DynamikKken i nedbrytningen av ATP i post mortem
torskemuskel (Gadus morhua L.) og K-verdi som

ferskhetsindikator

Ragnar Lillevoll
Mastergradsoppgave i fiskerifag

Studieretning for marine naeringsmidler (30 stp.)

HzN

=N

o o o E \ 2
o-P-0-P-o-F-0— "N
o o o o
OHOH

Adenosin trifosfat

Institutt for marin biotekologi
Norges fiskerihggskole
Universitetet i Tromsg

Tromsg, Norge

Juni 2007






Forord

Denne oppgaven markerer den uungaelige slutten pa en flott studietilvagrelse her i Tromsg.
Tiden ved UiTa og NFH har gitt meg masse nye venner og enda mer kunnskap a ta med

viderei livet.

En stor takk gar til min veileder, fersteamanuensis Bjarne Landfald, for hansivrige
pennestreker, doble utropstegn, spersmalstegn, fete typer (i str. 20), under- og overstrekninger
og piler hit og dit. At hani tillegg har satt av helgetid for a gjere dette, er bare ata av seg
hatten for. Og for all annen hjelp og veiledning pa lab’en og i felt, takk!

Jeg vil ogsa takke avdelingsingenigr ved IMAB Hanne Maehre for all uvurderlig hjelp og
veiledning i forbindelse med gjennomfering av analyser pa laboratoriumet, og for & ha svar

paihvertfall de fleste av mine spgrsmal.

Til dutt vil jeg takke mine foreldre, Tone Steffensen og Tor Arne Lillevall, for all stette
gjennom studietiden. Den gkonomiske biten har veart viktig, men aller viktigst har den
moralske stetten vaat. Uten deres oppmuntring og motiverende innspill, hadde ikke
studietiden fram til en mastergrad vaat like lett. Det gjelder forsdvidt ogsa livet for avrig.
Igjen, takk!

Tromsg,
Juni 2007
Ragnar Bjarne Lillevall






Sammendrag

En forsgksgruppe av oppdrettet atlantisk torsk (Gadus morhua L.) blei forkant av slakting
utsatt for stressende aktivitet ved hjelp av O,-gokk, mens en kontrollgruppe ble avlivet
direkte med med slag mot hodet. Fra begge grupper ble foretatt praver gjennom en fullstendig
fersklagringsperiode, fratidspunkt O (umiddelbart post mortem) og fram til 10 degn. Saalig
vekt ble lagt pa den tidligste lagringsfasen, med hyppige uttak det farste dagnet post mortem.
Ved bruk av HPLC-analyser av perklorsyreektrakter av muskel fra de ulike proveuttakene var
det mulig &falge degraderingen av ATP gjennom hele perioden. Ut fra de molare
konsentrasjonene av ATP og dets degraderingsprodukter, beregnet pa grunnlag av HPLC-
analysen, ble det beregnet en ferskhetsindeks, K-verdi, for hvert praveuttak i
lagringsperioden. Ma setningen var & se pa dynamikken av nedbrytningen til ATP for &
klarelegge om K-verdien kunne brukes som en ferskhetsindiktator i tiden fer mikrobielle
endringer gjer seg gjeldende. Det ble ogsa undersgkt om stressingen av fisk i forkant av
slakting ville pavirke nedbrytningsdynamikken til ATP og K-verdien. | tillegg ble pH i de

enkelte preavene logget for & se om stressingen ga noen effekt pa pH-verdien.

K-verdien viste en markant, og tilnaamet linaa gkning fra aller farste proveuttak og ut hele
islagringsperioden. Det kunne derimot ikke pekes pa forskjeller mellom den stressa og
ustressa gruppa som var store nok til & kunne konkludere at stressingen hadde noen effekt pa
nedbrytningsdynamikken for ATP generelt eller K-verdien spesielt. For pH ble det observert
en forventet lavere pH for den stressafisken i preveuttaket umiddelbart etter avliving.
Overraskende nok vedvarte denne forskjellen ut hele lagringstida, uten at det kunne pekes pa
noen dpenbar arsak til dette.
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1. Bakgrunn

1.1. Autolytisk nedbrytning

Den autolytiske nedbrytningen av vevet i en organisme er enzymatiske prosesser som starter

far mikrobiologisk nedbrytning har begynt a gjere seg gjeldende.

Adenosintrifosfat (ATP) er en energirik fosfatforbindelse som er essensiell i de metabolske
prosessene i celler. Pa dadstidspunktet slutter hjertet & sla og blodet som i fisk tar opp
oksygen gjennom gjellene, slutter & stramme. Selv en tid etter ded vil muskelcellene
opprettholde et visst nivaav ATP. Siden oksygentilfarselen er avbrutt er, det sveat begrenset
hvor mye energi som kan hentes fra nearingskildene som er tilstede i cellene. Under aerobe
forhold forbrennes fett og glykogen gjennom Kreb’s syklus til CO, og vann og det dannes
ATP farst og fremst gjennom oksidativ fosforylering (Campbell & Farrell, 2003). Nar
oksygentilfarselen kuttes, oppherer den oksidative fosforyleringen og videre syntese av ATP
skjer kun anaerobt gjennom glykolysen. Sluttproduktet av den anaerobe metabolismen er
laktat. Glykolysen produserer kun 2 molekyler ATP per molekyl glukose, mens aerob
respiragon til sammenligning skaffer til veie 36-37 molekyler ATP (Foegeding, Lanier, &
Hultin, 1996). Derfor vil nivaet av ATP i muskelen raskt synke og fisken vil gainni rigor

mortis.

L aktatproduks onen post mortem avhenger av mengden glykogen som er igjen i muskelen ved
slakting. Laktatopphopningen bidrar til en senkning i pH-verdien, og hos villfanget atlantisk
torsk er det typiske at pH ved slakting ligger i omradet 7,0-7,5 og faller ned til 6,2-6,5 (Huss,
1983). Hos oppdrettstorsk vil post mortem pH gjerne synke til den nedre delen av dette
omradet (Rustad, 1992). Torsk som utsettes for fysisk stressi forkant av slakting, har blitt vist
andultimat pH-nivaraskere, i tillegg til at pH like etter dakting er lavere enn hos fisk som
ikke har gjennomggatt fysisk stressende aktivitet (Kristoffersen et al., 2006). Huss (1983)
peker pa at det er laktatopphopningingen i muskelen som er hovedarsaken til en surere post-
mortem pH. Imidlertid har senere studier vist at det vel sdmye er hydrolysering av ATP og
den umiddel bare frigivningen av H™-ioner og dannelse av redusert nikotinamide adenin
dinukleotid (NADH + H") som er bidrar til dette (Foegeding et. al, 1996; Kristoffersen et. al,
2006).



1.2. ATP-nedbrytning

Cellulaa nedbrytning av ATP (adenosin trifosfat) til hypoxantin (Hx) foregar ved at ATP farst
defosforylerestil ADP (adenosin difosfat). Deretter defosforyleres ADP til AMP (adenosin
monofosfat). AMP deaminerestil IMP (inosin monofosfat), som i neste omgang
defosforyleres og danner inosin. Til slutt spaltes ribose frainosin og sluttproduktet er

hypoxantin (fig. 1).

