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Sammendrag/anbefalinger:

Forsgk med lab-skala produksjon av matjes-type produkter fra Nordsjgsild ble giennomfgrt i Egersund, i juni 2012. |
tillegg til 8 modne sild pa tradisjonelt vis, ganet i saltlake, ble 3 alternative metoder forsgkt: modning av slgyd sild (uten
innvoller), modning av filet i resirkulert lake, samt modning av filet i lake tilsatt innvollsenzymer (kunstig lake).

Det ble utfgrt sensorisk analyse av alle prgvene fra forsgkene, samt av et kommersielt matjes-produkt som var
produsert i samme tidsrom som prgvene. Dessuten ble det utfgrt analyse av enzymaktivitet i laker og muskel ,
proteomanalyse av rastoff, tradisjonell matjessild og filet i kunstig lake, i tillegg til en enkel screening av
bakterieinnholdet i de ulike lakene.

Hovedkonklusjonen fra forsgkene er at analyseresultatene, gir betydelig innsikt i ulike faktorers effekt pa
produktegenskapene til matjessild. Bade hver for seg og samlet, utgjgr de et solid grunnlag for videre utvikling av disse
produktene.

English summary/recommendation:

This report describes laboratory scale trials with salting of matjes herring; both traditional salting of gibbed herring, as
well as salting of gutted herring and fillets.

Samples from the trials were subjected to sensory analysis. Furthermore measurements of enzymatic activity were
performed, and also, for some samples, measurement of changes in the protein fraction and screening of microbial
growth.

The results reveal interesting effects of the different process parameters, on the different product characteristics of
matjes herring.




Innhold

1
2

LY 4o T UL o o 1
FOPSOK ... eeeiieeiiiee it reierreeeseneereneerensesrnsserenssssensesenasesenssssenssssnnsssenssssensasennsesennnnns 2
2.1 MaAteriale 08 METOUET ....ceeie i e e e e e e e e e e bt e e e e e e e e e e nnrraaeeeaeeas 2
2 N R =T o T £ 4 - [ o ) OO R OO USRS 2
2.1.2  FOISBKSVAMANTEN ceiiutieiiie ettt ettt ste e s te e s rate e sbe e e sbeeesabeesbteesabeesabaeenaseesnbaeenaeeas 3
SENSONIKK ..eeeeeiieeiiiiiiiicrtc et rrne e reee s ree e reas s eeasesenasesenssssensesenssssensssennsasennnnens 7
3.1 - USRS 7
3.2 Materiale 08 MELOUEN ..ccceeiiie e e e e e e e ee e e e sbte e e e s abeeeeeennees 7
O R S V=T OO PP PUP PP PPPP 7
3.2.2  Provetilberedning ... ittt saae et s 8
3.2.3  Sensorisk beAdBMMEISE.......cooiiiiiiiiiie e et 9
324 SEATISTIKK weeeee e et saa e e 10
33 T U 1L =) T P PP SPTRPP 11
. N B o /YT T TSP P TSP PPPPPPUPTROPIRY 11
3.3.2  Sensorisk beAdBMMEISE......cueiiiiiie e 12
3.3.3  Prinsipal komponent analyse (PCA).......ccooiiiieiiiiiee et e e sbae e e 16
3.4 DISKUSJON <uutiteeeeee e ettt e e ettt e e e e e et e e e e e e e e sttt e e e e eeeeseaesstaseeeaaeeeassssaeeaeaeeasansseanneeeanannns 17
3.5 (oY1 [T [ o TSRS 18
10 747 .4 1= (RN 19
4.1 Y =1 DTSR SR P RSP RPRO 19
4.2 Materiale OZ METOUEY .......eeieieeee e e et e e e e e e ab e e e e e tte e e e e aeee e e eanes 19
4.2.1  Praveopparb@IdelSe ... e e et a e e e e e e e eanes 20
A U] o 1) - | PSPPSR 20
oy B \V/ Yo 1 oY 111 o ] {11 o PSRRI 20
4.2.4  MaAINg av enzyMaKEIVITEL ......oeiiiiiiee et e et et e e e 20
4.3 RESUITATEN ettt sttt ettt e e st e e saba e s sabeesabaesbaeesabaesbaeenareas 21
4.3.1 Ferske og fryselagrede [ak@Pr@Ver ... it e e e e 21
4.3.2 Screening av aktivitet i Sild 08 i 1aKer ....oevi i 22
4.3.3 Malinger av proteaseaktivitet i enkeltindivider — Hel fisk.........cccoceeieiiiiiiniieiiceee 23
4.3.4 Malinger av proteaseaktivitet i enkeltindivider — Skinnfri filet...........cccccoeeveeiicineenie. 24
4.4 D11 ST o o 1RSSR 25
4.5 (1] 01NV o] o TP PSPPSR 25
Lo =TT 4 = T T 1 YLt 27
5.1 T RSP 27
5.2 Materiale OZ METOUEN ..o et e e e e s bte e e s e bte e e e e aeee e eennees 27
oI A R o o) {=To] o o - T F= 1 V2T RSP 27
5.3 Prgvemateriale og prave oparbejdelse ... 27
5.3.1  ProteinbeStEMMEISE .....oiiiiiieiicieee e 27
5.3.2 To-dimensional gelelektroforese (2DE).......c..eieicuieeeeiiiieeeeiee et 28

5.4 Resultater 08 diSKUSSION..........uuiiiiiiie et e e e e e rre e e e e e e e nnreaeeeeae s 28



5.4.1 Sammenligning af proteinprofiler .........cocuiiei i 29

5.4.2 Relationer til enzymaktiViteter.......cooicuiiiiece et 31

5.5 (100 014 VT T o PSPPSR 32

(I \Y/ 11T (FeY ¢ 1o ] [ 7 - I 33
6.1 Y/ T a1 o = 0 1] o o [T oSSR 33
6.1.1 Stammesamling 08 DNA PANEI.......cooiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e sree e e e 33
6.1.2 Validering og optimalisering av real-time PCR deteksjonssystemer...........ccccceeecuveeeennnen. 34
6.1.3  Real-time PCR DELINGEISEN .....ovi e 34

6.2 T U] - ) =] PRSPPI 35
6.3 DT E] (U o ST 36

7  Sammendrag 0g KONKIUSJON ....cccuciieeiiieniiieeirienierenneereeereenereeneerensesenssesensesssnsessnnnnns 37

I 4 o= - 1 1 S 38



1 Introduksjon

Bedrifter i pelagisk foredlingssektor gnsker a se nzermere pa mulighetene for a produsere matjessild
pa en mer kostnadseffektiv mate, samtidig som en beholder produktets egenskaper med hensyn til
smak, tekstur og kvalitet. Dersom man lykkes med dette er det ogsa interessant & undersgke hvorvidt
det er mulig a overfgre en slik alternativ metode til NVG-sildefisket tidlig i sesongen.

Ved dagens produksjon benyttes hel, rund nordsjgsild der en fjerner gjeller for blant annet a hindre
nedgradering av kvaliteten. Silden legges sa i kar for modning i cirka 24 timer. Deretter sorterer en ut
silda fra laken som blir dannet under modningen og den modnede (matje)silden gar til innfrysning og
eksport til ulike markedsland for videre bearbeiding. Bearbeidingen bestar i hovedsak i at den
fileteres pa en saeregen mate, pakkes og fryses deretter inn for andre gang. | neste operasjon
transporteres matjessilden for videre distribusjon ut til kunder i viktige hovedmarkeder. Silden er pa
dette stadiet filetert slik at den henger sammen i sporden. Hode, innmat, ryggbein er fjernet. Andre
bein registreres ikke ved konsum. Enten er de fjernet fysisk eller sa er de blitt sa blgte under
prosessen at de ikke registreres.

Hensikten med prosjektet er @ undersgke mulighetene for & benytte en alternativ metode for
produksjon av et matjes-lignende produkt med samme smak og egenskaper som tradisjonell
matjessild. Utgangspunktet vil veere fersk filet av nordsjgsild. Forsgk gjennomfgrt i Nederland pa
1990-tallet med gjenbruk av lake fra tradisjonell matjesproduksjon pa rastoff fanget utenfor matje-
sesongen indikerte at man ikke oppnadde et produkt som et trent sensorisk panel oppfattet som
tradisjonell matjessild, eller som hadde de samme kjemiske karakteristika. | dette prosjektet har man
imidlertid ikke planer om & bruke rastoff fra utenom sesongen, men anser at fettinnhold og
enzymaktivitet er viktige egenskaper for a oppna et godt resultat.

Prosjektforespgrselen er i hovedsak basert pa en hypotese som innebaerer at:

0 Det finnes aktive enzymer i laken etter normal matjessildproduksjon.
0 Disse enzymene har opphav i sildens innvoller.
0 Enzymene forarsaker de sensoriske endringene som finner sted under modningsprosessen

Prosjektet ble gjennomfgrt av Nofima, i samarbeid med Danmarks Tekniske Universitet (DTU).
Rapporten er satt sammen av delrapporter. Derfor er delen om proteom-analyse, skrevet pa dansk
(av DTU).

Prosjektet er finansiert av Fiskeri- og havbruksnaringens forskningsfond (FHF).
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2.1

Forsgk

Materiale og Metoder

Det ble gjennomfgrt 4 ulike typer forsgk (3 gjentak) ved et sildeforedlingsanlegg i Egersund:

e Tradisjonell produksjon med ganet fisk

e Produksjon av ganet fisk uten calanus (slgyd)

e Produksjon av filet i gjenbrukt lake

e Produksjon av filet i "ny lake — med innvollsrester"

Forsgkene ble utfgrt den 6. 12. og 14. juni, av personell fra Nofima med god assistanse og
tilrettelegging fra Egersund Seafood.

2.1.1

Fangstrastoff

Rastoffet som ble brukt i forsgkene, ble fanget i matjesseongen. En oversikt over fangst-tidspunkt,
fartgy og fangstomrade, er vist i Tabell 1.

Tabell 1 Fangstdata

Lossing
Dato Fartpy Fangstdato (tid) Fangstomrade Begynt Slutt
6.6.12 Brennholm 5.6. (12:30) 4233 6.6. (08:00) 6.6. (16:30)
12.6.12 Sjarmgr 10.6. (24:00) 4254 12.6. (07:00) 12.6. (09:15)
14.6.12 Gunnar Langva 13.6. (20:00) 4233 14.6. (16:00) 15.6. (00:45)

=
42453
4254

) ..
4233
854

424

ne, o “.~Egersund

Kartutsnitt kopiert fra: http://kart.fiskeridir.no/default.aspx?gui=1&lang=2



Ved mottak ble fangstene vurdert, og fangst og fgringsdata registrert. Dessuten ble rastoffet gradert i
henhold til bedriftens graderingssystem. En oppsummering av disse opplysningene er gitt i Tabell 2.

