171.6 178.8 1555
23 2 52.2 158.3 176.6 141.6 176.6 184.9 151.1
24 3 51,6 160,5 176.6 1433 173.8 177.7 153.8
25 |Gjennomsnitt 52,0 156.8 176,1 141.1 174.0 180,5 1535
26 SD 03 4.6 1.0 25 25 3.9 22
27 |Ufortynnet preve [ug/ml] 259907 313593 352111 282111 34803.7 361000 30692.6
28 |Prot. [mg/mL] (Lowry) 25,99 31,36 35,21 28,21 34,30 36,10 30,69
29 Proteiner [mg loselige proteiner/g vitvekt ensilasje] 26,78 35,82 44,68 34,89 37,60 44,68 39,82

Figur V. Malte absorbansverdier og beregnet proteinkonsentrasjon ved hjelp av Lowry metoden i ensilasje av

K2 laks uten antioksidanter fra lagringsdag 0, 4 og 22.

A B C D E F G H
15 Prove K241D11A K235-1D11A K23-1Di11 A K24-1D18 A K23.5-1D18A K23-1D18 A
16 |Masse ensilasje for ekstrahering [g] 20,04 20,00 20,01 20,01 20,07 20,02
17 |Volum ekstrakt (filtrat) [mL] 24.32 24,70 25.91 24,08 25,07 24,78
18 |Fortynning 200 200 200 200 200 200
19 |750 nm Parallel 1 0.285 0,298 0.230 0,307 0,305 0,257
20 Parallel 2 0.292 0.307 0.236 0,305 0,300 0,261
21 Parallel 3 0.320 0,291 0.239 0,294 0,310 0,258
22 Proteiner [ng/mL] 1 170.8 178.9 136.4 184.5 1833 1533
23 2 175.1 184.5 140.1 183.3 180.1 155.8
24 3 192.6 174.5 142.0 176.4 186.4 153.9
25 |Gjennomsnitt 179.5 179.3 139.5 1814 183.3 154.3
26 |SD 11.6 5.0 2.9 4.4 3.1 1.3
27 |Ufortynnet preve [ug/mL] 35900,0 35858.3 27900.0 36275.0 36650.0 30858.3
28 Prot. [mg/mL] (Lowry) 35,90 35,86 27,90 36,28 36,65 30,86
29 |Proteiner [mg loselige proteiner/g vatvekt ensilasje] 43,6 44,3 36,1 43,7 45,8 38,2

Figur V1. Malte absorbansverdier og beregnet proteinkonsentrasjon ved hjelp av Lowry metoden i ensilasje av

K2 laks uten antioksidanter fra lagringsdag 11 og 18.
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Beregningsformler for kolonne C Lowry
Linje: Formel:
22 =(1/$B$4)*(C19-$B$5)
23 =(1/$B$4)*(C20-$BS$5)
24 =(1/$B$4)*(C21-$B$5)
25 =GJENNOMSNITT(C22:C24)
26 =STDAV.S(C22:C24)
27 =C25*C18
28 =C27/1000
28 =((C27*C17)/C16)/1000

Figur VI11. Beregningsformler for kolonne C i Figur V. Kolonne D-1 er beregnet pa samme mate.

Figur VIII og IX viser peptidkonsentrasjonen i mg peptider per g lgselige proteiner og mg
peptider per g vatvekt ensilasje ved 10 °C som ble brukt for & lage grafene til Figur 27 og 29.
Figur X og XI viser peptidkonsentrasjonen i mg peptider per g lgselige proteiner og mg peptider
per g vatvekt ensilasje ved 35 °C som ble brukt for & lage grafene til Figur 28 og 30. Linje 15
viser hvilken temperatur prgvene er inkubert ved, og linje 16 viser hvilken pregve som er
analysert. Inkubasjonstiden vises i linje 17, masse innveid ensilasje vises i linje 18 og volum
ekstrakt vises i linje 19. Linje 20 viser hvilken fortynning prgven hadde. Absorbansen som ble
malt av prgvene (ekstraktet) fortynnet 1:50 og 1:20 vises i linje 21-23. De rgde tallene er
avvikene og derfor ikke tatt med i beregningene. Linje 24-26 viser peptidkonsentrasjon
beregnet fra standardkurvene fra Figur 11l og IV. Gjennomsnittskonsentrasjonen vises i linje
27, og standardavviket i linje 28. Linje 29 viser konsentrasjonen i «ufortynnet prgve» beregnet
ved & multiplisere gjennomsnittskonsentrasjonen med 4 for sé & dividere med 0,4. Det er fordi
pravene 1:50 og 1:20 fortynnes med 2 mL TCA + 1,2 mL buffer + 0,4 mL prgve + 0,4 mL
substrat (= 4 mL), og preven er bare pd 0,4 mL. Linje 30 viser konsentrasjonen av peptider i
helt ufortynnede praver dannet ved a subtrahere nullprgven fra de enzymaktive pragvene, samt
multiplisere begge med fortynningen i linje 20. Linje 31 viser proteinkonsentrasjonen fra Figur
V og VI, og [mg peptider/g lgselige proteiner] i linje 32 beregnes ved & dividere linje 30 med
linje 31 (samt multiplisere med 1000 over og under brakstreken for a fa riktig enhet). Linje 33
viser konsentrasjonen per time. Linje 34 viser mg peptider per g vatvekt ensilasje beregnet ved
a multiplisere linje 32 med den opprinnelige proteinkonsentrasjonen fra Figur V og VI (linje
29), samt dividere med 1000 for a fa riktig enhet. Figur XI1 viser beregningsformler for kolonne
C i Figur VII, og kolonne D-P er beregnet pa samme mate. Kolonnene C-N i Figur IX og XI,