ATP ——> ADP ————> AMP T IMP

! J

P, P; NH;

H,0

Hx + ribose [/

Ino

Hx + ribose-1-fosfat \
P

Figur 1: Nedbrytningen av ATP til hypoxantin. ATP= adenosin trifosfat, ADP=adenosin difosfat,

AM P=adenosin monofosfat, IMP=inosin monofosfat, |no=inosin, Hx=hypoxantin.

Huss (1983) referer til en undersgkelse der ATP og glykogen blir vist aforsvinne fra
muskelen hos torsk etter 3-4 dager fersklagret ved 0°C. IMP forsvinner etter ca. 1 uke, mens
Hx oker kraftig etter 6 dager (Fraser et al., 1967). Hos tralfanget fisk hevdes denne prosessen
agaraskere, siden denne fangstmetoden utsetter fisken for betydelig stress og aktivitet som
farer til en hurtigere forbrenning av glykogendepotene (Huss, 1983). Prosessen der ATP
omdannestil hypoxantin har noen kvalitetsrelaterte implikasoner. Blant annet er IMP satt i
sammenheng med den ettertraktede lukten av fersk fisk, mens hypoxantin har skal ha bitter
smak (Huss, 1983).
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Degraderingsproduktene av ATP har vaert brukt som utgangspunkt for a beregne en
ferskhetsindeks for fersklagret fisk. K-verdien gar 1 prinsippet ut pa a beregne den molare

andelen som Hx og mosin utgjor av total mengde ATP + degraderingsprodukter:

[Hx] + [Ino]

K_ d 0, = o
verdi (%) |ATP| + [AMP] + |ADP]| + [IMP] + [Hx] + [Ino]

100

Dette er en prosentverdi, og verdien gker ettersom kvaliteten synker (Huss, 1983).

1.3. Bakteriell nedbrytning

Artssammensetning- og lokalisering av bakterier palevende og nyfanget fisk avviker i stor
grad fradet man finner pa fisken post-mortem. Floraen hos levende fisk bestar hovedsaklig
av psykrotrofe gram -negative bakterier. Arter av Shewanella, Pseudomonas og Vibrio er
typisk for fisk i tempererte farvann, og disse finnes stort sett pa skinn, gjeller og i tarm. Sa
lenge fisken er levende, vil immunforsvaret hindre bakterier i a etablere seg i muskelen. Nar
fisken dar, kollapser denne beskyttel sen og bakterier vil kolonisere skjell-lommene. Under
lagring vil de vandre vidre inn mellom muskelfibrene og inn i muskelen (Gram, 1995). Ved
isagring gjelder dette imidlertid kun et fatall av bakteriearter, og det skjer pa de senere stadier
av bedervel sesprosessen. | hovedsak vil bakterieaktiviteten forga pa overflaten (Huss, 1983).
Bedervet marin fisk utvikler sulfidlukt, og dette skyldes hovedsaklig Shewanella putrefaciens
(Gram & Huss, 1996), som kan vokse ved 0 °C, dvs. under islagring. Denne bakterien
benytter trimetylaminoksid (TMAQ) som terminal el ektronakseptor , og nar denne

forbindel sen brytes ned, dannes trimetylamin (TMA). Dannelsen av TMA er hovedarsaken til
den spesielle fiskelukten under lagring, og mengden TMA kan benyttes som en
kvalitetsindikator for marin hvitfisk. TMA er ogsa hovedbidragsyteren til gkningen i mengden
totalt flyktig nitrogen (TVN) i islagret ferskfisk (Huss, 1983). Kvalitetsforskrift for fisk og
fiskeprodukter av 1996 opererer med en grenseverdi for TVN i terkede og fullsaltede ravarer
pa < 35mg/ 100 g preve (Lovdata.no, 1996) . For kjgalt ferskt rastoff er grenseverdien for
TMA satt til 3 mg/ 100 g preve, mens det ikke er utarbeidet noen tilsvarende verdi for TVN.
Det er imidlertid hevdet at omregnet fra TMA vil en tilsvarende verdi for TVN veere litt under
30 mg/ 100 g prove (Akse et a., 2006).
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1.4. Formal

Atlantisk torsk (Gadus morhua L.) har i all historisk tid veat en essensiell del av norske
havfiskerier, og er na en interessant art i forbindelse med intensiv oppdrett. | et stadig mer
kresent marked, er det av kommersiell interesse & kunne begrense de forringende faktorer

omkring avliving og lagring fram til produktene ligger klar for salg i fiskedisken.

Det er flere faktorer som kan indikere kvaliteten pa matfisk etter slakting, og ved siden av mer
kvalitative metoder som sensorikk, er mikrobiell aktivitet er en av dem. Sistnevnte kan
imidlertid ikke sies @ ha noen effekt fer flere dager etter slakting (Huss, 1983), og sier oss lite
om hva som skjer kvalitetsmessig i muskelen de ferste dagene etter slakting, spesielt det
farste dagnet.

ATP er en energibagrer i cellene og post-mortem brytes denne forbindelsen ned til
mellomprodukter for til slutt & ende opp som hypoxantin. Konsentrasjonen av disse
produktene avtar og stiger sukssesivt gjennom prosessen. IMP (inosinmonofosfat) er satt i
sammenheng med god smak av fersk fisk, mens Hx (hypoxantin) bidrar til et gradvist tap av
denne (Huynh et. a, 1992). Degraderingsproduktene av ATP benyttes il beregning av K-
verdien (andel inosin og hypoxantin av totale ATP-degraderingsprodukter), og denne har vaat
benyttet som en ferskhetsindikator for fersklagret fisk. Lise Hermansens (2006)
masteroppgave viste tydelige forskjeller i K-verdien pa prover tatt ferst ved slaktetidspunktet
og sAi butikk 3 dager etterpa Det ble imidlertid ikke tatt prever de farste timene og degnet
etter dakting.

Hovedfokuset for min oppgave var a se pa dynamikken i ATP-nedbrytningen for & klarlegge
om K-verdien kan brukes som ferskhetsindikator fer mikrobielle faktorer gjer seg gjeldende.
Pravene skulle tas gjennom en fullstendig fersklagringsperiode, fra tidspunkt O etter slakting,
med sagrlig vekt pa det ferste degnet. Dvs. praveuttak etter 0, 2, 4, 8, 12 og 24 timer, i tillegg
til 48 timer og annet hvert degn fram til og med 10 degn. | tillegg skulle jeg se pd om det er
grunn til &si at stresset fisk vil avvike fraen kontrollgruppe med hensyn til degraderingen av
ATP og dermed ogsa K-verdien.
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2. Materialer og metoder

2.1 Feltarbeid

Feltdelen av forsaket ble foretatt pa 5@anlegget til Havbruksstasjonen i Tromsg den 24.
januar 2007.