Tabell 2 Rdstoffegenskaper

Temperatur i fisk (°C)

Dato Fett % (rund) Fett % (filet) | fartgy Produksjon Kvalitet*
6.6.12 19,17 20,97 -1,2 1,4
12.6.12 20,10 0,5 2
14.6.12 20,54 22,01 -0,8 0,5 1,6

*Se detaljert oversikt over egenskaper i Tabell 3,5 og 7.

2.1.2 Forsgksvarianter

Forsgkene ble utfgrt i liten skala. Mens en normal batch med matjessild er pa 750 kg, ble vare forsgk
giennomfgrt i 1:20 av full skala i 100 liters sildetgnner, med 37 kg sild, og tilsvarende justert
lakemengde.Det ble produsert 4 ulike varianter som vist i Figur 1.

-Cal
Tradisjonell ?SE::;(;I)S Kunstig Resirkulert

Ganet/Slayd Buttelly
Ganet sild sild Filet Butterfly

Filet

Resirkulert
lake

)
Lake

Figur 1 Skjematisk oversikt over variantene som ble produsert




Forsgk 1: 6. juni
Som nevnt ble rastoffet gradert ved mottak. En oversikt over kvalitetsgraderingen pa rastoffet som
ble brukt den 6. juni, er gitt i Tabell 3.

Tabell 3 Kvalitetsegenskaper for silderdstoff

Egenskap Karakter (1-4) Egenskap Karakter (1-4)
Ferskhet 1, Stivhet 1

Farge skinn 1, (Meat condition) 1

Farge gjeller 1, Sortering (Grading) 1
(Feed) 2,5 Tarminnhold 1
Bukskade 1,5 Nematoder 2

Totalinntrykk 1,4

Rastoff til forsgkene ble tatt direkte fra produksjonen. Ganet fisk ble veid og lagt direkte i tgnner.
Dette rastoffet ble dessuten slgyd, og brukt til — Calanus varianten (C). Filetene ble maskinfiletert til
butterfly-fileter. Etter veiing ble disse lagt i tgnner og tilsatt enten resirkulert lake (R) eller kunstig
lake (A). En oversikt er gitt i Tabell 4.

Tabell 4 Oversikt over forsgksvarianter

Forsgksvarianter Kode  Sild Lake

Trad maatjes T 37,5 kg ganet (vekt 150 g, n= 20) 7,5 liter 13 % salt

- Calanus C 37,5 kg slgyd (vekt 130 g, n = 20) 7,5 liter 13 % salt

Resirkulert lake R 37,5 kg flaps 7,5 ||ter.(frosset og tint lake fra produksjonen 5. juni.)
justert til 7 % salt

s el A Sl 7,5 liter (med innvoller fra C, ekstrahert i 1 time, og silt

gjennom engangslue) justert til 7 % salt

Temperaturen ble registret under hele modningsperioden. En graf som viser temperaturen i tre av
tennene, er vist i Figur 2.

14

12

10

0
10:00 16:00 22:00 04:00 10:00

Figur 2 Temperaturprofil i ulike forsgkstgnner (A: kunstig lake, C: - Calanus, R: Resirkulert lake)



Forsgk 2: 12. juni

En oversikt over kvalitetsgraderingen pa rastoffet som ble brukt den 12. juni, er gitt i Tabell 5.

Tabell 5 Kvalitetsegenskaper for silderdstoff

Egenskap Karakter (1-4) Egenskap Karakter (1-4)

Ferskhet 2 Stivhet 2,5

Farge skinn 2 (Meat condition) 1,5

Farge gjeller 2 Sortering (Grading) 1

(Feed) 2,5 Tarminnhold 1

Bukskade 2,5 Nematoder 2
Totalinntrykk 2

Rastoff til forsgkene ble tatt direkte fra produksjonen. Ganet fisk ble veid og lagt direkte i tgnner.
Dette rastoffet ble dessuten slgyd, og brukt til — Calanus varianten (C). Filetene ble maskinfiletert til
butterfly-fileter. Etter veiing ble disse lagt i tenner og tilsatt enten resirkulert lake (R) eller kunstig
lake (A). En oversikt er gitt i Tabell 6.

Tabell 6 Oversikt over forsgksvarianter

Forsgksvarianter Kode  Sild Lake

Trad maatjes T 37,5 kg ganet (vekt 173 g, n=20) 7,5 liter 13 % salt

- Calanus C 37,5 kg slgyd 7,5 liter 13 % salt

Resirkulert lake R 37,5 kg flaps (vekt 87 g, n= 20) ?,5 Ilter.(frosset og tint lake fra produksjon 6. juni)
justert til 7 % salt

relEe A 37,5 kg flaps (vekt 87 g, n= 20) 8 liter (med innvoller fra C, ekstrahert i 30 min, og silt i

to trinn) justert til 7 % salt

Temperaturen ble registret under hele modningsperioden. En graf som viser temperaturen i tre av
tgnnene, er vist i Figur 3.
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Figur 3 Temperaturprofil i ulike forsgkstgnner (A: kunstig lake, C: - Calanus, R: Resirkulert lake)



Forsgk 3: 14. juni
En oversikt over kvalitetsgraderingen pa rastoffet som ble brukt den 14.juni, er gitt i Tabell 7.

Tabell 7 Kvalitetsegenskaper for silderdstoff
Egenskap Karakter (1-4) Egenskap Karakter (1-4)
Ferskhet 1,5 Stivhet 1,5
Farge skinn 2 (Meat condition) 1
Farge gjeller 2 Sortering (Grading) 1
(Feed) 2,5 Tarminnhold 1
Bukskade 1,5 Nematoder 2

Totalinntrykk 1,6

Rastoff til forsgkene ble tatt direkte fra produksjonen. Ganet fisk ble veid og lagt direkte i tgnner.
Dette rastoffet ble dessuten slgyd, og brukt til — Calanus varianten (C). Filetene ble maskinfiletert til
butterfly-fileter. Etter veiing ble disse lagt i tenner og tilsatt enten resirkulert lake (R) eller kunstig
lake (A). En oversikt er gitt i tabell 2.8.

Tabell 8 Oversikt over forsgksvarianter

Forsgksvarianter Kode  Sild Lake

Trad matjessild T 37,5 kg ganet (vekt 172 g, n=20) 7,5 liter 13 % salt

- Calanus C 37,5 kg slgyd (vekt 153 g, n=20) 7,5 liter 13 % salt

Resirkulert lake R 37,5 kg flaps (vekt 82 g, n= 20) ?,5 Ilter.(frosset og tint lake fra produksjon 13. juni)
justert til 7 % salt

relEe A 37,5 kg flaps (vekt 82 g, n= 20) 7,5 liter (med innvoller fra C, ekstrahert i 30 min, og silti

to trinn) justert til 7 % salt

Temperaturen ble registret under hele modningsperioden. En graf som viser temperaturen i tre av
tennene, er vist i Figur 4.
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Figur 4 Temperaturprofil i ulike forsgkstgnner (A: kunstig lake, C: - Calanus, R: Resirkulert lake)



3 Sensorikk

Sensorisk analyse, eller sensorikk, er maling av matens egenskaper ved hjelp av menneskets sanser.
Ettersom de karakteristika som kjennetegner en matjessild, per tiden ikke kan males eller veies, men
er satt sammen av en rekke lukt, smak og teksturegenskaper, var det naturlig & bruke dette verktgyet
til 3 vurdere produktene fra de ulike produksjonsmetodene.

Sensorisk analyse av matjessild inngar i noen grad i Kvalitets indeks metoden (QIM), som er
beskrevet av (Lyhs et al., 2005), men denne er i hovedsak fokusert pa kvalitetsnedbrytning og
holdbarhet. (Gudmundsdottir et al., 1997) har undersgkt effekten av ganing versus slgying eller
filetering, for vanlig kryddersild, ved hjelp av sensorisk analyse. De fant at bade den ganede og den
slgyde silda hadde en betydelig moden smak, som de ikke kunne pavise i filetene.

Denne rapporten beskriver resultatene fra disse analysene.

3.1 Mal

Kartlegge sensorisk profil av nederlandsk matjessild med ulik produksjonsmetode og fangstdato.

3.2  Materiale og metoder

3.2.1 Prgver

Prgvematerialet til den sensoriske analysen ble produsert den 6. 12 og 14. juni. Ettersom rastoffet
som ble brukt den 12. juni var bedgmt til ikke a vaere av "matjeskvalitet”, ble resultatene fra denne
produksjonsdagen holdt utenfor den endelige datanalysen.

Tabell 9 Oversikt over prgver fra matjessild rdstoff

Produkt Kode Fangst Dato Forkortelser
Filet Kunstig Lake A 6.6.12 A-6
Filet Kunstig Lake A 14.6.12 A-14
Slgyd fisk - Calanus C 6.6.12 C-6
Slgyd fisk - Calanus C 14.6.12 C-14
Filet Resirkulert Lake R 6.6.12 R-6
Filet Resirkulert Lake R 14.6.12 R-14
Tradisjonell matjessild T 6.6.12 T-6
Tradisjonell matjessild T 14.6.12 T-14
Kommersielt produkt (matjessild) K K

Det er altsa prgvene i Tabell 1 som utgjgr hoveddelen av denne rapporten.



Tabell 10 Oversikt over praver fra ikke-Matjes rastoff

Produkt Kode Fangst Dato Forkortelser
Filet Kunstig Lake A 12.jun A-12
Slgyd fisk - Calanus C 12.jun C-12
Filet Resirkulert Lake R 12.jun R-12
Tradisjonell matjessild T 12.jun T-12

3.2.2 Prgvetilberedning

Prgvene ble levert i uke 37 og satt pa fryserom. Hver prgve (2 kg sild/filet) var frosset inn i 0,5 liter
7% saltlake og vakuumert i poser (hver sort bestod av 2 poser). Disse ble lagt i rennende vann for
tining i 3-5 timer, dagen f@r analyse.

Den tinte silden ble oppbevart, emballert, i isvann pa kjglerom i pavente av tilbereding. 5 fisk av
prgvetypene: Tradisjonell matjessild, Slgyd sild — Calanus og Kommersielt produkt ble sa filetert pa
tradisjonelt vis (med kyndig hjelp fra Arjen Kraijeveld). Skinnet ble fjernet fra butterfly-filetene.