og kolonnene C-P i Figur X er beregnet pa samme mate.
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A B C D E F G H | J K L M N o] P
15  Temperatur 10°C
16 Prove K2 6,7 D0 1 0-tid prove K2 4-1 D4 A 0-tid prove K2 3,5-1 D4 A 0-tid prove K2 3-1 D4 A 0-tid prove K2 4-1 D22 A 0-tid prove K2 3,5-1 D22 A 0-tid prove K2 3-1 D22 A 0-tid prove
17 |Inkubasjoustid [h] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
18 Masse ensilasje for ekstrahering [g] 20.07 20.07 20.05 20.05 20.01 20.01 20.02 20.02 20.06 20.06 20.10 20.10 20.07 20.07
19 Volum ekstrakt (filtrat) [mL] 20,68 20,68 22,90 22,90 2539 25.39 24,76 24,76 21,67 21,67 24,88 24,88 26,04 26,04
20 Fortynning 50 50 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
21 750 nm Parallel 1 0,035 0,037 0,253 0,238 0,209 0,242 0,214 0,278 0,279 0,310 0,281 0,261 0,260
22 Parallel 2 0,034 0.031 0.258 0.247 0.306 0.240 0.237 0.286 0.272 0.293 0,306 0.277 0.268
23 Parallel 3 0,032 0,030 0,267 0251 0.280 0,245 0.233 0,279 0,263 0.296 0311 0312 0,264
24 [Peptider [ng/mL] TCA 1 11.1 122 1322 1238 157.7 126.1 1105 146.1 146.6 163.8 147.7 136.6 136.1
25 2 10.5 8,8 134,9 1288 161,6 1249 1233 1505 142,7 1544 161,6 1455 140.5
26 3 94 8.3 139.9 131.1 147.2 127.7 1211 146.6 137.7 156.1 1644 164.9 1383
27 Gjennomsnitt 9,9 8,6 1357 127.9 159,7 126.2 1183 148.6 140,2 1638 147,7 1552 1394
28 SD 0.79 0.39 3.94 3.70 2.75 1.40 6.83 2.75 354 7 #pvio 7 #DIvior 13.75 1.57
29 *Ufortynnet prove [ug/mL] 99.4 85,6 1356,9 1279,1 1596,7 1262,4 1182,8 1485,6 1402,2 1638,3 1477,2 15522 1393,9
30 Minus 0-tid [ug/mL] 694.4 1555.6 1944.4 1592,6 1666,7 32222 3166.7
31 Prot. [mg/mL] (Lowry) 25,99 31,36 3521 2821 34,80 36,10 30,69
32 [mg peptider/g loselige proteiner] 26.7 496 55.2 56.5 479 893 103.2
33 [mg peptider/g loselige proteiner 1 ] 26,72 49,60 55,22 56,45 47,89 89,26 103,17
34 |[mg peptider/g vatvekt ensilasje] 0,72 1.78 2,47 1.97 1.80 3,99 4,11

Figur VI11. Radata og beregnede verdier for proteolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 10 °C
fra lagringsdag 0, 4 og 22. Proteolytisk aktivitet malt i peptidkonsentrasjonen i mg peptider per g lgselige proteiner

0g mg peptider per g vatvekt ensilasje. Malt i mg peptider per g vatvekt fiskemasse for fiskemassen fra dag 0.

A B © D E F G H | J K L M N
15 Temperatur 10°C
16 Prove K24-1D11 A 0-tid prove K23.5-1D11 A 0-tid prove K2 3-1D11 A 0-tid prove K2 4-1 D18 A 0-tid prove K2 3.5-1 D18 A 0-tid prove K2 3-1 D18 A 0-tid prove
17 Inkubasjonstid [h] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
18 Masse ensilasje for ekstrahering [g] 20.04 20.04 20.00 20.00 20,01 20.01 20.01 20.01 20,07 20.07 20.02 20.02
19 Volum ekstrakt (filtrat) [mL] 24.32 24.32 24.70 24.70 25,01 25.91 24.08 24.08 25,07 25.07 24.78 24.78
20 Fortynning 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
21 750 nm Parallel 1 0.269 0.265 0.280 0.276 0.226 0.232 0.282 0.277 0.288 0.273 0.244 0.216
22 Parallel 2 0,273 0,275 0.284 0.281 0.230 0.230 0314 0.283 0,302 0,285 0.241 0.237
23 Parallel 3 0.251 0.248 0.270 0.266 0,235 0,228 0.284 0.267 0,288 0,288 0.250 0.235
24 Peptider [pg/mL] TCA 1 160.8 1583 167.6 165.1 133.9 137.6 168.9 165.8 172.6 163.3 1451 127.6
25 2 163.3 164.5 170.1 168.3 136.4 136.4 188.9 169.5 181.4 170.8 1433 140.8
26 3 149.5 1476 161.4 158.9 139.5 1351 170.1 159.5 172.6 172.6 148.9 139.5
27 Gjennomsnitt 155.1 1529 166.4 164.1 139.5 1351 169.5 162.6 177.0 167.0 145.8 136.0
28 |SD 7.95 7.51 4.51 4,77 r #DIV/0! r #DIV/0! 0.88 4,42 6.19 5.30 2.86 7.24
29 *Ufortynnet prove [ug/mL] 1551.3 1529.4 1663.8 1640.8 1395.0 1351.3 1695.0 1626.3 1770.0 1670.0 1457.5 1359.6
30 Minus 0-tid [ug/mL] 437.5 458.3 875.0 1375.0 2000.0 1958.3
31 Prot. [mg/mL] (Lowry) 35.90 35.86 27.90 36.28 36.65 30.86
32 [mg peptider/g loselige proteiner] 12,19 12,78 31.36 37.90 54,57 63.46
33 [mg peptider/g loselige proteiner 1 h] 12,19 12,78 31,36 37,90 54,57 63,46
34 [mg peptider/g vitvekt ensilasje] 0,53 0,57 1,13 1,65 2,50 2,42

Figur IX. Radata og beregnede verdier for proteolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 10 °C
fra lagringsdag 11 og 18. Proteolytisk aktivitet malt i peptidkonsentrasjonen i mg peptider per g lgselige proteiner og
mg peptider per g vatvekt ensilasje.

A B C D E F G H I J K L M N o] P
15 Temperatur 35°C
16 Prove K2 6,7 D0 1 0-tid prove K2 4-1 D4 A 0-tid prove K2 3,51 D4 A 0-tid prove K2 3-1 D4 A 0-tid prove K2 4-1 D22 A 0-tid prove K2 3,51 D22 A 0-tid prove K2 3.1 D22 A 0-tid prove
17 Inkubasjonstid [h] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
18 |Masse ensilasje for ekstrahering [g] 20,07 20,07 20,05 20,05 20.01 20,01 20,02 20,02 20.06 20,06 20,10 20.10 20,07 20,07
19 | Volum ekstrakt (filtraf) [mL] 20.68 20,68 22,90 22.90 25.39 25.39 2476 24.76 21.67 21.67 24.88 24.88 26.04 26.04
20 | Fortynning 50 50 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
21 750 nm Parallel1 0,035 0,027 0273 0245 0324 0275 0274 0235 0,308 0,200 0328 0316 0291 0,268
22 Parallcl2 0,034 0.029 0.229 0254 0337 0297 0.282 0233 0.307 0.293 0.340 0.306 0.283 0277
23 Parallel 3 0.034 0.030 0272 0244 0336 0283 0.291 0251 0312 0292 0278 0.293 0293 0.285
24 Peptider [ng/mL] TCA 1 111 6.6 1433 127.7 171.6 144.4 143.8 122.2 161.1 152.7 173.8 167.2 153.3 140,5
25 2 105 7.7 118.8 1327 178.8 156.6 1483 121,1 162.2 154.4 180,5 161.6 1488 1455
26 3 105 8.3 142.7 1272 178.3 148.8 153.3 1311 164.9 153.8 1461 154.4 154.4 149.9
27 | Gjennomsnitt 10.7 7.5 143.0 1274 176.2 149.9 1485 124.8 162.7 153.6 177.2 164.4 152.2 1453
28 |SD 032 0.85 0.3 030 4,02 6.19 4.7 5.48 2,00 0.85 4.71 3.03 2.94 4.7
29 | *Ufortynnet prove [ug/mL] 106,9 754 1430,0 12744 1762.4 1499.4 14846 12476 1627.2 1536.5 17717 1643, 1521.7 1453,1
30 | Minws 0-tid [ug/mL] 1574.1 31111 52503 4740.7 18148 2555.6 13704
31 Prot. [mg/mL] (Lowry) 25.99 31.36 35.21 2821 34.80 36.10 30.69
32 |[mg peptider/g loselige proteiner] 60.6 99.2 1494 168.0 52,1 70.8 446
33 | [mg peptider/g loselige proteiner 1 h] 60,6 99,2 149.4 168,0 52,1 70.8 44,6
34 |[mg peptider/g vitvekt ensilasje] 162 358 6.67 5.86 1.96 316 178