16 individer av oppdrettstorsk (Gadus morhua L.) med en rund snittvekt pa 2,4 + 0,6 kg ble
benyttet i forsgket. Kontrollgruppen ble slaktet umiddelbart pa merdkanten ved hjelp av dag i
hodet med en jernstang og deretter blagget. De 8 andre individene ble pafarst stress far
slakting. Stressingen besto i O»-5jokk ved a holde fisken i hav over vannkaret i 2-3 minutter,
laden hvilei ca. 1 minutt i vannet for deretter & gjenta behandlingen. Stressingsforsgket ble
forhandsgodkjent av Forsgksdyrutval get etter sgknad.

Etter stressing og avliving ved slag mot hodet ble fisken raskt slgyd og deretter skaret opp i 6
skiver. Umiddelbart etter slakting ble én skive fra hvert individ pH-bestemt med et handhol dt
WTW 330/Set-1 stikk pH-meter (Wissenschaftliche Werkstétten, Weilheim, Tyskland), og
merket. 2 g torskemuskel fra samme skiva ble raskt veid ut og tilsatt 18 ml 0,42M perklorsyre
med 0,05 mg/ml allopurinol (AP) som internstandard for HPL C-analysen. Dette ble
homogenisert med en Ultra Turrax T25 i 5-6 sekunder, overfert til plastflasker og satt pa
kjalerom fram til bruk. Med unntak av stressingen gjennomgikk kontrollgruppen samme
behandling.

Skivene som ikke ble pH-bestemt og homogenisert pa stedet, ble pakket i zip-lock poser,
nummerert og fersklagret pdisi kjglerom. Bestemmelsen av pH og homogeni seringen som
ovenfor ble gjentatt panye skiver 2, 4, 6, 12, 24 timer, og 2, 4, 6, 8 og 10 degn etter slakting.
Praveuttakene fra 4 timer og utover ble foretatt pa laboratorium ved NFH.

Ved hvert proveuttak (2t, 4t, 6t osv.) ble det brukt 4 paralleller fra4 ulike individer, de samme

41 de seksfarste uttakene, deretter 4 nye i de resterende. Etter uttak av muskel prgver ble den

resterende delen av skivene frosset ned for senere analyser av flyktig nitrogen.
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2.2 Analyse av ATP og dets degraderingsprodukter

HPLC-metoden

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) er en kromatografisk metode der en
vaskeprave pumpes under hayt trykk gjennom en kolonne med finpartikulaar stasonaafase
dik at komponentene i preven separeres. Elueringstidspunktet for komponentene blir
registrert av en detektor koblet til en datamaskin som lagrer og bearbeider kromatogrammene

og fremstiller dem grafisk og tabellvis.

Til dette forsgket ble det benyttet en Waters 2695
separag onsenhet med en Waters 2996 fotodiode-
detektor (Waters Corporation, MA, USA). Kolonnen
var en Supelcosil-LC-18-T (Supelco, PA, USA)

reversfase C-18 kolonne som ble operert ved

=% romtemperatur. Som mobilfase ble det benyttet en
‘ I vandig lasning av 215 mM KH,PO,, 2,3 mM

T
:lr'

'|||ﬂ|'l|':| "H I[[i||||| tetrabutylammoniumhydrogensulfat (TBAHS) og

e

: 3,5% acetonitril. Stramhastigheten gjennom kolonnen
Figur 2 HPLC-systemet med Waters 2695
separasjonsenhet og 2996 fotodiodedetektor  var pa 1,5 ml/min. UV-absorpsjonen ble malt ved 205

(Bilde: waters.com).
nm (Sellevold et a., 1986).

Ekstraksjon

2 g torskemuskel ble veid ut og tilsatt 18 ml 0,42 M perklorsyre med 0,05 mg/ml allopurinol
(AP) som internstandard. Dette ble homogenisert med en Ultra Turrax T25 i 5-6 sek., overfart
til plastflasker og satt pa kjaglerom fram til bruk.

Perklorsyreekstraktene ble sentrifugert med en kjalesentrifuge (Sorvall med SS-34 rotor) ved
4 °Ci 30 min med 3000 x g. 15 ml av supernatanten ble overfert til plastflasker og pH-justert
til 6,5-7,5 med 10 M KOH (evt. korrigert ned igjen med konsentrert perklorsyre). Pravene ble
satt pakjgleromi ca. 1time dlik at saltet skulle felles skikkelig ut. Deretter ble 2 ml overfert
til reagensrar og frosset ned til de skulle analyseres.
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HPL C-analysen ble utfort pa seks og seks prover 1 slengen. Provene ble tint ved
romtemperatur. Umiddelbart etter tining ble 200 pl pipettert til Eppendorfrar og sentrifugert
med en Eppendorf Centrifuge 5417 R kjolesentrifuge (14000 x g, 4 °C og 1 minutt) for &
fjerne eventuelt utfelt materiale fra det noyvtraliserte ekstraktet. 100 ul ble overfart til HPLC-

vials og satt i autoinjektoren til analyse. Injeksjonsvolumet pA HPLC-kolonnavar 5 pl.

Bestemmelse av produktkonsentrasjon og K-verdi

De ulike produkttoppene ble identifisert ut fra retensjonstid ved & sammenligne med
kromatogrammet til en standardmiks tilsatt 250 pg/ml hver av ATP, ADP, AMP, IMP, inosin

0g hypoxantin.

HPL C-systemet fremstiller komponentene 1 provene grafisk i et kromatogram, der hver topp
representerer ett produkt. For hvert proveuttak ble det brukt fire paralleller. Etter HPLC-
analysen ble det beregnet en gjennomsnittsverdi for arealet av hver enkelt produkttopp, og
denne ble benvttet 1 beregningen av produktkonsentragonene. Forholdet mellom arealet av
disse produkttoppene (Aoauke) 0g arealet av internstandarden (Aap) i praven ble benyttet til &
beregne konsentrasjonen av de ulike produktene (Hermansen, 2006; Bjarne Landfald, pers.
medd.). Utfrastandardkromatogrammet ble det beregnet areal-korreksjonsfaktorer (k) for
alle produktene 1 forhold til internstandarden. AP. Med kjent mengde internstandard (250
ug/g muskel) i provene og kjente molekylvekter (My) kunne det bestemmes en molar
korreksjonsfaktor, ky., for hvert produkt:

i 250
jillie k. 47 > 70

Dermed kunne konsentrasjonen av de ulike produktene (umol/g muskel) beregnes slik:

A roau
[produkt] = (~2228) x

K-verdien ble bestemt ut fraandel inosin og hypoxantin av total molar mengde ATP +

degraderingsprodukter:
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[Hx] + [Ino]

T T S T E A T L

K — verdi (%)

2.3 Totalt flyktig nitrogen (TVN)

Denne analysen ble utfert i henhold til Tectator Application Note AN 68/83. Analysen ble
foretatt pa preveuttakene etter 4, 6, 8 og 10 dagn. Grunnen til at den ikke ble foretatt pa
preveuttakene forut for 4 dagn var at det erfaringsmessig ikke var noen grunn til & forvente at
man vil finne noen mabar gkning i l@pet av 4 dggn i islagret fisk (Bjarne Landfald, pers.
medd.). For uttaket etter 4 dagn ble 7 praver benyttet, i tillegg til at alle prover ble anaysert i
duplikat (totalt 14 praver). For de resterende preveuttakene (6, 8 og 10 dggn) ble det gjort
analyser pa 2 prever frahver gruppe, det vil si 2 prever fra den stressa fisken og 2 fra
kontrollgruppa. Ogsa her ble det analysert 2 paralleller (24 prover totalt). | tillegg ble det kjert
3 blanke praver med de samme reagensene, men uten muskel prgve. Som kontroll ble det
analysert en TMA-standard (20 mg TMA-N/100 ml).