Alle filetene ble kuttet opp i 2 biter a 4 cm og samlet opp i en plastbakke. Bitene ble lagt opp i
tilfeldig kodede plastikkskaler, 1 bit med lokk per dommer, som vist i Figur 5.

Ved kalibreringen av det sensoriske panelet den 18. september ble Kommersiell og Resirkulert lake
benyttet. | hovedforsgket den 18. og 19. september ble det f@grst servert en oppvarmingsprgve i
forkant av analysen. Deretter fikk dommerne servert totalt 26 prgver, 13 sorter i 2 gjentak (pose
1=gjentak 1 og pose 2=gjentak 2) fordelt pa 6 serveringsomganger.

Temperaturen pa prgvene ved servering var 15 2C (+/- 2 2C). Alle prgver ble randomisert med hensyn
til sort, dommer og pose.



Figur 5 Prgver til sensorisk bedgmmelse

3.2.3 Sensorisk bedgmmelse

Det ble utfgrt en beskrivende test i henhold til metoden (ISO 6564:1985E) Nofimas sensoriske
laboratorium er akkreditert for gjennomfgring av metoden, og 23 sensoriske egenskaper ble bedgmt
pa en skala fra 1-9 (1=ingen intensitet, 9=tydelig intensitet)

Bedgmmelsen ble utfgrt av et trent sensorisk panel bestaende av 9 personer.

Sensoriske egenskaper som ble bedgmt er beskrevet nedenfor.

Lukt
6 ulike luktegenskaper ble beskrevet i analysen:

Syrliglukt Relateres til en frisk, sur-sgt lukt

Metallukt Lukt av metall (ferrosulfat)

Sjolukt Relateres til lukt av frisk, salt sj@

Fiskeoljelukt Relateres til lukt av fiskeolje

Modenlukt Relateres til en balansert rund lukt av modnet fisk

Harsklukt Relateres til lukt av oksiderte fettstoff (gress, hgy, stearin, maling)



Smak
11 ulike smaksegenskaper ble beskrevet i analysen:

Syrligsmak Relateres til en frisk, sur-sgt smak

Sptsmak Relateres til grunnsmaken sgt (sukrose)

Saltsmak Relateres til grunnsmaken salt (koksalt)

Bittersmak Relateres til grunnsmaken bitter (koffein)
Umamismak Relateres til grunnsmaken umami

Metallsmak Smak av metall (ferrosulfat)

Sjesmak Relateres til smak av frisk, salt sj@

Fiskeoljesmak Relateres til smak av fiskeolje

Emmensmak En ufrisk/flau/lite aromatisk/kvalmende smak
Modensmak Relateres til en balansert rund smak av modnet fisk
Harsksmak Styrken av alle harske smaker (gress, hgy, stearin, maling)
Tekstur

| tillegg til 2 parametere som omhandlet forekomst og hardhet av fiskeben i prgvene, ble 5 ulike
teksturegenskaper beskrevet i analysen:

Saftighet Overflateteksturell egenskap som beskriver vaeske absorbert av eller avgitt fra
et produkt. Vaeske avgitt fra prgven, bedgmt etter 4-5 tygg

Hardhet Relatert til den kraft som ma til for a bite gjennom prgven. Bedgmmes med
jekslene ved 1. bitt

Mgrhet Relatert til den tid og antall tygginger som er ngdvendig for a finfordele prgven
klar til svelging

Fethet Overflateteksturell egenskap relatert til mengde eller kvalitet pa fett i et
produkt. En fet, oljeaktig fornemmelse fra prgven i munnen etter 4-5 tygg.

Antall ben Relateres fglelsen av antall ben i prgven under tygging

Hardhet ben Mekanisk teksturegenskap relatert til kraft som ma til for a bite gjennom
benene. Bedgmmes ved 1. bitt.

3.2.4 Statistikk

Dataene ble analysert ved hjelp av variansanalyse (ANOVA). ANOVA tester ved hjelp av F-tester om
det er signifikante forskjeller mellom gruppene for hver av de sensoriske egenskapene. | denne
rapporten betyr signifikant forskjell at det er signifikant forskjell pa 5 %-niva (p=0,05). For de
egenskapene hvor F-testen er signifikant, utfgres i tillegg Tukey's multiple sammenligningstest for a
avgjore hvilke prgver som er forskjellige. Hvis differansen mellom 2 middelverdier er st@grre enn den
kritiske verdien testen beregner, betyr det at disse 2 gruppene er signifikant forskjellige.
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Resultatene er oppsummert ved hjelp av middelverdier og p-verdier. Middelverdiene er et
giennomsnitt av 9 dommere og 2 gjentak/pr@ve. Dataprogrammene som ble benyttet var
Unscrambler x.10.1 (Camo Software AS, Oslo, Norge) og SAS Version 9.2 (SAS Institute, Cary, NC,
USA).

3.3 Resultater

3.3.1 Prgver

Figur 6 Eksempler pa de ulike prgvetypene; A = Filet modnet i kunstig lake, C = slgyd sild modnet uten calanus, T =
tradisjonell matjessild, modet ganet, med innvoller og R = Filet modnet med resirkulert lake

Figur 6 viser et utvalg av prgvene fgr sensorisk bedgmmelse. Det er pafallende a se effekten av tidlig
filetering pa blodinnholdet i fileten. Prgvene som er modnet som filet (A og R) er de desidert lyseste
av prgvene. Blod/nyrevev preger ogsa prgven som er slgyd fgr modning (C). Mens den tradisjonelt
modnede (ganet, med innvoller) er veldig rgd pa filetsiden (T).
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3.3.2 Sensorisk bedgmmelse

Detaljerte resultater fra den sensoriske analysen er presentert i tabellene som fglger:

Lukt

Tabell 11 Resultater fra bedemmelsen av Luktegenskaper (Syrlig, Metall, Sj@, Fiskeolje, Moden, Harsk)

Prgve Syrlig Metall Sj@ Fiskeolje Moden Harsk
K 4,01 4,58 3,79 4,84 4,61° 2,45%
A-6 3,50 4,41 4,22 5,04 3,25>¢ 2,24%°
A-14 3,34° 4,31 4,04%° 4,22 3,09 1,88"
c-6 4,66° 4,57 5,17° 4,33 4,48 1,74°
c-14 4,04 4,73 4,69 4,68 3,87° 2,30°°
R-6 3,47° 4,46 4,19 4,41 2,82° 2,44%°
R-14 3,04° 4,27 3,62° 5,16 2,84° 2,94%°
T-6 3,51b 4,62 3,89" 5,25 4,34% 3,33°
T-14 4,08 4,70 4,53 4,43 4,25" 2,33%
p-verdi 0,0007 0,543 0,0034 0,117 <0,0001 0,0125
Metode Syrlig Metall Sj® Fiskeolje Moden Harsk
A 3,42° 4,36 4,13 4,63 3,17° 2,06
C 4,35° 4,65 4,93° 4,51 4,17° 2,02°
R 3,25° 4,36 3,91° 4,79 2,83° 2,69
T 3,79% 4,66 4,21 4,84 4,30° 2,83
p-verdi 0,0024 0,188 0,0136 0,546 0,0002 0,0192
Dato Syrlig Metall Sj@ Fiskeolje Moden Harsk
6. juni 3,78 4,51 4,37 4,76 3,72 2,44
14. juni 3,63 4,50 4,22 4,63 3,51 2,36
p-verdi 0,342 0,945 0,287 0,676 0,169 0,694

Hvis p-verdien er lavere en 0,05 er det en signifikant forskjell mellom prgvene pa 5 %-niva for denne
egenskapen. Prgver med samme bokstav er ikke signifikant forskjellige.
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Smak

Tabell 12 Resultater fra bedgmmelsen av syrligsmak og de grunnsmaker som ble brukt (Sgt, Salt, Bitter og Umami)
Prgve Syrlig Sgt Salt Bitter Umami
K 4,48%° 3,57%° 4,46 4,02 4,23%*
A-6 3,78%¢ 3,52%° 5,43%° 4,51 3,51°
A-14 4,14 3,18 5,39%° 4,09 3,38
c6 4,92° 3,49%° 4,88 3,78 4,82°
c-14 4,37 3,38 5,24° 4,35 4,07
R-6 3,65 3,03 5,19°° 4,32 3,38
R-14 3,13° 2,81° 5,90° 4,36 2,89°
T-6 3,82%° 3,74° 4,58 4,45 4,31°*
T-14 4,56™ 3,43%° 4,14° 4,01 4,47°
p-verdi 0,0008 0,0001 <0,0001 0,071 <0,0001
Metode Syrlig Sgt Salt Bitter Umami
A 3,96 3,35° 5,41° 4,30 3,44°
C 4,65° 3,44° 5,06° 4,06 4,45°
R 3,39° 2,92° 5,55 4,34 3,13°
T 4,19 3,59° 4,36 4,23 4,39°
p-verdi 0,0068 0,0017 <0,0001 0,542 <0,0001
Dato Syrlig Set Salt Bitter Umami
6. juni 4,04 3,45 5,02 4,26 4,01
14. juni 4,05 3,20 5,17 4,20 3,70
p-verdi 0,9764 0,0076 0,2272 0,607 0,0329

Hvis p-verdien er lavere en 0,05 er det en signifikant forskjell mellom prgvene pa 5 %-niva for denne

egenskapen. Prgver med samme bokstav er ikke signifikant forskjellige.
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Tabell 13 Resultater fra bedemmelsen av de produktspesifikke smakene (Metall, Sj@, Fiskeolje, Emmen, Moden og
Harsk)

Prgve Metall Sj@ Fiskeolje Emmen Moden Harsk
K 3,98 3,79%° 4,54 2,48 5,62° 2,407
A-6 4,18 4,37%° 4,88 2,09 3,71 1,89
A-14 4,09 3,93 4,33 2,33 3,42% 1,77°
c6 3,98 4,77° 4,33 1,63 5,58%° 1,81°
c-14 4,28 4,42°° 4,72 2,17 4,14 1,99°°
R-6 4,26 4,08%° 4,31 2,39 3,47% 2,31%°
R-14 4,43 3,42° 5,02 3,07 2,61° 2,91%°
T-6 4,16 3,72 4,84 2,76 5,17°° 3,21°
T-14 4,01 4,27 4,56 2,73 5,17 2,28%
p-verdi 0,619 0,0158 0,361 0,089 <0,0001 0,0096
Metode Metall Sj@ Fiskeolje Emmen Moden Harsk
A 4,14 4,15 4,61 2,21 3,56° 1,83°
C 4,13 4,59 4,53 1,90 4,86° 1,90°
R 4,34 3,75 4,66 2,73 3,04° 2,61%°
T 4,08 3,99 4,70 2,74 5,17° 2,74°
p-verdi 0,542 0,0533 0,907 0,105 <0,0001 0,0049
Dato Metall Sj@ Fiskeolje Emmen Moden Harsk
6. juni 4,14 4,23 4,59 2,22 4,48 2,30
14. juni 4,20 4,01 4,66 2,58 3,84 2,24
p-verdi 0,578 0,0965 0,711 0,099 0,0398 0,7802

Hvis p-verdien er lavere en 0,05 er det en signifikant forskjell mellom prgvene pa 5 %-niva

egenskapen. Prgver med samme bokstav er ikke signifikant forskjellige.