Figur X. Radata og beregnede verdier for proteolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 35 °C
fra lagringsdag 0, 4 og 22. Proteolytisk aktivitet malt i peptidkonsentrasjonen i mg peptider per g lgselige proteiner

og mg peptider per g vatvekt ensilasje. Malt i mg peptider per g vatvekt fiskemasse for fiskemassen fra dag 0.
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A B € D E F G H 1 J K L M N
15 Temperatur 35°C
16 Preve K241D11A 0-tid prove K235 1D11A 0O-tidprove K23-1D11 A O-tidprove K24-1DI8 A 0-tid prove K23.51DI8S A 0-tid prove K23-1DI8 A 0-tid prave
17 Inkubasjonstid [h] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
18 Masse ensilasje for ekstrahering [g] 20,04 20,04 20,00 20,00 20.01 20,01 2001 2001 20,07 20,07 20,02 20,02
19 Volum ekstrakt (filtrat) [mL] 2432 2432 24.70 24.70 2591 2591 24,08 24,08 25,07 25,07 24.78 2478
20 Fortynning 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
21 750 nm Parallel 1 0,243 0,228 0,279 0.266 0,240 0.211 0.300 0.250 0.270 0.279 0,256 0.235
22 Parallel 2 0,258 0,248 0,292 0.256 0,228 0,231 0.283 0,255 0.281 0.261 0,256 0.225
23 Parallel 3 0,270 0,259 0,297 0,257 0,243 0,228 0,280 0,261 0,253 0,267 0,259 0210
24 Peptider [ng/mL] TCA 1 1445 135.1 167.0 158.9 1426 1245 180.1 148.9 1614 167.0 1526 139.5
25 2 153.9 147.6 175.1 1526 135.1 137.0 169.5 152,0 168.3 1558 152.6 1333
26 3 1614 1545 1783 1533 1445 135.1 167.6 1558 150.8 1595 1545 123.9
27 | Gjennomsnitt 1533 1458 1735 154.9 1436 129.8 1724 1522 168.3 1558 1533 1322
28 SD 845 9.82 5.81 344 1.33 7.51 6.74 342 7 apvion " prvior 1.08 7.86
29 *Ufortynnet prave [ug/ml] 15325 14575 17346 1549.2 14356 1298.1 17242 15221 16825 1557.5 15325 1322.1
30 Minus 0-tid [ug/mL] 1500.0 37083 27500 40417 2500.0 42083
31 Prot. [mg/mL] (Lowry) 35.90 35.86 27.90 36.28 36.65 30.86
32 [mg peptider/g loselige proteiner] 41,78 103,42 98,57 111,42 68,21 136,38
33 [mg peptider/g loselige proteiner 1 h] 41,78 103,42 98,57 111,42 68,21 136,38
34 [mg peptider/g vitvekt ensilasje] 1.82 4,58 3,56 4,86 312 521

Figur XI. Radata og beregnede verdier for proteolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved 35 °C
fra lagringsdag 11 og 18. Proteolytisk aktivitet malt i peptidkonsentrasjonen i mg peptider per g lgselige proteiner og
mg peptider per g vatvekt ensilasje.

Beregningsformler for kolonne C proteolytisk aktivitet
Linje: Formel:
24 =(1/$B$4)*(C21-$B%5)
25 =(1/$B$4)*(C22-$B$5)
26 =(1/$B$4)*(C23-$B$5)
27 =GIJENNOMSNITT(C25:C26)
28 =STDAV.S(C25:C26)
29 =(C27*4)/0.4
30 =(C29*C20)-(D29*D20)
31 ='Lowry raw material (0,4,22)"'C28
32 =(C30*1000)/(1000*C31)
33 =C32/C17
34 =C32 *('Lowry raw material (0,4,22)'1C29)/1000

Figur XI1. Beregningsformler for kolonne C i Figur VIII. Kolonne D-P er beregnet pa samme mate.
‘Lowry raw material (0,4,22) er verdien hentet fra excelarket hvor proteinkonsentrasjon med Lowry

metoden ble beregnet.
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Vedlegg 5: Radata og beregninger for lipolytisk aktivitet

Excel dokumentet som ble brukt til beregning for lipolytisk aktivitet er utarbeidet fra
dokumenter som ble tilsendt fra Forsker/dr.grads-stipendiat Maria Alquiza Madina. Figur XIII
(kolonne D-E, linje 6-10) viser fluorescensverdiene som ble malt for hver standardlgsning 4-
MU, og gjennomsnittsverdien (Kolonne C) ble benyttet for a lage standardkurven i Figur XIV.
Linje 14 og 15 i Figur XIII viser henholdsvis stigningstallet og konstantleddet fra

regresjonslinjen i Figur XIV.

B C D E F
3 16.04.2024
4
B Standard (nM)  Fluorescence (mean) luorescence (ua
6 1 19040 19859 18523 18738
7 25 28102 27670 20125 27510
8 5 34621 34366 34297 35201
9 10 45291 45808 50169 39896
10 15 55629 55232 59893 51762
11
12
13
14 A= 245309
15 B= 2010093

Figur XI11. Fluorescensverdiene som ble malt og brukt til & lage standardkurven 4-MU.

Standardkurve 4-MU

60000
)
50000
= 40000 .
o ° v =2453,1x + 20101
= R2=0,9721
§ 30000 .
g 20000 PY
[T
10000
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Konsentrasjon 4-MU [uM]

Figur XIV. Standardkurve 4-MU som ble brukt til & beregne lipolytisk aktivitet.

Figur XV, XVI, XVII, XVIII og XIX viser fluorescensverdiene som ble malt for enzymprgvene
og blankprgvene fra henholdsvis dag 0, 4, 11, 18 og 22 ved 10 °C og 35 °C. Alle figurene viser
ogsa standardavvik og beregnet konsentrasjon 4-MU fra regresjonslinjen fra Figur XIV. Linje
251 kolonne C i Figur XV viser beregningsformel for konsentrasjonen. De fleste prgvene hadde
fluorescensverdier utenfor standardkurven, men tidsmessig var det ikke mulighet til & gjenta

prosedyren. De rgde tallene er avvikende og ikke tatt med i beregningene.
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B c D E F G H J K L M
21 DAG 0 A
22| Dilution = WY [4-MU] M)
22 Sample =[pH 6,7 (10 C) 12,3422 53186 46205 51741)  50377) 3685 13154] 14106] 12904 13388
24 pHET(35C) | 12.0089 | 50027] 47715 50037]  49560]  1661] 11910] 10135] 12527 11527 1243
25 =(G23-$F$15)/5F$14

Figur XV. Fluorescensverdier for enzymprgvene og blankprgvene fra fiskemassen ved dag 0.