Utstyr

En Kjeltec 1002 Distilling Unit ble benyttet for & bestemme mengde totalt flyktig nitrogen i
prevene (figur 3).

Reagenser

- 0,1% metylredt indikator
o] 0,1 g metylradt ble last i 100 ml metanol

- 0,1% bromkreosolgrant indikator
o] 0,1 g bromkreosolgrent ble st i 100 ml metanol

- Borsyrelgsning
o] 80 g borsyre ble last opp i 1500 ml destillert H,O i en 2000 ml E-kolbe.
Kolben ble varmet opp under omraringen for at borsyren lettere skulle |@se seg
i vannet. 20 ml 0,1% bromkreosolgrent og 14 ml 0,1% metylrgdt ble tilsatt.
Deretter ble lgsningen titrert til omslag til en klar grennfarge med 38,5 m 1M
NaOH. Til slutt ble det tilsatt destillert H,O til 2000 ml merket pa kol ben.

- 0,10 M HCl

- Renset parafin

- Magnesiumoksid (MgO)
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- 20 mg trimetylamin-N/100 ml |@sning
o] 0,1364 g TMA-HCI ble lgst til 200 ml med destillert vann

Fremgangsmate

De frosne torskeskivene fra hvert preveuttak ble tint ved romtemperatur. Deretter ble det

skaret ut muskel praver som ble moset med stavmikser.

Figur 3 Kjeltech 1002 under
destillasjonsprosessen.
Kjeldarer (t.v.), og E-kolbe
med borsyrelgsning (t.h.).

1. 10 g av muskelpregven ble veid inn pa et veiepapir
(vanlig mellomleggspapir) og overfert til et Kjeldahl
destillasjonsrer (papiret fulgte ogsa med i raret).

2. 50 ml destillert vann ble tilsatt og parafilm ble satt pa
revet. Det ble deretter ristet for & blande innhol det.

3. 10 ml av borsyrel gsningen ble pipettert over i en 250 ml
E-kolbe som ble satt i Kjeltec-enheten (fig. 3).

4, 3 ml renset parafin og 1 g MgO ble tilsatt Kjeldahl-reret.
Raret ble ristet og satt i Kjeltec-enheten.

5. Destilleringen ble kjart i 6 minutter fra det ble observert
bobling i Kjeldalraret. Destillatet ble deretter titrert med 0,10 M
HCI til fargeomslag fra grant til rosa.

6. Som blindprave ble veiepapiret og de andre reagensene
benyttet.

| tillegg var det ngdvendig & kontrollere at denne metoden fikk
med seg alt det flyktige nitrogenet i praven. Dette ble gjort ved

aanalysere en lgsning med kjent nitrogeninnhold gjennom samme prosedyre som nevnt over.
10 ml av TMA standardlgsningen (20 mg TMA-N/100 ml) ble destillert istedenfor 10 g

muskel prave.
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3. Resultater

M al setningen med dette forsgket var & falge noen utvalgte kvalitetsindikatorer, med
hovedfokus pa ATP-degraderingsprodukter, gjennom en fersklagringsperiode. Gjennom det
ferste degnet av perioden ble det foretatt hyppige prever for &klarlegge om stressing av
fisken i forkant av slakting hadde noen malbar effekt i forhold til disse parametrene.

3.1 Degradering av ATP

Standardavvikene for dette forsgket viste seg & bli relativt storei forhold til middelverdiene,
og i noen tilfeller starre enn middelverdien. De som uthever seg mest er verdiene for ATP

stressgruppa etter 6 dagn og 24 timer i kontrollgruppa.
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Figur 4: Kromatogram av en preve fra kontrollgruppa etter 10 dagers islagring. Tida oppgitt i minutter er
retensjonstida for deteksjon av produktene.

HPL C-analysen av ekstraktene viste relativt god separagon av ATP og
degraderingsproduktene. Figur 4 viser et kromatogram fra seint i lagringsperioden der bade
hypoxantin og inosin er identifisert og godt separert og har blitt ganske fremtredende, og
toppene for ATP, ADP, AMP og IMP har blitt tilsvarende sma. Ved de ferste preveuttakene
som ble foretatt umiddelbart etter slakting (maks. 5 min.) og etter 2 timer, viste
forseksgruppene relativt jevn fordeling mellom de fire nukleosid-fosfatene ATP, ADP, AMP
og IMP. Allelai starrelsesomradet 1,3 til 3,1 pmol/g muske! (fig. 5). Kontrollgruppa hadde
gjennomgaende noe hgyere verdier enn stressgruppa, noe som trolig skyldtes individuelle
variagioner siden summen av degraderingsprodukter viste sasmme tendens (tabell 1). | begge

forsgksgruppene hadde AMP hgyest konsentragon ved disse farste praveuttakene. Mengden
19



av de ikke-fosforylerte degraderingsproduktene inosin og hypoxantin |4 sd langt ned mot null
(tabell 1) at de var negligerbare. | det samme tidsrommet (0-2 timer) avvek IMP-

—4—Hx —#®—In —A—IMP —<—AMP —x—ADP —0—ATP

(a)

0t 2t 4t 6t 12t 24t 2d 4d 6d 8d 10d

(b)

0 T T T T T T
0t 2t 4t 6t 12t 24t 2d 4d 6d 8d 10d

Tid (t=timer, d=dggn)

Figur 5: Degraderingsforlgpet hos atlantisk torsk gjennom en 10 dagers fersklagringsperiode for el
kontrollgruppe () og ei stressgruppe (b). Merk at grafene viser samtlige preveuttakstidspunkt med lik

avstand. uavhenaia av faktisk tidsintervall.

konsentragionen i kontrollgruppa fra den stressa fisken ved at den fikk en liten nedgang pa
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0,35 umol/g (tabell 1). | stressgruppa fulgte IMP-konsentras onen den generelle trenden for

nukleosidfosfatene med en liten gkning.

Tabell 1: Middelverdier av 3 eller 4 praver og standardavvik (S.D.) for konsentrasjon av ATP og

degraderingsprodukter i en kontrollgruppe () og en gruppe med stressafisk (b). Verdier er oppgitt i umol/g
muskel. *) = totalt [ATP + degraderingsprodukter] for det enkelte praveuttaket.