14

for denne



Tekstur

Tabell 14 Resultater fra bedemmelsen av teksturegenskapene (Hardhet, Mgrhet, Fethet, Saftighet, Antall ben, Hardhet

ben)
Prgve Hardhet Mgrhet Fethet Saftighet Antall ben Hardhet ben
K 4,14° 6,54° 5,88° 5,73% 3,29 3,217
A-6 3,24%° 7,17%° 6,94° 6,37° 3,98 3,93%
A-14 3,61° 6,67°° 6,53 6,19 3,79 4,01°
c6 3,14° 7,27 5,92° 5,76% 2,75 2,68°
c-14 3,73 6,59" 5,86" 5,55° 3,22 3,29
R-6 3,54% 6,53° 5,92° 5,56° 3,38 3,25%¢
R-14 3,62%° 6,51° 5,96° 6,01%° 3,23 3,52%¢
T-6 2,87° 7,41° 5,87 5,94% 2,98 2,83
T-14 3,71 7,11%° 6,04° 5,62° 3,00 2,93
p-verdi 0,0023 0,0004 <0,0001 0,0027 0,0558 0,0022
Metode Hardhet Mgrhet Fethet Saftighet Antall ben Hardhet ben
A 3,43 6,92%° 6,74° 6,28° 3,89° 3,97°
C 3,44 6,93%° 5,89° 5,65° 2,98° 2,98°
R 3,58 6,52° 5,94° 5,78° 3,30° 3,38%
T 3,29 7,26° 5,95° 5,78° 2,99 2,88°
p-verdi 0,6804 0,0197 0,0004 0,0066 0,0423 0,0056
Dato Hardhet Mgrhet Fethet Saftighet Antall ben Hardhet ben
6. juni 3,20 7,10 6,16 5,91 3,27 3,17
14. juni 3,67 6,72 6,10 5,84 3,31 3,44
p-verdi 0,0004 0,0003 0,5070 0,1173 0,7317 0,0647

Hvis p-verdien er lavere en 0,05 er det en signifikant forskjell mellom prgvene pa 5 %-niva for denne

egenskapen. Prgver med samme bokstav er ikke signifikant forskjellige.

Oppsummering
Filetene modnet i kunstig lake (A—6 og A—14) hadde hgyest intensitet for fethet, saftighet og hardhet
ben og lavest intensitet for harsk smak.

Den slgyde silden modnet uten innvoller (calanus) (C—6 og C-14), hadde hgyest intensitet for syrlig
lukt, sjelukt, syrlig smak og umamismak, og lavest intensitet for fethet og saftighet.

Filetene modnet i resirkulert lake (R-6 og R—14) hadde hgyest intensitet for saltsmak, og lavest
intensitet for syrlig lukt, sjglukt, moden lukt, syrlig smak, sgtsmak, umamismak, modensmak og
mgrhet.

Ganet sild, modnet pa matjes vis, med innvoller (T-6 og T-14) hadde hgyest intensitet for moden
lukt, sgtsmak, moden smak, harsk smak og mgrhet og lavest intensitet for saltsmak og hardhet ben.
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3.3.3 Prinsipal komponent analyse (PCA)

PCA ser pa alle egenskaper samtidig og viser totalbildet av dataene. Egenskapene i narheten av en
preve beskriver hva som er typisk for denne prgven.

Correlation Loadings (X)
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Figur 7 PCA-plot over prgver (6. og 14. juni), relatert til sensoriske egenskaper

Resultatene av prinsipalkomponent analysen og data fra 6. og 14. juni (Figur 7) viser at 61 % av
variasjonen forklares langs PC1 som viser de viktigste forskjellene og 21 % av variasjonen forklares
langs PC2 som viser de nest viktigste forskjellene. (Vaer oppmerksom pa at skalaer ikke bgr tolkes
direkte. Figuren illustrerer kun forholdet mellom prgver og egenskaper.)

Prgvene framstilt ved hjelp av kunstig lake (A—6 og A-14) kan beskrives med egenskapen fethet.
Prgver som er modnet uten calanus (slgyd) (C—6 og C—14) kan beskrives med egenskapene syrlig lukt
og smak, sjglukt og smak.

Filetene som er modnet i resirkulert lake (R—6 og R—14) kan beskrives med egenskapen bitter smak
og metallsmak.

Tradisjonell matjessild, modnet ganet, med innvoller (T-6 og T-14 ) plasserer seg like i naerheten av
det kommersielle produktet, K.
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Figur 8 PCA-plot over prgver (6., 12. og 14. juni), relatert til sensoriske egenskaper

Resultatene fra den sensoriske analysen av prgver produsert av rastoff som ikke var av matjes-
kvalitet er inkludert i data-analysen, og indikert i Figur 8. Som det framgar av figuren, faller disse
utenfor den grupperingen som utgjgres av de to andre produksjonsdatoene.

Prgvene framstilt ved hjelp av modning i kunstig lake (A—12) kan beskrives med egenskapen hardhet
og antall ben. Prgvene som er modnet uten calanus (slgyd) (C—12) kan beskrives med egenskapene
fiskeoljelukt og fiskeoljesmak.

Filetene som er modnet i resirkulert lake (R-12) kan beskrives med egenskapene hardhet og
fiskeoljesmak. Tradisjonell matjessild, modnet ganet, med innvoller (T-12) plasserer seg like i
naerheten av det kommersielle produktet, K, og kan karakteriseres med egenskapen mgrhet.

3.4 Diskusjon

Figur 7 viser at den sensoriske analysen skiller klart mellom de ulike forsgksvariantene.
Forsgksvariantene som er produsert av matjesrastoff, ganet, med innvoller, plasserer seg i naerheten
av det kommersielle produktet. Dette styrker resultatene ved at produksjonsskala (1:20) og
forsgksbetingelser ikke synes a gi opphav til avvik i produktegenskapene.

Pr@vene som er produsert av slgyd fisk (uten calanus) har flere av matjessildens egenskaper, spesielt
med hensyn til tekstur, men oppleves @ ha mindre moden smak, men mer sjg-lukt og sj@-smak. Dette
kan ha sammenheng med at innvollsenzymene bidrar til smaksendringene.
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Prgvene som er produsert av butterfly-filet med enzymer tilsatt i laken, oppleves fetere og saftigere
enn de andre prgvene. Dette kan ha sammenheng med at enzymenes nedbrytning av vevet kan
medfgre endringer som kan pavirke oppfatningen av konsistensegenskaper som fethet.

Prgvene som er modnet med resirkulert lake beskrives som saftigere og bitrere enn resten.
Saftigheten kan ha sammenheng med vannopptak. Det ble brukt lavere saltinnhold i laken til fileter.
Kombinert med betydelig stgrre kontaktoverflate mot laken, kan dette medfgre hgyere opptak av
vann — og salt, sammenlignet med ikke-filetert rastoff.

Fileter ble oppfattet a ha flere og hardere ben enn variantene som var produsert av ikke filetert
rastoff, mest sannsynlig fordi ryggbeinet «rives» lgs fra fileten ved tilberedning av matjessild fra ikke
filetert sild. | denne prosessen fglger ogsa mange (de fleste?) smabein med.

Som det framgar av Figur 8, faller prgvene produsert den 12. juni fra rastoff som ikke var av matjes-
kvalitet, utenfor den grupperingen som utgjgres av de to andre produksjonsdatoene. Det gjelder
spesielt for prgven som er framstilt med kunstig lake (A-12), og prgvene som er framstilt uten
innvoller (calanus) (C-12).

Prgven som er modnet med innvoller (T-12) ligger ikke sa langt fra de to andre. Dette kan ha
sammenheng med at innvollsenzymer kan ha bidratt til modning, selv om man ikke kunne pavise
raudate i tarmen. Dette kan ha sammenheng med at rastoffet har vaert lagret lengre, og ved hgyere
temperatur fgr prosessering, slik at den samlede tiden for eksponering til innvollsenzymer ble lengre
enn for de andre variantene.

Den slgyde varianten (C-12) skiller seg betydelig fra de to andre produksjonsdatoene, og
karakteriseres av fiskeoljesmak og harsksmak.
3.5 Konklusjon

Den sensoriske analysen skiller klart mellom de ulike forsgksvariantene. Forsgksvariantene som er
produsert av matjes-rastoff, ganet, med innvoller, plasserer seg i naerheten av det kommersielle
produktet.

Prgvene som er produsert av slgyd fisk (uten calanus) har flere av matjessildens egenskaper, spesielt
med hensyn til tekstur, men oppleves a ha mindre moden smak, men med sj@-lukt og sj@-smak.

Prgvene som er produsert av butterfly-filet med enzymer tilsatt i laken, oppleves fetere og enn de
andre prgvene.

Mens prgvene som er modnet med resirkulert lake beskrives som saftigere og bitrere enn resten.

Fileter ble oppfattet a ha flere og hardere bein enn variantene som var produsert av ikke filetert
rastoff. Filetene smakte dessuten saltere.

Med unntak av prgvene som ble modnet, ganet med innvoller, skilte prgvene av rastoff som ikke var
av matjes-kvalitet, seg betydelig fra de to andre variantene.
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4 Enzymer

Sildemodning er et komplisert samspill mellom kjemiske og enzymatiske reaksjoner. Ytre faktorer
som salting, temperatur og mekanisk pavirkning, vil ogsa ha stor betydning for sluttproduktets
kvalitet. Det er likevel klart at aktivitet av proteolytiske enzymer i rastoff og lake vil ha spesielt stor
betydning for kvaliteten.