B © D E F G H I J K L M
pi| DAG 4 A
22  Dilution = i)  [4-MU] (uM) Fluorescence (ua) MEAN SD Blank MEAN BLANK SD
23 _Sample =[pH 3 (10 C) -3.1240 12134 11799 12741 12438 429 12333 12116 12388 12279 144
24 pH35(0100C) -2.9924 12809 12844 12628 12760 116 12428 10590 13005 12717 408
25 pH4(10C) -3.2409 12884 10102 13466 12151 1798 12019 11701 12034 11918 188
26 pH3 (35C) -3.4499 9815 9812 11638 11638 H#DIV/0! 10038 11629 11779 11149 9265
27 pH3,5(35C) -3.4992 12229 11434 10888 11517 674 11181 11855 9133 10723 1418
28 pH4(35C) -3,3250 12285 12794 10754 11944 1062 9355 9676 10124 9718 386

Figur XVI. Fluorescensverdier for enzympravene og blankprevene fra ensilasjen ved lagringsdag 4.

B C D E F G H | ] K L M
21 DAG 11 )
22 | Dilution =| 1/20 [4-MU] (uM) Fluorescence (ua) MEAN SD Blank MEAN BLANK SD
23 Sample =|pH 3 (10 C) -3,4366 11561 11785 11666 11671 112 11570 12463 9822 11285 1343
24 pH 3.5 (10 C) -3,1516 12399 12293 12417 12370 67| 12318 12380 12096 12265 149
25 pH 4 (10 C) -3,1029 11976 12021 12571 12489 478 11921 11875 12085 11960 110
26 pH 3 (35C) -3.1651 12452 11555 13003 12337 731 12068 12227 12226 12174 92
27 pH 3.5 (35 C) -3,0385 12455 12779 12708 12647 170 12200 12595 11493 12096 558
28 pH 4 (35C) -3,1719 12543 12097 13588 12320 315 9738 11174 10078 10330 750

Figur XVII. Fluorescensverdier for enzymprgvene og blankprgvene fra ensilasjen ved lagringsdag 11.

B C D E F G H I ] K L M
21 DAG18 3
22 Dilution = 120 [4-MU] (uM) Fluorescence (ua) MEAN SD Blank MEAN BLANK SD
23 Sample =|pH 3 (10 C) -3,6222 11112 11153 11381 11215 145 11333 11550 9919 10934 886
24 pH 3,5 (10 C) -3.3681 11673 11663 12180 11839 296 11780 11095 11421 11432 343
25 pH4 (10 C) -3.3922 11279 11695 11864 11780 120 11404 10994 11630 11343 322
26 pH3 (35C) -3.4977 10703 12109 11750 11521 731 11816 10857 9773 11337 678
27 pH3.5(35C) -2.8242 13613 10619 12733 13173 622 11819 12358 12748 12308 466
28 pH4 35 C) -3.2695 10414 12817 13011 12081 1447 10039 8500 10239 10139 141

Figur XVIII. Fluorescensverdier for enzymprgvene og blankpravene fra ensilasjen ved lagringsdag 18.

B
21 DAG 22

22 Dilution =

23 Sample =|pH 3 (10 C) -3.2999 13301 11796 12216 12006 297 11022 11685 11348 11804 168
24 pH 3.5 (10 ©) -3.3763 11585 11860 12011 11819 216 12633 11908 11546 11772 320|
25 pH 4 (10 C) -3.4962 11070 11581 11922 11524 429 11248 13277 11392 11320 102
26 pH 3 (35 C) -3.4962 11544 12542 11505 11525 28 11285 10590 10801 10802 356
27 pH35(350) -33030 11082 14634 9379 11908 2628 10330 11981 8307 11156 1167
28 pH 4 (35 C) -3,1102 12309 12487 12528 12471 66 10759 8662 12544 10655 1943

Figur XIX. Fluorescensverdier for enzymprgvene og blankprgvene fra ensilasjen ved lagringsdag 22.

Figur XX (linje 57 og 59) viser beregnet lipase aktivitet per mg vannlgselige proteiner
([nmol/mg ws-min]), og lipase aktivitet per g vatvekt fiskemasse ([nmol/g vatvekt
fiskemasse-min]) for fiskemassen fradag 0 ved 10 °C og 35 °C . Disse verdiene ble henholdsvis
brukt til a lage Figur 31 og 34. De tre gverste kolonnene viser verdier for enzymprgvene og de
nederste viser verdier for blankprgvene. Linje 30 og 45 er hentet fra proteinkonsentrasjonen
som ble beregnet for prgven fortynnet 1:500 med Lowry metoden, fra Figur V. Standardavviket

for proteinkonsentrasjonen er hentet fra samme figur og vises i linje 31 og 46. Linje 32 og 47
XVII
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viser volum prgve analysert i fluorimeteret, linje 33 og 48 viser fortynningen prgvene hadde,
linje 34 og 49 viser volum enzymprgve og blankprgve inkubert, og linje 35 og 50 viser antall
minutter pragvene ble inkubert. Beregningsformler for lipaseaktivitet for kolonne B for dag 0
vises i Figur XXI. Kolonne C ble beregnet pa tilsvarende mate.

L. B C

2 DAGO
28 Fluorescence (mean) 30377 49360
29 SD_fluorescence 3683 1661
30 [Protein extract] (mg/ml) 2599 5
31 SD protein 032 032
32 | Volume sample (1) 0.00031 000031
33 Dilution factor enzyme 30 30
34 Volume incubated enzyme extract (ml) 004 0.04
35 | Incubation time (min) 15 15
36 | Total volume enzyme extract (ml) -

Lipase activity pr. mg water soluble
37 protein (nmol/mg ws'min ) 12.26743 11.93612
38 {Fl-b) 302764 204587
39 sSD 1.49309 0.67313
e
41
42 Blank pH 6,7 (10 C) Blank pH 6,7 (35 C)
43 Fluorescence (mean) 13388 11527
44 SD_fluorescens 634 1243
45 [Protein extract] (mg/ml) 2599 5.99
45 SD protein 032 032
47 | Volume sample (1) 0.00031 000031
48 |Dilution factor enzyme 30 30
49 |Volume incubated enzyme extract (ml) 0,04 0.04

50 | Incubation time (min) 15 13
51 Total volume enzyme extract (ml) -
Lipase activity pr. mg water soluble

52 protein (nmol/mg ws'min ) -2,71995 -3.47399
53 (Fl-b) 67129 85739
54 SD 0.00000 0.00000
55

56

57 14,98738 1541012
58 149309 0.67313
5% | [nmolig vitvekt fiskemasse-min] 401.3723348 4126935938

Figur XX. Radata og beregning av lipolytisk aktivitet i fiskemasse av K2 laks ved pH 6,7, ved 10 °C og

35 °C, fra dag 0. Verdiene er presentert i nmol per mg ws-min og nmol per g vatvekt fiskemasse-min.