(a)

Tid Hx In IMP AMP ADP ATP

Avg. SD Avg. SD Avg. SD Avg. SD Avg. SD Avg. SD ITotalt
ot 005 o003 005 006 1,78 1,12 2,78 059 187 0,68 227 0,58 8,80
2t 0,09 o002 013 002 143 o061 308 030 168 0,89 266 0,25 9,06
4t 0,07 o001 021 001 236 1,80 198 012 052 059 209 0,79 7,23
6t 0,12 o004 026 011 393 08 110 015 0,20 0,05 10,88 0,20 6,49
12t 0,12 o005 037 017 432 1074 133 025 031 0,29 1,00 0,25 7,45
24t 0,18 005 053 022 635 123 021 006 024 0,21 090 1,23 8,41
2d 0,16 004 095 044 442 0,77 018 005 0,17 006 0,29 0,16 6,17
4ad 0,28 005 154 060 4,17 165 020 004 029 036 027 0,12 6,76
6d 046 013 161 033 298 092 018 008 023 009 041 0,05 5,85
8d 090 016 168 015 162 0,75 015 004 028 0,29 034 0,15 4,97
10d 1,63 o010 133 018 091 058 0,13 004 032 0,29 0,27 0,13 4,60
(b)
Tid Hx In IMP AMP ADP ATP

Avg. SD Avg. SD Avg. SD Avg. SD Avg. SD Avg. SD *ITotalt
ot 0,04 001 000 o000 166 061 222 042 133 080 169 0,38 6,95
2t 0,06 002 005 006 225 024 28 066 183 0,25 2,18 0,49 9,21
4t 0,08 001 018 005 423 023 160 042 034 034 112 0,33 7,55
6t 0,10 o002 036 013 528 1031 08 041 020 0,16 0,67 0,17 7,42
12t 0,00 o001 031 007 528 062 077 035 017 005 0,63 0,11 7,27
24t 0,14 o003 051 1018 6,10 057 013 o001 048 058 1033 0,23 7,69
2d 0,27 020 101 o045 514 057 041 054 054 047 082 0,77 8,20
4d 0,25 o001 145 0,24 425 o060 017 005 045 041 032 0,12 6,90
6d 032 o006 1,75 035 353 o075 017 009 0,17 0,05 0,73 0,85 6,68
8d 068 025 209 069 242 093 019 003 008 003 019 0,03 5,66
10d 1,21 o048 1,79 044 08 0,72 0,16 004 0,16 004 0,35 0,10 4,57

Utover 2 timers lagring viste nukleosidfosfatene (ATP, ADP, AMP og IMP) mer markante

endringer, mensinosin og hypoxantin enndikke viste klare tegn til gkning. For

kontrollgruppa sank ATP og AMP omtrent synkront til rundt 1 pmol/g ved 6 timers lagring.
ADP fulgte ATP og AMP paralellforskjevet med med ca. 1,5 pmol/g hele veien fram til 4
timers-uttaket. Fra 4 timer og utover ble nedgangen mindre markant for ATP, AMP og ADP i

begge gruppene og verdiene sank sakte mot null-verdier. En kan av figur 5 seflere

fluktuag oner utover lagringstida for de sistnevnte forbindel sene, og 24 timers- og 2

degnsuttakene for stressgruppa er kun basert pa en middelverdi av 3 stikkprever daett individ
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i hvert av disse uttakene ga ekstremverdier for ATP. Disse ble klassifisert som “outliers” og
utelatt fra beregningen. Ingen av forbindelsene kunne utifra analysene sies & forsvinne helt

framuskelpravene i | gpet av en 10 dagers lagringsperiode.

I M P hadde hos bade kontroll- og stressgruppa en bratt stigning fra 2 timers lagring mot
maksimalverdien ved 24 timer pavel 6 umol/g (fig. 5). Inosin steg jevnt fra de farste timene
etter slakting og etter 24 timer gikk denne gkningen dpenbart pa bekostning av IMP, som sank
jevnt resten av lagringsperioden. Inosin nadde i kontrollgruppa en maksimalverdi etter 8
dagns laring pa 1,7 pmol/g, mens stressgruppa viste en noe hayere maksverdi med 2,1 pmol/g
pa samme tidspunkt. Hypoxantin-konsentrasionen viste liten gkning i begge gruppene fram til
6 degns lagring, og nadde sin maksimalverdi innenfor det siste lagringsdegnet (10d) med for
henholdsvis 1,2 og 1,6 umol/g for kontroll- og stressgruppa.

Det ble ikke gjennomfart noen statisktisk analyse for & avdekke eventuelle systematiske
forskjeller mellom stresset og ustresset fisk med hensyn til ATP degradering. Figur 5 viser
imidlertid at begge gruppene fulgte et likt manster, og at det etter alt og demme ikke er
grunnlag for & hevde at de observerte sma forskjellene skyldtes annet enn tilfeldig

individvariagon.
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3.2. K-verdi

De beregnede K-verdiene for de to gruppene ved de ulike proaveuttakene er plottet i figur 6 a)

og b) med puntvis og linaa tidsakse.

100 ~

(a)

80 -

—&— Kontrollgruppe

—— Stressgruppe

0 T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Tid (timer)

(b) 100

70
60
50

—&— Kontrollgruppe
40

—— Stressgruppe
30
20

10

0t 2t 4t 6t 12t 24t 2d 4d 6d 8d 10d

Tid (t=timer, d=dggn)

Figur 6: Utvikling av K-verdien utover i islagringsperioden. (a) viser utviklingeni en lineg
tidsskala angitt i timer, mens (b) viser utviklingen med lik avstand mellom

praveuttaksti dsounktene.
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Figur 6 a) viser at gkningen i K-verdien foregikk langs en tilnsamet linaa kurve fra det aller
farste proveuttaket, og nar maksimalverdier pa 65 og 67 % for henholdsvis kontroll og

stressgruppa ble n&dd etter 10 deggns islagring.

Det kunne observeres en liten forskjell mellom de to gruppene, men denne var i beste fall
marginal, og var pasitt starste fra 4 til 6 degns lagring, da den nadde en maksimalverdi pa 4
prosentpoeng. Det er imidlertid ogsa her standardavviket er sterst, og forskjellene er etter alt a
dgmme ikke statistisk signifikante.
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3.3. pH-maling

Alt ved farste uttak ble det demonstrert forskjell mellom kontrollgruppa og stressgruppa.
Mens stressgruppa ble funnet & ha en pH umiddelbart post mortem pa omlag 6,9, l1a
kontrollgruppa noe hayere med omlag 7,1. Figur 7 viser at denne differansen holdt seg
gjennom hele islagringsperioden, og var meget sterkt statistisk fundamentert (p < 0,001 ved 2-

—+—Stresset  —@—Kontrollgr.