Proteinet i muskel kan deles inn i tre hovedgrupper; myofibrill protein (cirka 80 %), bindevevsprotein
(cirka 2 %) og sarkoplasma protein (cirka 20 %). De to f@rste gruppene gir muskelen strukturell styrke,
og enzymatisk nedbrytning av disse proteinene vil veere avgjgrende for kvaliteten av det modnede
produktet.

Det som finnes av tilgjengelig studier pa endringer under salting av sild, er stort sett utfgrt pa
salteprosesser med hgyere saltkonsentrasjoner, og over lengre tid enn hva som er tilfelle for
matjessild (Olsen et al., 1997; Schubring et al., 1997; Stefansson et al., 2000). Ogsa enzymer som kan
tenkes a forarsake noen av endringene under salte- og modningsprosessen, er studert (Engvang et
al.,, 2000; Nielsen et al., 2002). Et viktig element i salteprosesser, er opptak av salt og vann.
Prosessmessig pavirkes begge komponenter av faktorer som temperatur, fettinnhold i filet, skinn,
filetering (Birkeland et al., 2005). Men ogsa smaksmessig har disse komponentene stor betydning.

Det er grunn til 4 tro at det vil veere fordelaktig med betydelig nedbrytning av bindevevsprotein uten
at for mye myofibrillprotein blir brutt ned. Dermed kan sluttproduktet fa en "myk" struktur uten at
for mye muskelprotein gar tapt.

41 Mmal

Med utgangspunkt i problemstillingene nevnt i introduksjonen var det en rekke spgrsmal relatert til
enzymaktivitet, som vi sgkte a finne svar pa.

De fgrste var relatert til den laken som er "til overs" etter at matjes-modningen er ferdig etter 24
timer. Kan det pavises relevant enzymaktivitet i denne laken?

Dersom denne laken skal kunne brukes til andre typer rastoff (resirkulert), ma den kunne (fryses)
lagres. Derfor var det interessant & avklare om eventuelt enzymatisk aktivitet endres ved fryselagring
av lake? Videre var det et element som matte avklares med modningsforsgk: Er det mulig a
gjenbruke laken til produksjon av matjesfilet av nordsjgsild/NVG-sild?

4.2 Materiale og metoder

Vi har valgt 3 utfgre enzymmalinger som forteller noe om aktiviteten i forhold til nedbryting av
muskel og bindevevsproteiner i rastoffer og laker som er benyttet ved framstilling av matjessild. For &
pavise aktivitet som kan bryte ned henholdsvis bindevev og myofibrillproteiner, har vi brukt gelatin
fra torskeskinn og myofibrillproteiner fra torskemuskel. Her er det verdt & merke seg at mens
myofibrillproteinet langt pa vei vil vaere nativt (udenaturert), er gelatinet en denaturert form av det
native kollagenet som finnes i frisk muskelstruktur. Dermed kan vi ikke ukritisk hevde at en hgy
aktivitet malt mot gelatin ngdvendigvis trenger & bety en hgy aktivitet mot intakte
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bindevevsstrukturer i muskelen. | en studie med begrenset omfang, slik som denne, vil det likevel
vaere nyttig a se pa gelatinnedbrytning, fordi den i alle fall er en god indikasjon pa aktiviteter som kan
bryte ned fiskens bindevev.

4.2.1 Prgveopparbeidelse

Prgvene ble lagret ved -25°C. De ble tint ved ca 3°C i cirka 24 timer. Homogeniseringen ble foretatt
med kjgttkvern. Fra homogenisatet ble 100 g prgve suspendert i 400 ml destillert vann ved cirka 10°C
og rert en time fgr sentrifugering (40 min, 7000xg, cirka 4°C). Supernatantprgver ble fryselagret ved
-25°C inntil enzymmalinger ble utfgrt.

4.2.2 Substrat

Det finnes en rekke kunstig framstilte substrater for bestemmelse av enzym-aktivitet. Og det finnes
standard-substrater som for eksempel bovin serum albumin, basert pa en komponent fra storfe-blod.
Til dette forsgket ble det imidlertid brukt substrater fra torsk. Bade bindevev og muskelproteiner
skiller seg noe fra dem man finner i sild, men ettersom man hadde gode rutiner og lang erfaring med
akkurat disse substratene, ble dette vurdert som den beste Igsningen.

Bindevev (Gelatin)

Etter mange vasketrinn ble gelatin ekstrahert fra torskeskinn under svakt sure betingelser ved ca
55°C, i hovedsak slik som beskrevet av Gudmundsson et al., (1997). Etter ekstraksjonen ble Igsningen
filtrert, salter ble fijernet ved en to-trinns ionebytterprosedyre fgr den ble inndampet og terket ved
ca 40°C (Arnesen et al., 2007). Ett kg torskeskinn gir cirka 100 g tgrt, renset gelatin. Framstilling av
enzymsubstrat skjer ved at 8 % tort gelatin svelles over natt ved 10°C og Igses opp under rgring og
oppvarming til 40-50°C. Substratprgver fryselagres og Igses opp ved 25°C rett fgr bruk.

4.2.3 Myofibrillprotein

Myofibrillprotein ble ekstrahert fra torskemuskel i 0,45 M KCl, dialysert og frysetgrket som beskrevet
av Hjelmeland, et al. (1980). Substratgel blir framstilt pa is rett for enzymmaling ved at 8 % tgrt
myofibrillprotein svelles i kaldt vann. Substrat, 0,25 g, ble veid ut i inkubasjonsrgr og tilsatt 0,5 ml
Johnson-Lindsay-buffer (pH 7,0) rett fgr inkubasjon.

4.2.4 Maling av enzymaktivitet

Alle enzymprgver ble inkubert en time ved 25°C, fgr reaksjonene ble stanset ved tilsats av tri klor
eddiksyre (TCA). Sluttkonsentrasjon av TCA i prgver inkubert med myofibrillprotein var 5 %, mens
gelatininkubasjonene ble stanset med 10 % TCA (gelatin er Igselig i 5 % TCA.). Mer detaljert
beskrivelse er gitt i Gildberg et al., (1983). Aktiviteter ble beregnet ut fra frigitt folin positivt materiale
fra substratene (Barrett, 1972) og angitt som pumol Tyr ekv./g(ml) hr.

Aktiviteter ved ngytral pH ble malt i fortynninger av lake og i oppmalt sild eller sildefilet. Sild/filet ble
malt i kjgttkvern (O = 4 mm). Hundre g fiskemasse ble tilsatt 400 ml kaldt vann og satt til rgring en
time ved 10°C fgr sentrifugering (40 min, 7000 x g). Supernatantprgver ble fryselagret ved -25°C inntil
enzymmalinger ble utfgrt.

20



4.3 Resultater

4.3.1 Ferske og fryselagrede lakeprgver

Ettersom man ville ha grunnlag for @ kunne vurdere muligheten for a kunne fryse inn resirkulert lake,
var det en klar malsetting i prosjektet a avdekke hvorvidt ezymaktiviteten ville reduseres ved
innfrysing, og under fryselagring. Det ble derfor gjort et enkelt forsgk med fersk lake, flysendt fra
Stavanger.

Proteaseaktiviteter i ferske og fryselagrede lakeprgver er vist i Figur 9.
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Figur 9 Proteaseaktiviteter i laker fra matjessild far frysing og etter opptining etter forskjellige lagringstider ved -25°C.

Tallverdi 6,7 og 8,6 er relatert til laker fra sildestgrrelser henholdsvis 6,7 og 8,6 fisk/kg.

Figuren viser at aktiviteter malt mot gelatin er mye hgyere enn aktiviteter malt mot
myofibrillproteiner. Den viktigste arsaken til dette er at gelatin er en denaturert form av
bindevevsproteinet kollagen og derfor lettere nedbrytbart enn den native formen; kollagen, mens
myofibrillproteinet er et ikke denaturert strukturprotein som er mindre utsatt for enzymnedbrytning.
Dessuten er myofibrillproteinet bare delvis opplgst og dermed ogsa mindre tilgjengelig for
enzymatisk nedbrytning. | dette forsgket er det derfor mest interessant a se pa gelatinnedbrytning
som gir tydelige utslag. Det ble malt hgyest aktivitet i laken fra den minste silda. Dette kan vaere
tilfeldig, men kan ogsa bety at lekkasjen av fordgyelsesenzymer er stgrre fra sma enn fra store sild.
Selv. om muskel inneholder et stort antall lysosomale proteaser, er proteasekonsentrasjoner i
fordgyelseskanalen normalt mye stgrre (Gildberg, 1988). Det er som forventet en tydelig nedgang i
aktivitet etter frysing og tining som trolig skyldes en viss denaturering av enzym. Mer overraskende
var det a registrere gkende aktivitet som funksjon av fryselagringstid. Det er vanskelig a si sikkert hva
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som er arsaken til dette, men en mulig forklaring er at fryselagringen kan ha forarsaket aktivering av
inaktive proenzymer. En annen mulig forklaring er at enzymhemmere (inhibitorer) som finnes
naturlig i blod og muskel (Hjelmeland, 1983) blir inaktivert under fryselagringen.

4.3.2 Screening av aktivitet i sild og i laker

Det ble malt proteaseaktivitet i en rekke forskjellige silde- og filetprgver. Resultatene fra disse
malingene er vist i Tabell 15.

Tabell 15 Proteaseaktivitet mdalt i matjessild Rdstoff og Produkt, produsert den 14. juni 2012. Gelatin og
myofibrillprotein er brukt som enzymsubstrater. Aktivitetene er mdlt ved ngytral pH og 25°C. Aktiviteter er
angitt som umolTyr eq./g hr i sild/filet og som umol Tyr eq./ml hr i laker. Tabellen angir ogsa forholdstallet
mellom de to aktivitetene (Gel-Akt./Myo-Akt.). Forholdstall er ikke beregnet ved Myo-Akt.<1 fordi disse
aktivitetene er usikre.