Beregningsformler for kolonne B lipolytisk aktivitet dag 0
Linje: Formel:
30 =Lowry raw material (0,4,22)"'$C$28
31 =Lowry raw material (0.4,22)"1$C$26
37 =((B28-$F$15)/$F$14)*((B32*B33*1000)/(B34*B35*B30)))
38 =B28-3F$15
39 =STORST(0:(B38/B30)*ROT((B29/B38)"2 + (B32/B31)"2)*((B32*B33*1000)/(SF$14*B34*B35)))
52 =(((B43-$F$15)/$F$14)*((B47*B48*1000)/(B49*B50*B45)))
53 =B43-3F$15
54 =STORST(0:(B53/B45)*ROT((B44/B53)"2 + (B46/B45)"2)*((B47*B48*1000)/(SF$14*B49*B50)))
57 =B37-B52
58 =B39+B54
59 =B57 *('Lowry raw material (0,4,22)"'C29)

Figur XXI. Beregningsformler for kolonne B i Figur XX, og kolonne C er beregnet pa samme mate.
‘Lowry raw material (0,4,22)’ er verdien hentet fra exceldokumentet hvor proteinkonsentrasjon med

Lowry metoden ble beregnet.
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Figur XXII, XXII, XXIV, og XXV (linje 64 og 66) viser beregnet lipase aktivitet per mg
vannlgselige proteiner ([nmol/mg ws-min]) og lipase aktivitet per g vatvekt ensilasje ([nmol/g
vatvekt ensilajse-min]) for henholdsvis dag 4, 11, 18 og 22 ved 10 °C og 35 °C. Disse verdiene
ble brukt til & lage Figur 32, 33, 35 og 36. De gverste kolonnene i hver figur viser verdier for
enzymprgvene og den nederste viser verdier for blankprevene. Linje 37 og 52 er hentet fra

proteinkonsentrasjonen som ble beregnet for pravene fortynnet 1:200 med Lowry metoden, fra

Figur V og VI. Standardavviket for proteinkonsentrasjonen er hentet fra de samme figurene og

vises i linje 38 og 53. Linje 39 og 54 viser volum prgve analysert i fluorimeteret, linje 40 og

55 viser fortynningen prevene hadde, linje 41 og 56 viser volum enzymprgve og blankpreve

inkubert, og linje 42 og 57 viser antall minutter prgvene ble inkubert. Beregningsformler for

lipaseaktivitet for kolonne B for dag 4 i Figur XXII vises i Figur XXVI. Kolonne C-G i Figur

XXI1 og kolonne B-G for de resterende dagene ble beregnet pa samme mate.

A
34 DAG 4 pH3 (100) pH3,5(10C) pH4 (10 0) pH3(350) pH35350) pH4(350)
35 Fluorescence (mean) 12438 12760 12151 11638 11517 11944
36 SD_fluorescence 4129 116 1798 #DIV/0! 674 1062
37 [Protein extract] (mg/ml) 2821 21 31,36 2821 21 31,36
38 SD protein 2,55 0.96 463 255 0.96 463
39 Volume sample (1) 0.00031 0.00031 0,00031 0.00031 0,00031 0.00031
40 Dilution factor enzyme 20 20 20 20 20 20
41 Volume incubated e extract (ml) 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
42 Incubation time (min) 15 15 15 15 15 15
43 Total volume enzyme extract (ml) - -

Lipase activity pr. mg water
44 soluble protein (nmol/mg ws min ) -1,14428 -0,87817 -1,06793 -1,26365 -1,02691 -1,09565
45 (F1-b) -7663 4 -7340,6 -7950,3 -8462.9 -8583,9] -8156.6
46 SD 0,00000] 0,00000 0,00000 #DIV/0! 0, 0,00000
a7
a8
49 Blank pH 3 (10 C) Blank pH 3,5 (10C) Blank pH 4 (10 C) Blank pH 3 (35 C) Blank pH 3,5 (35C) Blank pH 4 (35 C)
50 Fluorescence (mean) 12279 12717 11918 11149 10723 9718
51 SD_fluorescens 144 408 188 965 1418 386
52 [Protein extract] (mg/ml) 28,21 521 31.36 2821 3521 3136
53 SD protein 255 0.96 4.63 2,55 0.96 4,63
54 Volume sample (I) 0,00031 0,00031 0.00031 0,00031 0,00031 0,00031
55 Dilution factor enzyme 20 20, 20 20 20, 20
56 Volume incubated enzyme extract (ml) 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
57 |Incubation time (min) 135 15 15 15 15 15
58 Total volume enzyme extract (ml)

Lipase activity pr. mg water
59 soluble protein (nmol/; Ws-min ) -1,16794 -0.88342 -1,09918 -1,33672 -1,12190 -1,39466
60 (F1-b) -7821.9 -7384.4 -8182.9 -8952.3 93779 -10382.6
61 SD 0 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
62
63 pH35(10C)

Final lipolytic activity pr. mg water soluble

64 protein (nmol/mg ws-min ) 0,02367 0,00524 0,03125 0,07307 0.09499/ 0,29901
65 SD 0.00000 0.00000 0.00000| #DIV/0! 0.00000 0.00000]
66 [nmol/g vatvekt je-min] 0.825740556 0.234286839| 1.119394207| 2549289457 4243887829 10.70961965

Figur XXI1. Radata og beregning av lipolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved

pH 4, 3,5 0g 3, ved 10 °C og 35 °C, fra lagringsdag 4. Verdiene er presentert i nmol per mg ws-min og

nmol per g vatvekt ensilasje-min.
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A
34 DAG 11 pH 3 (10 C) pH 3,5 (10 O) pH 4 (10 C) pH 3,5 (35C) pH 4 (35C)
35 Fluorescence (mean) 11671 12370 12489 12337 12647 12320
36 SD_fluor 112 67 478 731 170 315
37 rotein_extract] (mg/mi 27.90 35.86 35.90 27.90 35.86 35.90
38 SD_protein 2.86 5.01 11.58 2.86 5.01 11.58
39 Volume sample (1) 0.00031 0.00031 0.00031 0.00031 0.00031 0.00031
40 Dilution factor enzyme 20 20 20 20 20 20
41 Volume incubated enzyme extract (ml) 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04
42 Incubation time (min) 15 15 15 15 15 15
43 | Total volume enzyme extract (ml) - - - -
Lipase activity pr. mg water soluble
44 rotein ws'min ) -1,27281 -0,90821 -0,89312 -1,17226 -0,87560 -0,91299
45 (Fl-b) -8430,3 -7731.3 -7611.6 -7764.3 -7453.6 -7780.9
46 SD 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
47
48
49 Blank pH 3 (10 C) Blank pH 3.5 (10 C) Blank pH 4 (10 C) Blank pH 3 (35 C) Blank pH 3.5 (35 C) Blank pH 4 (35 C)
50 Fluorescence ( 11285 12265 11960 12174 12096 10330
51 SD 1343 149 110 92 558 750
52 rotein extra 27.90 35.86 35.00 27.90 35.86 35.00
53 SD ::m(tll 2.86 5.01 11.58 2.86 5.01 11.58
54 Volume sample (1) 0.00031 0.00031 0.00031 0.00031 0.00031 0.00031
55 Dilution factor enzyme 20 20 20 20 20 20
56 Volume incubated enzyme extract (ml) 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04
57 Incubation time (min) 15 15 15 15 15 15
58 Total volume enzyme extract (ml) - - - -
Lipase activity pr. mg water soluble
59 protein (nmol/mg ws*min ) -1,33104 -0,92055 -0,95519 -1,19687 -0,94036 -1,14649
60 (FI-b) -8815.9 -7836.3 -8140.6 -7927.3 -8004.9 -9770.9
61 SD 0.00000 0.00000 0,00000 0.00000 0.00000 0.00000
62
63 pH 3 (10C) pH 3.5 (10 C) pH 4 (10 C) pH3(35C) pH 3.5 (35C) pH4(35C)
Final lipolytic activity pr. mg water
64 soluble protein (nmol/mg ws-min ) 0,05823 0,01233 0,06207 0,02461 0,06477 0,23350
65 SD 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
66 [nmol/g vatvekt ensilasje'min] 2.103585703 0.546240678 2.704265373 0.889069497 2.868197084 10.17294535