74 4

6,0 + T 1
ot 2t 4t 6t 12t 24t 2d 4d [ 8d 10d

Tid {t=timer, d=degn)
Figur 7: Utvikling av post mortem pH-verdi i muskel hos atlantisk torsk (Gadus morhua
L. )ved islagring, med standardavvik mellom 4 prever for hvert punkt.
veis variansanalyse).

Stressgruppa nadde sitt nedre pH-niva pa mellom 6,2 og 6,3 etter 1 til 2 degns islagring, mens
kontrollgruppa nadde et noe hgyere nedre pH-niva etter like lang tid pa omlag 6,4.

Det farste dagnet var standardavvikene relativt lave, mens fra 24 timer og utover gkte de,
spesielt for kontrollgruppa.
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3.4. Totalt flyktig nitrogen (TVN)

| denne presentagionen er det ikke skilt mellom stressgruppe og kontrollgruppe, fordi det ikke
var noen holdepunkter for at det var forskjell mellom de to med hensyn til TV N. Det ble
benyttet praver fra begge grupper, og de individuelle malingene viste ingen tendens til

gruppeforskjell.

40

35 4

——

mgN/100¢g

15

Lagringstid (degn)

Figur 8: Utvikling av TVN i muskel av atlantisk torsk (Gadus morhua L.) ved

fersklagring pdis ( 0°C).
Figur 8 viser at TVN-analysen for 4 dagns-uttaket ga et relativt hgyt niva pa 20,8 mg N/100 g
med et standardavvik pa +1,4. Deretter steg middelverdiene med omlag 3 mg N/100 g til dag
6, far stigningen ble brattere og en maksimalverdi ble n&dd etter 8 degn med i overkant av 30
mg N/100 g. Nivaet endret seg negligerbart fra 8 til 10 degnsuttaket, men spredningen i disse
malingene var stor. Spesielt ved uttaket etter 8 dagn var det en enkeltpreve som dro opp

gjennomsnittet betydelig.
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4. Diskusjon

4.3. ATP og dets degraderingsprodukter

HPL C-metoden som ble benyttet til & separere og identifisere ATP og dets
degraderingsprodukter, viste seg dikke vaae helt uproblematisk. Deteksjonen og
identifiseringen av forbindelsene i preklorsyreektraktene var ikke alltid var like presis, og
spesielt gjaldt dette for de minste toppene. | flere tilfeller var det forbindel ser man
erfaringsmessig visste skulle vaare der, men som uten forklarlig grunn ikke ble registrert som
topper i det hele tatt. Da métte jeg gjare skjannsmessige vurderinger av kromatogrammene for
ase om topper med marginalt kortere eller lengre reteng onstider hadde arealverdier i samsvar
med de andre parallellene i uttaket. Hvis det kunne sannsynliggjeres at dette var de
uregistrerte degraderingsproduktene, ble analysen korrigert (Hanne Madre, pers.medd.).
Denne usikkerheten problematiserte areal bergeningene, og kan derfor gi en delvisforklaring
pa den tidvis store spredningen (ATP, figur 5b). | tillegg viste de naytraliserte
perklorsyreektraktene seg & vagre ustabile utover 5 timer i tint tilstand, og med en kjeretid per

preve pa 45 min, kunne det derfor bare analyseres 6 prgver i slengen.

Hovedtrenden i resultatene fra denne analysen var i samsvar med tidligere undersgkel ser.
Konsentrasjonene av adenosinfosfatene (ATP, ADP og AMP) sank hurtig de farste timene,
samtidig som IMP gkte kraftig og ble det dominerende av ATP-degraderingsproduktene. Etter
6 timer begynte ogsa hypoxantin og inosin & gke, men i langt mindre grad. | de aller farste
uttakene (0 og 2 timer) kunne det observeres en ganske jevn fordeling mellom de fosforylerte
forbindelsene (ATP, ADP, AMP og IMP), patross av at en skulle forvente at ATP dominerer
her (Huss, 1983). Spesielt skulle en dlik antagel se vaare naturlig for kontrollgruppa som ikke
gjennomgikk noen stressende aktivitet forut for slaktinga. Avvikene fratidligere studier gikk

bade pa de faktiske konsentras onene og pa dynamikken i nedbrytninga.

Tidligere undersgkelser av ATP og dets degraderingsprodukter har i hovedsak blitt
giennomfeart pa en dag-til-dag basis, og fa om noen, har satt fokus pa hvilke endringer som
skjer innenfor det farste dagnet post mortem. | dette forsgket har jeg derfor i tillegg til afelge
utviklingen annet hvert degn, satt fokus pa de farste 24 timene. Farst og fremst fordi det ville
vage naturlig & anta at en eventuell effekt av ulik behandling av fisken umiddelbart far

slakting ville komme tydligst frem i |@pet av de farste timene.
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En studie gjort pa atlantisk laks (Salmo salar) viser at ustresset |laks har dobbelt sa hayt
innhold av ATP i muskelen som stresset. Umiddelbart etter slakting viste den stressede fisken
en ATP-konsentrasion pa 10 pmol/g tarrstoff av muskel, mens kontrollgruppa hadde sa mye
som 21 umol/g (Erikson et al., 1997).

Figur 5 indikerer liten forskjell mellom stresset og ustresset fisk i dette forsgket. Sistnevnte
har et noe hgyere niva av ATP ved slakting, men differansene mellom de to er for smatil at
det kan konkluderes med at det er forskjell med hensyn til konsentrasjoner og dynamikk i
nedbrytningen av ATP.

Den innledningsvis kommenterte usikkerheten knyttet til separagonen av produktene,
manifesterte seg searlig i markante fluktuagoner i ATP-konsentragjonen hos stressgruppa fra
og med 2 degns lagring og resten av lagringstida. Dette skjedde patross av at de oppgitte
middelverdiene i perioden er bestemt ved gjentatt provetaking fra det samme utvalget av fisk.
| tillegg kunne det observeres en gkning i ATP-konsentrag onen mellom de to tidligste
uttakene bade hos stressgruppa og kontrollgruppa. En slik uventet og usannsynlig utvikling
kan vanskelig forklares med noe annet en tilfeldige variasoner i analysen, siden det ogsa her

dreide seg om det samme utvalget av fisk.