Prgvetype Enzymsubstrat Forholdstall
Kode Gelatin Myofibrill Gel-Akt./Myo-Akt.
Tradisjonell (ganet)

Rastoff (TR) 402 0 -
Produkt (TP) 887 1,40 633
-Calanus (slgyd)

Rastoff (CR) 402 0 -
Produkt (CP) 189 0,11 -
Kunstig

Rastoff (AR) 533 0 -
Produkt (AP) 240 0 -
Resirkulert

Rastoff (RR) 533 0 -
Produkt (RP) 402 0,26 -

Tabell 15 viser at det er moderate proteaseaktiviteter i sild/filet-prgvene. Prgvene av rastoff (RR og
TR) ligger omtrent pa samme niva. Prgve TP har litt hgy aktivitet mot gelatin og ogsa malbar aktivitet
mot myofibrillprotein. Dette var en prgve av tradisjonelt modnet matjessild, og resultatet er som
forventet, fordi den oppmalte prgven trolig vil inneholde en god del tarmproteaser som er aktive ved
ngytral pH (seerlig trypsin og chymotrypsin).

Ellers viser analysene at enzymaktiviteten (gelatin) i sild, modnet, slgyd sild (CP) og filet modnet i
kunstig lake (AP) faktisk er litt lavere enn i rastoffet.

Det ble ogsa malt proteaseaktivitet i de ulike lakene. Resultatene fra disse malingene er gitt i Tabell
16.
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Tabell 16 Proteaseaktiviteter mdlt i laker fra matjessild med gelatin og myofibrillprotein som enzymsubstrater.
Aktivitetene er madlt ved ngytral pH og 25°C. Aktiviteter er angitt som umolTyr eq./q hr i sild/filet og som umol
Tyr eq./ml hr i laker.Tabellen angir ogsa forholdstallet mellom de to aktivitetene (Gel-Akt./Myo-Akt).
Forholdstall er ikke beregnet ved Myo-Akt.<1 fordi disse aktivitetene er usikre.

Prgvetype Enzymsubstrat Forholdstall
Kode Gelatin Myofibrill Gel-Akt./Myo-Akt.
Tradisjonell (ganet) - Produkt

0606-TP 1150 34 339
0612-TP 272 2,0 137
0614-TP 312 1,7 189
-Calanus (slgyd) - Produkt

0606-CP 1910 2,0 960
0612-CP 558 1,7 332
0614-CP 448 0,55 -
Kunstig - Rastoff

0614-AR 2610 55 47
Kunstig - Produkt

0606-AP 2610 35 75
0612-AP 435 0,67 -
0614-AP 2300 37 62
Resirkulert - Rastoff

0612-RR 237 0,90 -
0614-RR 285 0,36 -
Resirkulert - Produkt

0606-RP 781 1,7 471
0612-RP 90 0,19 -
0614-RP 201 0,52 =

Som resultatene i Tabell 16 viser, er det stor forskjeller mellom lakene. Fire laker skiller seg ut med
hgye aktiviteter mot gelatin. Det er 0606-AP, 0614-AR, 0614-AP og 0606-CP. Lakene 0606-TP og
0606-RP har middels aktivitet, mens de andre lakene har moderat aktivitet bortsett fra 20120612-RP
som har lav aktivitet. Nar det gjelder laker med hgy aktivitet mot myofibrillprotein, er det tre laker
som skiller seg klart ut. Det er 0614-AR, 0614-AP og 0606-AP. Dette er ogsa de tre lakene som har
hgyest aktivitet mot gelatin.

4.3.3 Malinger av proteaseaktivitet i enkeltindivider — Hel fisk

Det var av interesse a danne seg et bilde av variasjonen i prgvematerialet. Analysene som var
giennomfgrt under screeningen, ble foretatt pa ekstrakter av oppmalt fisk (filet, slgyd eller ganet).
Derfor ble samme opparbeidingsprosedyre brukt ogsa for disse analysene.

Ettersom proteinsammensetningen i muskel ble undersgkt ved hjelp av 2-D gelelektroforese (egen
rapport), var det interessant @ male enzymaktiviteten i de samme prgvene som var analysert pa 2-D
gel, for @ se om man kunne korrelere aktivitet, med noen av de endringene som ble observert pa
gelene.
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Fryst sild ble mottatt fra DTU 15.01.2013. Enzymmalinger ble utfgrt som tidligere beskrevet.
Resultatene av malingene er vist i Tabell 17.

Tabell 17 Enzymaktiviteter i matjesrastoff (slayd fisk), og matjes-produkt (ganet fisk) angitt som umol Tyr ekv./g time

Rastoff

TR 3136 3138 3141 3143 3145 Snitt+SD
Gelatin 279 437 545 142 260 333+158
Myofibrill 0,09 0,38 0 0 0 0,09+0,16
Produkt

TP 3121 3122 3123 3124 3125

Gelatin 769 1330 500 1180 511 8584382
Myofibrill 3,46 1,96 4,13 2,15 0,48 2,44+1,42

Prgver av rastoff (TR) hadde lavere aktiviteter enn prgver av produkt (TP). Rastoff (TR) hadde liten
eller ingen malbar aktivitet mot myofibrillprotein og i gjennomsnitt ca 60 % lavere aktivitet mot
gelatin enn produkter (TP). Det ble registrert forholdsvis store standardavvik mellom individer i
gruppene.

Det sa ikke ut til @ vaere sammenfall av aktivitetsnivd mot gelatin og myofibrillprotein i en og samme
prgve. Dette tyder pa at det kan vaere forskjellige enzymer som er aktive mot de to forskjellige
substratene.

4.3.4 Malinger av proteaseaktivitet i enkeltindivider — Skinnfri filet

Analysene som var gjennomfgrt under screeningen, ble foretatt pa ekstrakter av oppmalt fisk (filet,
slgyd eller ganet). Mens det kun var muskelvev som ble analysert pa 2-D gel. Derfor ble prgvene
skinnet og filetert, slik at man kunne male enzymaktivitet i muskel.

Ettersom proteinsammensettingen i muskel ble undersgkt ved hjelp av 2-D gelelektroforese (egen
rapport), var det interessant 8 male enzymaktiviteten i de samme prgvene som var analysert pa 2-D
gel, for a3 se om man kunne korrelere aktivitet, med noen av de endingene som ble observert pa
gelene.

Fryst sild ble mottatt fra DTU 15.02.2013. Prgvene ble delvis tint og filetert, og etterpa ble filetene
kvernet og ekstrahert som beskrevet tidligere. Enzymmalinger ble utfgrt som tidligere beskrevet.

Resultatene av malingene er vist i Tabell 18.

Tabell 18 Enzymaktiviteter i matjesrastoff (slgyd fisk) filet, og matjes produkt (ganet fisk) filet - angitt som pumol Tyr

ekv./g time

Rastoff

TR 3137 3139 3140 3142 3144 Snitt+SD
Gelatin 160 295 10,3 0 197,9 133+126
Myofibrill 0,11 0 0,13 0 0 0.05+0.07
Produkt

TP 3116 3117 3118 3119 3120

Gelatin 447 152 602 223 69 2994220
Myofibrill 0 0,82 0 0 0 0,16%0,37
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Det ble, som forventet, malt lavere aktiviteter i ekstrakter av filet enn tidligere (4.3.3) malt i
ekstrakter av hel sild. Ved maling mot myofibrillprotein var alle verdiene, kanskje med unntak av
3117, tilneermet 0. Ogsa maling mot gelatin viste lavere aktiviteter. Aktiviteter i filetprgvene var i
giennomsnitt omkring 60 % lavere enn i hel sild (4.3.3).

Malt mot gelatin var det, som sist, i gjennomsnitt cirka 60 % lavere aktivitet i rastoff enn i produkt.
Det var dessuten store individuelle variasjoner innen hver serie.

4.4 Diskusjon

Ved fgrste gyekast er det nzerliggende a anta at det er de samme enzymene som bryter ned bade
gelatin og myofibrillprotein. Til en viss grad er nok dette riktig, men dersom vi ser pa det relative
forhold mellom de to aktiviteter i hver enkelt prgve, gar det fram at det er store forskjeller. Som
forklart tidligere, er det ikke saerlig meningsfylt & sammenligne tallverdier mellom de to aktivitetene i
hver enkelt prgve. Forholdstallene vil derimot fortelle mye om potensialet for nedbrytning av
henholdsvis bindevevsprotein og myofibrillprotein i hver enkelt prgve.

Det gar klart fram av disse tallene at noen laker, og seerlig 0606-CP, har et stort potensiale for
nedbrytning av gelatin, men bare moderat evne til & bryte ned myofibrillprotein. Det samme kan til
en viss grad sies om lakene 0606-RP, 0606-TP og 0612-CP, mens de tre lakene med aller hgyest
aktivitet mot gelatin; 0614-AR, 0606-AP og 0614-AP ogsa har stgrst potensiale for nedbrytning av
myofibrillprotein.

De store forskjellene mellom forholdstallene viser dermed tydelig at pr@vene inneholder forskjellige
proteaser med forskjellig evne til & bryte ned de to substratene, og at mengdeforholdet mellom disse
proteasene er sveert forskjellig i mange av prgvene.

Det er grunn til & tro at de relative forskjellene ville bli langt mindre dersom laker basert pa rene
muskelprgver og rene innvollsfraksjoner ble sammenlignet hver for seg. Men ettersom lakene er
framstilt fra rastoffer basert pa blandinger av muskel og innvollsfraksjoner, vil det vaere naturlig at
slike forskjeller oppstar. Bade innvollsmengden og fgdesituasjon til silda som er brukt vil veaere
avgjgrende for innhold av forskjellige proteaser.

Det ma understrekes at de fleste aktiviteter, ogsa mot gelatin, er lave og dermed noe usikre. Til
sammenligning kan det nevnes at det ved malinger i enkelte prgver av "kunstig lake" (oktober 2012)
ble malt aktiviteter opp til 3500 og 43 mot henholdsvis gelatin og myofibrillprotein.

4.5 Konklusjon

Trolig vil en av malsettingene med modning vaere a oppna et mykt produkt uten for stort tap av
muskelmasse. For a8 oppna dette vil det vaere gnskelig at laken inneholder mye enzymaktivitet som
kan bryte ned bindevev og tilsvarende liten aktivitet som angriper myofibrillprotein. | dette tilfellet vil
det bety at de lakene som har hgye relative verdier (Gel-Akt./Myo-Akt) er de mest gunstige. Dermed
framstar lake 0606-CPE som den klart beste etterfulgt av 0606-RPE og 0606-TPE.
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Ettersom lave proteaseaktiviteter er vanskelig @ male ngyaktig ved hjelp av myofibrillsubstrat, kan
det veere et alternativ & se naermere pa autolyse av muskelprotein under modningsprosessen ved
senere forsgk.
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5 Proteomanalyse

51 Mal

Med udgangspunkt i projektets problemstillinger s@gte vi ogsa svar pa yderligere spgrgsmal, med
henblik pa at kunne optimere en lage. En optimeret lage definerer vi som en lage, hvor den
biomolekylaere sammensatning (herunder enzymerne) er saledes sammensat, at produktet efter
modning kommer til at ligne den traditionelle matjessild. For at opna det, er det ngdvendigt at kende
de processer som er vigtige for matjes-modningen.