Figur XXI111. Radata og beregning av lipolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved

pH 4, 3,5 og 3, ved 10 °C og 35 °C, fra lagringsdag 11. Verdiene er presentert i nmol per mg ws-min

og nmol per g vatvekt ensilasje-min.

A
34 | DAG 18 pH 3 (10 C) pH 3.5 (10 ) pH 4 (10 C) pH4 (350C)
35| Fluorescence (mean) 11215 11839 11780 11521 13173 12081
36 | SD _fl 145 296 120 731 22 1447
37 tein extract] 30.86 36.65 36,28 30,86/ 36,65 36,28
38 SD protein 1.30] 313 438 1.30, 3,13 438
39 Volume sample (I) 0.00031 0,00031 0.00031 0.00031 0.00031 0.00031
40 Dilution factor enzyme 20 20 20 20 20 20
41 Vohme incubated enzyme extract (mf) 0,04 0,04 0,04 0,04 0.04 0.04
42 Incubation time (min) 15 15 15 15 15 15
43 Total volume enzyme extract (ml) - - - - -

Lipase activity pr. mg water
44 soluble protein (nmol/mg ws*min -1.21295 -0.94963 -0,96631 -1,17127 -0,79626 -0,93134)
45 (Fl-b) -8885.6| -8262.3 -8321.4) -8580.3 -6927.9, -8020.3
46 SD 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0,00000 0,00000
47
48
49 Blank pH 3 (10C)  BlankpH 3,5(10C)  Blank pH 4 (10 C) Blank pH 3 (35 C) Blank pH 3.5 (35 C) Blank pH 4 (35 C)
50 | Fl ( ) 10934 11432 11343 11337 12308 10139
51| SD fl 886 343 322 678 466 141
52 | [Protein extract] (mg/ml) 30,86 36,65 36.28 30,86/ 36,65 36.28
53| SD protein 1,30 313 438 1,30 3.13 438
54 Volume sample (1) 0,00031 0,00031 0,00031 0,00031 0,00031 0.00031
55 Dilution factor enzyme 20 20 20 20 20 20
56 Volume incubated enzyme extract (mf) 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
57 Incubation time (min) 15 15 15 15 15 15
58 Total vohume extract - - - - -

Lipase activity pr. mg water
59 soluble protein (nmol/mg ws*min -1,25135 -0,99637 -1,01704, 1,19641 -0,89564 1,15681
60 (Fl-b) -9166,9 -8668,9 -8758,3 -8764,4 -7792,6 -9961,9
61 SD 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
62

63

Final ipolytic activity pr. mg water soluble
protein (nmol/mg ws-min )

65 SD

66 [nmol/g vitvekt ensilasje'min]

64

pH3 (10C)

pH 3,5 (10 O)

pH 4 (10 C)

pH3,5(35C)

0,03840 0,04674 0,05073 0,02514 0,22547
0.00000 0.00000, 0,00000| 0,00000 0.00000 0,00000!
146685168 2,13980067 2,214384059 0,960231698 4,549707327] 9,842645663

Figur XXIV. Radata og beregning av lipolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved

pH 4, 3,5 0g 3, ved 10 °C og 35 °C, fra lagringsdag 18. Verdiene er presentert i nmol per mg ws-min

og nmol per g vatvekt ensilasje

‘min.
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A

34 DAG 22 pH 3 (10 O) pH 3,5 (10 ©) pH4(10C) pH3(35C) pH35(35C) pH4(350)

35 Fluorescence (mean 12006 11819 11524 11525 11998 12471
36 SD_fluorescence 297 216 429 28 2628 66
37 [Protein_extract] (mg/ml) 30.69 36.10 34.80 30.69 36.10 34.80
38 SD_protein 225 3.89 2,51 2.25 3.80 2,51
39 |Volume sample (1) 0.00031 0,00031 0,00031 0,00031 000031 0,00031
40 Dilution factor enzyme 20 20 20/ 20 20 20
41 | Volume incubated enzyme extract (ml) 0,04 0,04 0.04 0,04 0,04 0,04
42 Incubation time (min) 15 15 15 15 15 15

43 Total volume enzyme extract (ml) - - L L
Lipase activity pr. mg water soluble

44 protein (nmol/mg ws-min ) -1,11098 -0,96643 -1,03805 -1,17707 -0,94546 -0,92343
45 (F1-b) -8094.9 -8282.3 -8576.6 -8576.4 -8102.6 -7629.6
46 | SD 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
47

43

49 Blank pH 3,5 (10 C) Blank pH 3 (35 C) Blank pH 4 (35 C)
50 Fluorescence (mean) 11804 11772 11320 10892 11156 10655
51 SD_fluorescens 168 320 102 356 1167 1943
52 [Protein_extract] (mg/ml) 30.69 36.10 34.80 30,69 36,10 34,80
53 SD_protein| 2,25 3.80 251 225 3,89 2,51
54 Volume sample (I) 0,00031 0,00031 0,00031 0,00031 0,00031 0,00031
55 Dilution factor enzyme 20 20 20 20 20 20
56 Volume incubated enzyme extract (ml) 0,04 0,04 0,04 0.04 0.04 0.04

57 |Incubation time (min) 15 15 15 15 15 15
58 Total volume enzyme extract (ml) - - - = I n
Lipase activity pr. mg water soluble

59 protein (nmol/mg ws-min ) -1,13877 -0,97187 -1,06278 -1,26387 -1,04381 -1,14327
60 (Fl-b) -8207.4 -8328,0 -8780.9 -0208.0 -8045,4 -0445,0
61 0,00000 0.00000 0,00000 0.00000 0,00000 0,00000
62

63 pH3,5(10C)

Final lipolytic activity pr. mg water

64 soluble protein (nmol’mg ws-min ) 0,02779 0,00545 0,02473 0,08681 0,09835 0.21984
65 SD 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
66 [nmol/g vatvekt ensilasje-min] 1.106742065 0.243326204 0.920811652 3.456861017 4.394645052 8.265160997

Figur XXV. Radata og beregning av lipolytisk aktivitet i ensilasje av K2 laks uten antioksidanter ved
pH 4, 3,5 0g 3, ved 10 °C og 35 °C, fra lagringsdag 22. Verdiene er presentert i nmol per mg ws-min

og nmol per g vatvekt ensilasje-min.