Generelt for de to undersgkte gruppene av torsk, kan man si at konsentragonene av ATP og
dets degraderingsprodukter avvek noe fratidligere undersgkelser. Cappeln et a. (2002)
bestemte en ATP-konsentragon i |gpet av den farste dagen etter dakting til 4,8 £ 0,1 umol/g
muskel i torsk. Fraser et al. (1967) fant at ATP-konsentrasjonen pa dag O post mortem for
uthvilt torskemuskel 14 pa 5,9 pmol/g muskel og at den deretter falt til 0 mot dag 3. Til
sammenligning fant jeg verdier pa 1,7 + 0,4 og 2,3 + 0,6 umol/g muskel for henholdsvis
stress- og kontrollgruppa ved det farste, umiddel bare uttaket. Konsentras onene nadde ikke
nivaer ned mot O far etter 8 degns lagring, da begge gruppene viste en konsentrasion pa 0,3 +
0,1 umol/g muskel. Hermansen (2006) fant ATP-konsentrasioner pa 0,4 umol/g muskel den
farste dagen post mortem, ved en analyse av torskemuskel frosset inn mellom 6 og 12 timer
etter dakting. Denne verdien er dermed i den andre enden av skalaen sammenlignet med mine
funn. Den lange tiden det tok far ATP syntes forsvinne, kani stor grad tilskrivestilfeldige
individvariagioner, daflertallet av prevene viste en mer forventet utvikling. Enkeltpraver med

heye verdier dro opp bade middelverdier og standardavvik kraftig.
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Ogsa nar man sammenligner mine ADP-resultater med Fraser et al. (1967), avdekkes det
forskjeller. Der sistnevnte fant 0,9 pmol/g muskel slaktedagen, fant jeg patilsvarende
tidspunkt 1,9 (kontroll) og 1,3 pmol/g muskel (stresset). Standardavviket var imidlertid heyt,
spesielt for stressgruppa, som hadde S.D. pa + 0,8. | tillegg er det uklart hvor lang tid etter
slakting Fraser et al. gjorde sine malinger. Hos Hermansen (2006) ser man at ADP-
konsentrasjonen i en preve tatt 6 til 12 timer etter slakting ligger pa 0,9 pmol/g muskel, altsa

ogsa lavere enn mine verdier.

Konsentragonen av AMP var hgyere enn av ATP og de andre degraderingsproduktene i de to
ferste uttakene. Etter 24 timer var den imidlertid nede pa et niva rundt 0,2 umol/g muskel, og
dette vedvarte resten av lagringsperioden. Unntaket er en liten topp der den plutselig stiger til
0,4 umol/g muskel hos stressgruppa. Dette kan igjen forklares med hgyt standardavvik, og
enkeltpraver som drar opp middelverdien. Hermansen (2006) fant ikke AMP i det hele tatt i

sine praver.

I M P-konsentrasjonen, nadde i begge grupper hgyere nivaer (6,4 (K) og 6,1 umol/g muskel
(S)) enn hos Fraser et al. (1967) som fant konsentrasjoner pa 5 pumol/g. Hermansen (2006)
malte verdier pa hele 9 umol/g muskel. I mine malinger var |MP-konsentrasjonene pa niva
med de andre fosforylerte forbindel sene allerede ved farste praveuttak, og maksimalverdien
ble n&dd innen 24 timer. Hermansen (2006) malte ogsa klart hayere verdier i dagfersk fisk
enni prover av fisk som hadde ligget noen dager pais. Osogul og Osogul (2002) gjorde en
studie pa regnbuegrret (Oncorhynchus mykiss) der | MP-konsentrasionen hadde en O-verdi pa
12 pmol/g muskel, mot mine 1,8 (K) og 1,7 pmol/g muskel nar ekstraksonen ble gjort fa
minutter etter slakting. Selv om noe av den store forskjellen kan skyldes artsvariasjoner, sa er
det usannsynlig at de skulle vaae av dik sterrelsesorden. Hos laks ser stressing igjen ut til &
ha sterre effekt. Merkbart hgyre IMP-innhold i muskelen er vist av Erikson et a. (1997)
umiddelbart etter avliving, med 8 umol/g muskel tarrstoff for stresset fisk mens den
ustressede ligger helt nede pa 2 umol/g. Utover lagringstida minket forskjellen, og etter 7
dager nadde begge gruppene rundt 20 pumol/g muskel tarrstoff. Etter dette sank nivaet igjen
fram til 13 dager til 12 pmol/g for begge.

Inosin-konsentrasjonen er derimot hayere hos Fraser et al. (1967), og nar 4,5 umol/g muskel
mens mine verdier kulminerte pa 1,8 + 0,4 (S) og 1,3 + 0,2 pmol/g muskel (K) for
kontrollgruppa etter 8 dagn. Ogsa Hermansen (2006) fant hgyere inosin-verdier, det vil si i
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underkant 10 umol/g i prever frosset inn mindre enn 12 timer etter dakting og vel 3,5 umol/g
i butikkpreve av akseptabel sensorisk og mikrobiologisk kvalitet. Hos Erikson et al. (1997)
steg inosin-konsentragonene fra9 og 13 pumol/g tarket muskel av laks for henholdsvis

kontrollgruppe og stressgruppe, fra 7 til 13 dager.

Maksimalverdien for hypoxantin kom, som forventet, det siste lagringsdegnet, og nadde
henholdsvis 1,2 + 0,5 og 1,6 + 0,1 pmol/g muskel. Hos Fraser et a. (1967) nar hypoxantin sin
maksimalverdi etter 11 dagersislagring med 5,5 pmol/g, mens verdien etter 9 dagers lagring
er pasamme niva (1,5 pmol/g) som jeg fant etter 10 dagn. Det er sannsynlig at en forlenging
av forsgket hadde resultert i en vesentlig hayere maksimalverdi, siden kurvene for hypoxantin
i figur 5 viser en tilneamet eksponentiell gkning i denne fasen. Hypoxantin hos Erikson et al.
(1997) vist smaforskjeller mellom stresset og ikke stresset. Konsentrasjonen for denne
forbindelsen 1a for begge gruppene pa 2 til 3 umol/g terket muskel etter 7 dager, og etter 13
dager steg detil 8 og 9 umol/g muskel.

4.4. K-verdi

Ut fra dette er arbeidet er det ikke grunnlag for & hevde at det er forskjeller mellom stresset og
ikke-stresset torsk nar det gjelder utviklingen av K-verdien. En undersgkelse gjort palaks
(Salmo salar), viser noen grad av forskjell mellom stresset og ustresset fisk (Erikson et al.,
1997). Imidlertid var denne forskjellen mest fremtrende tidlig i lagringsperioden (2 dager),
med 29 % for kontrollgruppa og 39 % for stressgruppa. Etter det ble den ble mindre markant.
Forskjellen mellom beregnet K-verdi i stresset og ustresset torsk i min studie var svaat liten,
om ikke ikke-eksisterende. Fremstillingen i figur 6 viser at det var en vissforskjell i
middelverdiene fra 1 til 9 dggns lagring, men i det samme tidsrommet var ogsa
standardavvikene sdpass store for begge gruppene at man etter alt & demme ikke kan
konkludere med at det var noen signifikant forskjell mellom stresset og ustresset torsk. K-
verdi kurven hos Erikson et al. (1997) avviker ogsa fra den jeg har funnet for torsk ved at den
ikke har en like linaa utvikling, men var brattest inntil 2 dagers lagring, fer bade den stressede
fisken og kontrollgruppaflater ut.