Et vaesentligt spgrgsmal er derfor: Hvilke proteinforandringer sker der i fileten under
modningsprocessen?

5.2 Materiale og metoder

For at klarleegge de proteinforandringer der sker i fileten under modningsprocessen har vi valgt at
udfgre proteomanalyser (2D-gelanalyser), som forteeller noget om hvordan muskelproteinerne er
blevet pavirket under matjes-fremstillingen.

5.2.1 Proteomanalyse

Resultatet af en proteomanalysen bestar af en proteinprofil, som viser en prgves forskellige
proteiner adskilt efter ladning og stgrrelse. For en given prgve udggr en sadan proteinprofil en slags
fingeraftryk, som kan sammenlignes mellem forskellige prgver og benyttes til at undersgge, hvilke
processer der under forskellige modninger er forskellige og hvilke som ligner hinanden.

5.3 Prgvemateriale og prgve oparbejdelse

Vacuumpakket frosne sild blev modtaget fra Nofima, Stavanger den 8 august 2012 . Der indgik 4
koder: rastof (R), traditionel matjes-produkt (TP), kunstig produkt (AP) og —calanus produkt (CP).
Sildene blev opbevaret ved -80°C indtil analyse. Efter optgning blev der udtaget muskelstykker lige
under rygfinnen og muskelstykkerne blev lagret i prgvergr ved -80 °C indtil analyse.

Fra de frosne muskelstykker blev der udskaret og afvejet 200 mg muskel som omgaende blev
homogeniseret (Polytron PT 1200, KINEMATICA) i 2 ml buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4; 1 mM
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ved 0 °C. Der blev homogeniseret 3 gange 30 s med 30 s
pause mellem homogeniseringerne.

Homogenatet blev centrifugeret med 11.200 g i 20 min ved 3 °C hvorefter supernatanten blev taget
fra og frosset (-80 °C) indtil analyse.

5.3.1 Proteinbestemmelse

Prgvernes proteinindhold blev bestemt ved Lowry metoden (Lowry et al., 1951) i en udgave
modificeret af Peterson (1977) og efter TCA faeldning som beskrevet af Kaplan et al. (1989).
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5.3.2 To-dimensional gelelektroforese (2DE)

Pa baggrund af prgvernes proteinkoncentrationer blev der faeldet (TCA) en proteinmangde sa der
kunne benyttes 1000 ug protein til elektroforesen. Det feeldede protein blev oplgst i 8 M urea, 2 M
thiourea, 50 mM DTT, 1,5 % CHAPS, 2 % Pharmalyt 3-10, og 10 mM Tris-HCI (pH 8,3) og pasat en
Immobiline Drystrips gel (GE Healthcare, 18 cm, pl 4-7) til elektroforetisk adskillelse af proteinerne i
fgrste dimension (1D). Efter denne elektroforese blev 1D-gelen ekvilibreret i 2 x 20 min i 6 M urea, 50
mM Tris-HCI (pH 8,8) 30 % (w/v) glycerol og 2% SDS med henholdsvis 1% (w/v) DTT, og 4,5 %
iodoacetamide. 1D-gelen blev herefter lagt ovenpa en SDS-polyacrylamidgel (12 %) og proteinerne
blev nu elektroforetisk adskilt i anden dimensions (2D).

Efter elektroforesen blev proteinerne fixeret og farvet med colloid Coomassie Brilliant Blue
(Rabilloud et al., 2000). 2D-gelen blev herefter fotograferet (CCD kamera) og billederne blev
analyseret ved hjalp af programmet Progenesis SameSpots (version 4.5, Nonlinear Dynamics,
Newcastle, UK)

En mere detaljeret beskrivelse af den benyttede 2DE procedure findes i Wulff et al. (2012).

5.4 Resultater og diskussion

Med henblik pa at finde proteinforandringer der sker i sildemusklen under modnings-processen blev
proteomanalysen (2D-gelelektroforese) anvendt pa 10 fisk af ravaren samt 10 fisk fra hver af
modnings-koder, altsa i alt 40 fisk. | Figur 10 er der eksempler pa 2 faerdige 2D-geler, en fra et
traditionel matjes-produkt (TP) og en fra et kunstigt produkt (AP). Forskellen i proteinprofilen
(fingeraftrykket) mellem disse to sildeprgver er sa store at det tydeligt kan ses direkte (f.eks. i den
markerede rgde firkant). Proteinprofilerne er dog sa vanskelige at overskue at det kraever digital
billedanalyse at ssmmenligne mange geler. Pa den made kan maengden af det samme protein (den
samme plet) i alle gelerne sammenlignes, og databehandlingen kan afslgre om maengden af de
enkelte proteiner andres under modningen i forhold til i rdvaren. Derved kan en modningsproces
karakteriseres ved en bestemt udvikling i proteinprofilen og modningsprocesserne i de forskellige
koder kan saledes sammenlignes.
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Figur 10 2D-geler af prgve fra henholdsvis traditionel matjes-produkt (A) og kunstig produkt (B). De mest markante
forskelle i proteinprofilen mellem sild, som er modnet i den kunstige lage og de traditionelle matjessild ses
indenfor den rgde ramme.

5.4.1 Sammenligning af proteinprofiler

Ved billedanalysen af de 40 2D-geler blev der fundet 660 proteinpletter, som kunne sammenlignes
mellem alle gelerne. | figur 2 ses resultatet af en principal komponent analyse (PCA), som viser hvilke
prever der ligner hinanden i forhold til proteinpletter. Det ses tydeligt at prgverne grupperes i
relation til de fire koder. Der er stgrst forskel mellem det kunstige produkt og ravaren, mens den
traditionelle matjessild er placeret et sted ind imellem disse. Det kan saledes se ud til at
modningsprocessen er progressiv forstaet saledes at den udvikling der sker fra ravaren til den
traditionelle matjessild fortsaetter (forstaerkes) under modningen med den kunstige lage. Denne
antagelse kan styrke ved at se pa enkelt proteiner, hvor flere andres som vist i Figur 12. Her ses at
protein nummer 559 er til stede i ravaren i mindst maengde, mens der er 60 % mere af dette protein i
den traditionelle matjessild og hele 230 % mere i det kunstige produkt. Dette protein kunne saledes
antages at veere et enzymatisk klgvningsprodukt som der bliver mere af afhaengig af
enzymaktiviteten.
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Figur 11 Principal komponent analyser af 2D-gel data. Placeringen i plottet af de enkelte sildeprgver er angivet med
massivt farvede symboler, mens de diffuse gra tal angiver 200 proteinpletter som er hgj signifikante (p<0,01) i
en ANOVA der sammenligner de 4 koder.
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Protein 375 (Figur 12) er et eksempel pa et protein der bliver mindre af under modningen og ligesom
for protein 559 er effekten st@rst i det kunstige produkt i forhold til den traditionelle matjessild.
Protein 375 kunne saledes antages at vaere et af de muskelproteiner som nedbrydes enzymatisk
under modningen og igen er effekten stgrst i det kunstige produkt.
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Figur 12 Profil af proteinerne 559 (A) og 375 (B) i de fire koder. Den gennemsnitlige mangde af proteinet i kodens 10
geler er angivet +/- SD. Proteinmangden er angivet som logaritmen til den farveintensitet pletterne har i 2D-
gelerne.

Hvad angar —calanus produktet viser PC-analysen at disse sild ligger mellem ravaren og den
traditionelle matjessild (Figur 11). Der er altsa sket aendringer i proteinprofilen i den rigtige retning af
den traditionelle matjessild, hvad ogsa bekraeftes ved eksemplerne i Figur 12. Dette indikerer at der
ogsa sker proteinaendringer i en renset sild under modningsprocessen som ikke kan relateres til
indvoldsenzymer

Med henblik pa eventuelt at kunne optimere den kunstige lage s& modningsresultatet vil naerme sig
den traditionelle matjessild har vi set pa de proteiner, der pa samme made som protein 559 gges fra
ravare til kunstigt produkt. Det drejer sig om alle de proteiner der er markeret i Figur 13. Af disse
proteiner er de med rgdt markerede proteiner (Figur 13) som ogsa stiger i maengde i den
traditionelle matjessild i forhold til ravaren.
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Figur 13 Proteiner i 2D-gel som @gges i maengde under modning med kunstig lage (alle markerede proteiner). En
delmaengde af disse proteiner (rodt markerede) gges ogsa under den traditionelle matjes-modning.

Det kan fgre til den hypotese at den kunstige lage fgrer til at de processer som hanger sammen med
fremstillingen af en traditionel matjessild faktisk sker. | den kunstige lage sker dog nogle yderligere
processer som resulterer i at maengden af de med bla markerede proteiner (Figur 5.4) gges. Disse
proteiner kan vaere medvirkende til at det kunstige produkt afviger fra det traditionelle med hensyn
til sensoriske egenskaber. Ud fra den hypotese vil det vaere muligt at benytte 2D-gelanalysen som
vaerktgj til at optimere en kunstig lage, saledes at de processer der resulterer i de ugnskede proteiner
(bld) minimeres, og slutproduktets proteinprofil kommer til at ligne den traditionelle matjessild’s
proteinprofil mest muligt.

5.4.2 Relationer til enzymaktiviteter

Proteaseaktiviteterne malt i enkeltindivider af henholdsvis hel fisk og skindfri filet fra rastof og
traditionel matjessild (se kapittel om Enzymer), blev sggt korreleret til 2D-proteinprofilerne. Der
kunne dog ikke findes sikre korrelationer mellem gelatin-aktiviteten, myofibril-aktiviteten eller
ratioen mellem disse (gelatin-akt/myo-akt) og 2D-proteinprofilerne for de traditionelle matjes-
produkter. Det skyldes sandsynligvis at der indgik for fa fisk i dataanalysen, da proteaseaktiviteterne
for hel fisk og skindfri filet ikke kunne indga i samme analyse. Hvis vi derimod sggte sammenhange
mellem proteaseaktiviteterne fra alle de hele fisk (uafhangigt af om det drejede sig om TR rastof
eller produkt) og 2D-proteinprofilerne kunne der findes proteinmgnstre som korrelerede til isaer
gelatin-aktiviteten. Dette er dog noget usikkert da der indgar bade umodnede og modnede.