Beregningsformler for kolonne B lipolytisk aktivitet dag 4
Linje: Formel:
37 =TLowry raw material (0,4,22)'!$F$28
38 =Lowry raw material (0,4,22)'!$F$26
44 =(((B35-$F$15)/$F$14)*((B39*¥B40*1000)/(B41*¥B42¥B37)))
45 =B35-8F$15
46 =STORST(0;(B45/B37)*ROT((B36/B45)"2 + (B39/B38)"2)*((B39*B40*1000)/($F$14¥*B41¥B42)))
59 =(((B50-$F$15)/$F$14)*((B5S4*B55*%1000)/(B56¥*B57¥B52)))
60 =B50-$F$15
61 =STORST(0:;(B60/B52)*ROT((B51/B60)*2 + (B53/B52)"2)*((B54*B55%1000)/($F$14¥B56*B57)))
64 =B44-B59
65 =B46+B61
66 =B64 *('Lowry raw material (0,4,22)'1F29)

Figur XXVI. Beregningsformler for kolonne B i Figur XXII, og kolonne C-G er beregnet pa samme
mdte. ‘Lowry raw material (0,4,22)’ er verdien hentet fra exceldokumentet hvor proteinkonsentrasjon

med Lowry metoden ble beregnet.
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Vedlegg 6

Vedlegg 6: Radata og beregninger for frie fettsyrer (FFA)

Figur XXVII viser prosentandelen av FFA for parallell A fra begge ensilasjebatchene uten
antioksidanter fra alle uttaksdagene. Tabell V111 viser hvilke verdier som ble benyttet for & lage
Figur 37 og XXVII. Absorbansverdier for standardserien og standardkurven som ble brukt til &
beregne prosentandel FFA vises i Figur XXVIII.

Prosentandel frie fettsyrer i fiskeolje fra ensilasje av K2 laks uten antioksidanter
3286

33 2936

2,051
3.0 2751
27 2,552 2,607
24
5 21
£,
218
S L
g 1257 1 206
e 12 1035
0.9 0,658 ot 0.570
i vl 63 54 5 .37
0628 535 0.534 9402 2% g516 0616 0341 g 0%+ T
0.6 0,398 0362 01 = - = I =
0304 0362 0322
03 0.190 &
0o H
- a4 a4 < a4 o« a4 a4 a4 a4 o« < < 4 < < < < < < < < < < =
A& 32 A A A A A = =Z Z Z Z =Z 2 =& = =5 =2 = o o o o g §
g = 9 - o = & & &3 aa a3 & a /8 A &8 A &2 B8 A &8 &8 &
T T T R R St R S N B T S

Figur XXVII. Prosentandel FFA i fiskeolje fra ensilasje av K2 laks uten antioksidanter, fra to
ensilasjebatcher, ved pH 4 (de bla sgylene), 3,5 (de oransje sgylene) og 3 (de gra sgylene) fra
henholdsvis lagringsdag 4, 11, 18 og 22. Prosentandel FFA i fiskeolje fra fiskemasse av K2 laks ved
pH 6,7 fra dag 0 er vist i rad sayle.

Tabell VII1. Verdier og standardavvik for prosentandel FFA i fiskeolje fra ensilasje av K2 laks uten
antioksidanter, ved pH 4, 3,5 og 3 fra lagringsdag 4, 11, 18 og 22. | tillegg vises verdien og
standardavviket for prosentandel FFA i fiskemasse av K2 laks ved pH 6,7.

Prove % FFA SD
K2D01 0,190 0,010
K241D4A 1,257 0,009
K242D4A 1,206 0,052
K2351D4A 0,398 0,021
K2352D4A 0,304 0,010
K231D4A 0,362 0,044
K232D4A 0,322 0,002
K241DI11A 2,751 0,065
K242DI11A 2,552 0,008
K2351D11A 0,628 0,013
K2352D11A 0,535 0,011
K231DI11A 0,534 0,005
K232DI11A 0,492 0,003
K241DISA 2,951 0,028
K242DISA 2,607 0,028
K2351DI1SA 0,658 0,003
K2352DI1SA 0,516 0,022
K231DISA 0,616 0,020
K232DISA 0,541 0,126
K241D22A 3,286 0,061
K242D22A 2,936 0,124
K2351D22A 1,035 0,020
K2352D22A 0,787 0,053
K231D22A 0,594 0,036
K232D22A 0,570 0,135

XX



Vedlegg 6

A B C D E - G -
6 |Standard curve Oleic acid 284,400 g/mol
7 |umol oleic acid 0.0 2,500 5.0 7.5 10,0 15.0 20.0
8 Absorbance -0.,005 0,031 0,081 0,131 0.188 0.265 0.354
9 -0,003 0.030 0.079 0.126 0.178 0,261 0,349
10
11
12 average " 00047 00317 0080 01207 0.1837 0263 0352
13
14 0,400 -
15 0350 - ¥ =0,0174x + 0,0020
16 R2=0,9982
17 0,300 -
18 0,250 -
19 g
g 0,200 -
20 =
21 5 0,150 -
B
22 < 0,100 -
23
0,050 -
24 *
= 0,000 . . . . ; ; ; ; .
e 0050%0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
27 n oleic acid (umol)
28
29 A B
30 0,0174 0,002

Figur XXVIII. Absorbansverdier for tillaging av standardkurve med oljesyre, og standardkurven

benyttet til & beregne prosentandel FFA, i fiskeolje fra fiskemasse av K2 laks og ensilasje av K2 laks

uten antioksidanter ved en lagringstid pa 22 dager.

Figur XXIX, XXX, XXXI, XXXII og XXXIII viser beregnet gjennomsnittlig prosentandel FFA

med standardavvik i kolonne 1, i fiskeolje fra henholdsvis lagringsdag O, 4, 11, 18 og 22.

Kolonne A viser hvilken prgve som er analysert. Kolonne B viser hvor mye masse fett som ble

innveid og kolonne C viser absorbansverdien som ble malt. Kolonne D viser mol fett beregnet

fra regresjonslinjen i Figur XXVIII. Kolonne E viser mg fett beregnet fra antall mol og den

molare massen til oljesyre. Kolonne F viser mg/g og kolonne G viser prosentandelen frie

fettsyrer. De grgnne rutene er multiplisert med 0,8 pa grunn av feil volum av prgven. Figur

XXXV viser beregningsformlene for en parallell av fiskeoljeprgven fra fiskemassen ved dag 0,

og de resterende resultatene er beregnet pa samme mate.