De beregnede for K-verdiene viste tydelig gkning utover i lagringsperioden. Siden denne
studien omfattet hyppig prevetaking det farste degnet, gikk det klart fram (figur 6) at
gkningen var godt igang allerede innen dette tidsintervallet ved at det fant sted en liten
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akkumulering av inosin. Innen 12 timer etter slakting hadde verdien gkt fra 1 til 7% for
kontrollgruppa og 6 % for stressgruppa og ved 24 timer var prosentene henholdsvis 8 % (K)
0g 9 % (S). Hermansen (2006) fant lignende verdier for oppdrettstorsk som var frosset inn pa
slaktedagen (7 %).

Det er pa bakgrunn av dette klart at det skjer endringer i K-verdien umiddelbart etter slakting.
Imidlertid blir sparsmalet om dette har noen praktisk verdi, ettersom verdiene som naesi
denne perioden er sdpass sma at det kan diskuteres om de har noen betydning for kvaliteten pa

kjettet. Farst utover fra 24 timers lagring kan en se en gkning av noen betydning.

4.5. pH-malinger

Malingene av pH-verdier for stresset og ustresset torsk viste en viss grad av forskjell. Den
stressede fisken hadde en verdi umiddlebart etter dakting pa 6,9 + 0,2 (S.D.) mens den den
ustressede hadde en verdi som pa som samme tidspunkt var pa 7,1+ 0,1 (S.D.). At det var
forskjell mellom de to gruppenei deninitielle fasen var forventet, i og med at forbrukt ATP i
forbindel se med stressinga skulle tils en lavere pH ved slaktetidspunktet. Forskjellen er
imidlertid ikke s hgy som observert tidligere: Kristoffersen et al. (2006) fant en pH paca. 7,9
for ei ustressa kontrollgruppe av oppdrettstorsk, mens Huss (1983) oppgir en pH ved slakting
pamellom 7,0 og 7,2. Det kan ikke pekes p& noen umiddel bar &rsak til et slikt avvik. En
mulighet kan vaare manglende teknisk kompetanse pa mal eutstyret som ble benyttet.

I motsetning til Kristoffersen et al. (2006)s studie, der stressgruppa og kontrollgruppa
stabiliserer seg paet likt nivainnen 15 timer post mortem, savi her at forskjellen ble
opprettholdt gjennom resten av lagringsperioden (figur 6). Det kan vanskelig pekes pa
biokjemiske forhold som skulletilsi lavere pH i stresset fisk. Snarere har enkelte studier vist
en svak tendens til hayere ultimat nedre pH i stresset fisk (Ragnar L. Olsen, pers. medd.).

Kontrollgruppa stabiliserte seg pa pH 6,4, som er hgyere enn det som tradisjonelt har vaat
malt i foret torsk (Kristoffersen et al., 2006) mens den stressa fisken sank til et niva som er
mer karakteristisk for denne typen rastoff, det vil si ca. 6,3 (Huss 1983, Kristoffersen et al.
2006; Landfald, 1991).
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4.6. TVN

TVN-malingene ga uventede resultater. Etter 4 degns lagring ga de en middelverdi pd 21 mg
N/100 g muskel. Dette er ca. 2 ganger mer en det man tradigonelt finner i prever med
ubetydelig mikrobiell kvalitetsforringelse (Huss & Asenjo, 1976). Huss & Asenjo (1976) fant
TVN-verdier i filet av urenset atlantisk torsk pa 10 mg N/100 g etter 2 dagers islagring. Etter
5 dager steg verdiene til 14 mg N/100 g. | en annen undersgkel se gjort ved FN-universitetet i
Reykjavik (Banja, 2002), ble TVN for torsk lagret paisved 0 °C malt til 14 mg /100 g muskel
ved dag 1. Disse verdiene er litt nsamere funnene illustrert i figur 8. Gram (1995) fant 15 mg
N /100 gi filet hostorsk lagret pais 2 dager. Disse verdiene gkte til deretter til 17 og 20 mg

N / 100 g etter henholdsvis 5 og 7 dager, men ligger fremdeles noe lavere enn i mine analyser.

Etter 4 dagns lagring pa s kan det forventes en ubetydelig gkning av TVN fra
bakgrunnsverdien i helt ferskt rastoff pa grunn av bakteriell redukson av TMAO til TMA.
Antall degraderingshakterier pa fisken er fremdeles for lavt i denne fasen til aforklare det
TVN-nivaet som ble pavist i dette arbeidet. Det var heller ingenting ved lukt eller
slimdannelse pa overflater som indikerte kraftig bakterievekst etter 4 dagn. De mest
naaliggende feilkildene & tenke pd, som avdamping under homogenisering og innblanding av
lut eller ufullstendig ekstrakson, ma antas a gi lavere verdier. Feil styrke pa

titreringsl gsningen eller ved selve titratoren er ogsa tenkelig, men dike feil ville blitt avdekket
avl kontrollanalysen som ga en verdi pa 19,5mg N / 100 ml fra en utveid mengde pa 20 mg /
100 ml TMA-N. Metoden fikk med seg 98 % av det flyktige nitrogenet i kontrollpraven.
Graden av presigon i metoden skulle altsa vaae god nok. En annen mulighet er at de
observerte avvikene fra andre undersekel ser kanskje kan relaterestil metoden jeg benyttet.
Bestemmelse av TVN ved hjelp av en destillas onsprosess innbager at pravene kokes og det
kan derfor vaae at ekstrasonen har veat for reff, slik at flyktig N kan ha blitt frigjort ved
degradering av aminosyrer og nukleotider. Jeg fant imidlertid én annen undersgkel se som
kom fram til verdier pA samme niva som meg. Connell (1975) fant 19 mg N/100 g alt den
farste dagen hos islagret torsk. Etter den farste dagen gkte verdien for TVN til 23 mg N/100
0. Dissetalene er imidlertid bare referert i Huss (1983) og det er uklart hvilken metode som
ble benyttet. Det ser altsa ut til at det eksisterer en betydelig spredning i de malte nivaene av
TVN i helt ferskt rastoff mellom ulike undedrsgkel ser.
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5.

Konklusjon

De hgye verdiene som kom fram i TVN-analysen, gjer at man i etterpaklokskapenslys
kan s at man burde tatt med prever fratidligere uttak.

Mye som tyder paat K-verdien egner seg som en tidlig ferskhetssindikator i en
islagringsperiode.

Den tidligste fasen av islagringen (0-24 timer) er gjenstand for betydelige endringer i K-
verdien i muskelen hos atlantisk torsk. Den linaare og jevnt stigende kurven til K-verdien

bygger oppunder dette .
Ogsa nedbrytningsdynamikken i ATP gjennomgar endringer i den samme fasen.

De sma forskjellene observert mellom stressgruppa og kontrollgruppai denne
undersakel sen gir lite statistisk hold for & hevde at stressing av fisken umiddelbart far
slakting har salig effekt pa nedbrytningsdynamikken til ATP, og pa K-verdien hos
atlantisk torsk.

Det er mulig at metoden som ble benyttet for a stresse fisken ikke har optimal effekt pa
torsk, siden andre studier har vist tildels store initielle forskjeller i f.eks. pH utvikling etter

stressing av torsk med andre metoder.
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