A B C D F G H
31 kikg
32 |Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/'g %
33 0.2286 0,034 1,839 0.52 2,29 0.183| average 0,190
34 K2 D0 0.3794 0.061 3.391 0.96 2.54 0.203 stdev.p 0,010
35 0.2955 0,035 1,897 0.54 1,83 0.183

Figur XXIX. Radata som ble brukt til & beregne prosentandel FFA i fiskeolje, fra fiskemasse av K2

laks uten antioksidanter ved pH 6,7, fra dag O.
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Vedlegg 6

A B C D F G H
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g Yo
0.0050 0,093 5.230 1.49 15.66 1.253| average 1,257
D44-1 0.1081 0.107 6.034 1,72 15.88 1.270{ stdev.p 0.009
0,2899 0,279 15,920 4,53 15.62 1,249
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g %
0.1181 0,109 6.149 1.75 14,81 1,185| average 1.206
D44-2 0.1105 0.110 6.207 1,77 15.98 1.278( stdev.p 0.052
0,1936 0,173 0.828 2,79 14.44 1,155
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g %o
0.1790 0.043 2.356 0.67 3.74 0.374| average 0.398
D435-1 0.2534 0.068 3.793 1,08 4,26 0.426| stdev.p 0.021
0,2036 0,051 2.816 0,80 3.93 0,393
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g %
0.1109 0,029 1,552 0.44 3.98 0.318| average 0.304
D435-2 0.0035 0.023 1.207 0.34 3.67 0.294| stdev.p 0.010
0,2393 0,046 2,529 0,72 3.01 0,301
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g Yo
0.0844 0,024 1.264 0.36 4,26 0.341| average 0.362
D43-1 0.2347 0.078 4.368 1.24 5.20 0.423] stdev.p 0.044
0,1942 0,050 2,759 0,78 4.04 0,323
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g Yo
0.1063 0,028 1.494 0.42 4,00 0.320] average 0.322
D43-2 0.0846 0.023 1.207 0.34 4,06 0.325| stdev.p 0.002
0,2277 0,062 3.226 0,92 4.03 0,322

Figur XXX. Radata som ble brukt til & beregne prosentandel FFA i fiskeolje, fra ensilasje av K2 laks

uten antioksidanter ved pH 4, 3,5 og 3, fra lagringsdag 4.

60
61
62
63
64
65
66
67
68

69
70
71
72
73
74
75
76
77

A B C D E F G H
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g %
0.1031 0.224 12,759 3.63 35.19 2.816| average 2,751
D114-1 0.0998 0.207 11.782 3.35 33.57 2.686| stdev.p 0.065
Sample ID mass (g) Abs umol mg me/g %
0.1037 0.205 11.667 3.32 32.00 2,560| average 2,552
D114-2 0.1439 0,282 16,092 4,58 31.80 2.544| stdev.p 0,008
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g %
0.2084 0,100 5.632 1,60 7.69 0.615| average 0,628
D1135-1 0.2294 0.092 5.172 1.47 6.41 0.641| stdev.p 0.013
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g %
0.1604 0,069 3.851 1,10 6.83 0.546| average 0,535
D113.5-2 0.1949 0.080 4,483 1,27 6.54 0.523| stdev.p 0.011
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g %
0.2378 0.079 4.425 1.26 5.29 0.529| average 0.534
D113-1 0.1881 0.064 3.563 1,01 5.39 0,539 stdev.p 0.005
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g %
0.1713 0.066 3.678 1.05 6.11 0.489| average 0.492
D113-2 0.2007 0.078 4,368 1,24 6.19 0,495 stdev.p 0.003

Figur XXXI. Radata som ble brukt til & beregne prosentandel FFA i fiskeolje, fra ensilasje av K2 laks

uten antioksidanter ved pH 4, 3,5 og 3, fra lagringsdag 11.
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Vedlegg 6

A B i D E F G H
Sample ID mass (g)  Abs umol mg mg/g %
0.1027 0.236 13.448 3.82 37.24 2,979| average 2,951
D184 -1 0.1096 0,247 14.080 4.00 36.54 2,923 stdev.p 0,028
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g %
0.1186 0,241 13.736 3.91 32,94 2,635 average 2.607
D184-2 0.1642 0,261 14.885 4.23 25,78 2,578 stdev.p 0.028
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g %
0.2096 0.108 6.092 1.73 8.27 0.661| average 0.658
D183.5-1 0.1577 0.081 4.540 1.29 8.19 0.655| stdev.p 0.003
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g %
0.1821 0,077 4.310 1.23 6.73 0.539| average 0.516
D183.5-2 0.2050 0,064 3.563 1.01 4.94 0.494] stdev.p 0.022
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/'g %o
0.2136 0.106 5.977 1.70 7.96 0,637| average 0.616
D183-1 0.2018 0,094 5.287 1.50 7.45 0,596 stdev.p 0.020
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/'g %o
0.1640 0,085 4.770 1.36 8.27 0,662| average 0.541
D183 -2 0.2090 0.049 2.701 0.77 3.68 0.368| stdev.p 0.126
0.2362 0.109 6.149 1.75 7.40 0,592

Figur XXXI11. Radata som ble brukt til & beregne prosentandel FFA i fiskeolje, fra ensilasje av K2 laks

uten antioksidanter ved pH 4, 3,5 og 3, fra lagringsdag 18.
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A B C D F G H
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g %
0,1289 0,332 18.966 5.39 41,84 3.348| average 3,286
D22 4-1 0.1034 0.257 14.655 4.17 40.31 3.225| stdev.p 0.061
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g %
0.0782 0.185 10,517 2.99 38.25 3.060| average 2.936
D224-2 0.1116 0.242 13,793 02 35.15 2.812| stdev.p 0.124
Sample ID mass (g) Abs umol mg me/g %
0.0876 0.070 3.908 1,11 12.69 1,015| average 1,035
D223.5-1 0.1115 0.074 4.138 1.18 10.55 1,055 stdev.p 0,020
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g %
0,0962 0,056 3,103 0,88 0.17 0,734| average 0,787
D2235-2 0.0840 0.056 3.103 0.88 10.51 0.841 stdev.p 0.053
Sample ID mass (g) Abs umol mg me/g %
0.2609 0.091 5.115 1.45 5.58 0.558| average 0.594
D223-1 0,2103 0,083 4,655 1,32 6.30 0,630 stdev.p 0,036
Sample ID mass (g) Abs umol mg mg/g %
0.1048 0.061 3,301 0.96 9.20 0.736| average 0.570
D223-2 0.2748 0.087 4.885 1.39 5.06 0.404| stdev.p 0.135
0.2377 0,085 4,770 1.36 5.71 0,571

Figur XXXI11. Radata som ble brukt til & beregne prosentandel FFA i fiskeolje, fra ensilasje av K2

laks uten antioksidanter ved pH 4, 3,5 og 3, fra lagringsdag 22.
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Vedlegg 6

Beregningsformler for % frie fettsyrer dag 0
Kolonne og linje: Formel:
D33 =(C33-$C$30)/$B%$30
E33 =D33*3$C$6/1000
F33 =E33/B33
G33 =F33/10*%0.8

133 =GIENNOMSNITT(G33:G35)
134 =STDAV.P(G33:G35)

Figur XXXIV. Beregningsformler som ble brukt for & beregne prosentandel FFA i fiskeolje for en av

parallellene i Figur XXIX, samt gjennomsnittsverdien av prosentandel FFA og standardawvik.
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