Med henblik pd kommende forsgg vil det derfor veere formalstjenstlig at inkludere sild fra forskellige
modninger (for eksempel TP, AP og CP).
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5.5 Konklusion

Proteomanalysen udggr et godt vaerktgj til undersggelse af hvordan forskellige modninger (lager) og
ravarer pavirkes under proceduren. Et vaesentligt resultat af denne undersggelse er at den kunstige
lage faktisk har haft en effekt pa sildens muskelproteiner som til dels ligner hvad der sker under en
traditionel matjessild modning. Den kunstige lage har imidlertid ogsa haft andre effekter som kan
have bidraget t til afvigende sensoriske egenskaber i forhold til den traditionelle matjessild. Det vil
veere oplagt at benytte proteomanalysen til en udvikling af lage saledes at disse
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6 Mikrobiologi

Det finnes noe litteratur som beskriver ulike aspekter av matjessild. Mesteparten er gammelt
(Karnop, 1982; 1986; Nieper et al., 1995; Priebe, 1980; von Pohl, et al., 1973; Wurziger, 1977), og
ogsa litt forvirrende ettersom matjes-betegnelsen brukes bade for hollandsk type (som er den som
inngar i disse forsgkene), men ogsa for den tyske utgaven, som framstilles i en helt annen prosess —
og som oftest ved tilsats av modningssalt.

Lyhs et al., (2007) beskriver mikrobiologiske og sensoriske endringer i matjessild lagret i luft og i
modifisert atmosfaere. Det er ogsa undersgkt hvilke melkesyrebakterier som forarsaker spolering av
matjessild, lagret i luft og i modifisert atmosfaere (Lyhs et al., 2008). Men sa vidt vi kan se, finnes det
ingen tilgjengelig litteratur som beskriver mikrobiologiske forhold knyttet til laken, og de
problemstillinger som inngar i dette prosjektet.

6.1 Material og metoder

6.1.1 Stammesamling og DNA panel

Bakterier (Tabell 1) fra stammesamlinger (American Type Culture Collection (ATCC; levert fra Oxoid),
Culture Collection University of Goteborg (CCUG), og Norges Veterineerhggskole (NVH)) ble
rekonstituert som foreskrevet i litteraturen. Alle bakterier er lagret i Microbank rgr (Pro-lab

Diagnostics) ved — 70 2C.

Tabell 19 Stamme/DNA samling

Art ATCC nr. CCUG nr.
Lactobacillus casei 393

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 30669
Lactobacillus plantarum 8014

Lactococcus lactis subsp. lactis 32211
Lactococcus piscium 32732
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris 21965
Listeria innocua 33090

Listeria innocua 35613
Listeria monocytogenes 15313

Photobacterium phosphoreum 16288
Pseudomonas aeruginosa 27853

Pseudomonas putida 49128

Shewanella putrefaciens 8071

Vibrio cholerae non 01 33379
Vibrio vulnificus 27562

Vibrio splendidus 20273

Det ble isolert DNA fra alle organismene ved hjelp av FastDNA kit (MP Biomedicals; cat no 6540-400)

som foreskrevet av produsent.

DNA-konsentrasjon og kvalitet

ble malt

pa

spektrofotometer, og ufortynnet samt bruksfortynninger av DNA er lagret ved -70 °C.
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6.1.2 Validering og optimalisering av real-time PCR deteksjonssystemer

Validering av real-time PCR deteksjonssytemer (assays) besto av 3 trinn; (i) in silico validering
(bioinformatisk (spesifisitet, teoretisk inklusivitet og eksklusivitet), primer kompatibilitet,
sekundaersstrukturanalyse), (ii) Standardkurve karakterisering (priming effektivitet, deteksjons-
grense, smeltepunktsanalyse), og (iii) Wet lab validering (spesifisitet, praktisk inklusivitet og
eksklusivitet).

Standardkurve karakterisering

For hvert assay ble PCR-effektiviteten til primerne kalkulert ved a lage en standardkurve generert ved
a amplifisere en 10x fortynningsserie av malsekvensen over 5 til 8 punkter. Ved & plotte
fortynningsgrad mot C; kan man fa fram mal for primereffektiviteten ved de gitte betingelser, samt
deteksjonsgrense. Smeltepunktsanalyse (Anonymous, 2008) ble utfgrt pa SYBRgreen assays for a
bekrefte amplifisering av ett produkt og fraveer av primer-dimer artefakter. Fortynningsseriene ble
laget enten av totalt genomisk DNA isolert fra en malorganisme, eller av en syntestisk kopi av
templatet med kjent konsentrasjon laget ved kloning i plasmider (PrimerDesign Ltd.).

6.1.3 Real-time PCR betingelser

Mengde og type reagenser per reaksjon for et universelt assay (Nadkarni et al., 2002) er vist som et
eksempel pa et TagMan basert assay Tabell 20). Mengde mastermix er konstant, mens konsentrasjon
av primere og eventuelt prober avhenger av optimalisering. Nukleasefritt vann tilsettes for a gi et
totalt volum pa 15 uL (fgr tilsats av templat). For SYBRgreen baserte assays ble det benyttet
mastermix med SYBRgreen (Precision +SY+ROX; PrimerDesign, eller ABI Power Universal SG
mastermix; Applied Biosystems). For skreddersydde assays (PrimerDesign), ble primere og eventuell
probe levert som en ferdigblandet Igsning som ble tilsatt i en mengde pa 1 pL per reaksjon.

Tabell 20 Konsentrasjon og mengde av reagenser for et TagMan basert, universelt real-time PCR assay.
Navn Stock kons. [uM] Endelig kons. [nM] Volum pr. reaksjon [pL]
Mastermix Precision =SY+ROX 2x 1x 10
Forward primer Nadkarni-F 10 150 0,3
Reverse primer Nadkarni-R 10 150 0,3
Probe Nadkarni-TMpr 10 200 0,4
Vann 4
Sum 15
Templat 5

Temperatursyklus for amplifiseringen varierte som indikert i Tabell 21. Det ble rutinemessig kjgrt 50
sykluser for TagMan assays, og 40 for SYBRgreen assays. For SYBRgreen assays ble det rutinemessig
gjort en smeltepunktsanalyse etter siste syklus der temperaturen ble gket i trinn av 0.3 2C fra 60 til
95 °C.
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Tabell 21 Temperatursyklus ved real-time PCR

Temp. [2C] Tid Antall sykluser
50* 2-5 min 1
95 10 min
95 (denaturering) 15-20 sek 40-50
56-61 (annealing) 1 min

* Gjelder bare SYBRgreen assays

6.2 Resultater

Fordelen med real-time qPCR i forhold til tradisjonelle kultiveringsmetoder er at det gar mye kortere
tid for prgvesvaret foreligger. Analysene kunne dessuten gjgres pa frosne prgver, etter at forsgkene
var gjiennomfgrt.

Brukt pa riktig mate er ogsa PCR mye mer spesifikt og sensitivt enn tradisjonelle metoder. Arbeids-
og tidsmessig er det mindre a tjene ved analyse av fa prgver med lett kultiverbare enkeltbakterier
(pga arbeid med DNA-isolering), men dersom det analyseres pa flere arter samtidig eller mange
prgver, kan arbeidsmengden reduseres betraktelig.

Resultatene fra PCR-analysen er vist i Figur 14.

5,5
M Lactobacillus spp H Vibrio spp
H P. phosphoreum B L. monocytogenes
5 M P. aeruginosa W S. putrefaciens
4,5
£ 4
2
T
%
2 3,5 -
oo
o
3 .
2,5 -
2 .
R R R T T T A A A C C C
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Figur 14 Pavist bakterieinnhold i ulike laker fra matjessild-produksjon (R = Resirkulert lake, T = Tradisjonelt modnet, A=

kunstig modnet, C = uten innvoller (slgyd))
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Resultatene gir fa entydige svar. Det ble pavist i overkant av 10° CFU/ml av spoleringsbakterien
Photobacterium phosphoreum, hovedsakelig i prgver av tradisjonell matjessild (T), og slgyd sild (C ).
Videre ble det pavist 10°~10° CFU/ml av Lactobacillus og Vibrio, som er naturlig forkommende i sild.
Det ble ikke pavist L. monocytogenes i noen av prgvene. Men deteksjongrensen var ca. 10*/ml, sa
bildet kan vaere noe mer nyansert.

Nivaene er i trad med tidligere funn (Lyhs et al., 2007).

6.3 Diskusjon

Resultatene viser betydelig variasjon mellom prgvene. | prgvene fra kunstige modnet (A), kan
resultatene tyde pa at prgveopparbeidelsen ikke var tilpasset prgven, som var spesiell pa grunn av
mye opplgst materiale og hgy enzymaktivitet. Ettersom andre deler av prosjektet, blant annet
sensorikkdelen, tilsier at man ikke kommer til 3 ga videre med resirkulert lake, ble analyseresultatene
ikke fulgt opp.

Etter 24 timer er det mye lett nedbrytbart organisk materiale i laken. Med et saltinnhold som ikke er
tilstrekkelig til 8 hemme vekst av Listeria, kan det vaere at myndighetene ville hatt betenkeligheter
med a tillate gjenbruk, uten streng mikrobiologisk kontroll.

For g@vrig er det positivt at man ikke paviser Listeria monocytogenes. Selv. om den hgye
deteksjonsgrensen ikke utelukker at den kan ha forekommet i prgvene.

Bakteriefloraen for gvrig gjenspeiler den naturlige floraen i sild, bade nar det gjelder arter og niva.
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7 Sammendrag og konklusjon

Det ble utfgrt 3 forsgk med lab-skala produksjon (35 kg/batch) av matjes-type produkter fra
Nordsjgsild. Forsgkene ble gjennomfgrt i Egersund, i juni 2012. Til 2 av forsgkene ble det brukt
rastoff som inngikk i regulaer matjessild produksjon. Til ett forsgk ble det brukt rastoff som ikke ble
ansett til @ vaere av "matjes-rastoff" kvalitet, mest sannsynlig pa grunn av manglende raudate i
tarmen. | tillegg til 8 modne sild pa tradisjonelt vis, ganet i saltlake, ble 3 alternative metoder forsgkt:
modning av slgyd sild (uten innvoller), modning av filet i resirkulert lake, samt modning av filet i lake
tilsatt innvollsenzymer (kunstig lake).

Det ble utfgrt sensorisk analyse av alle prgvene fra forsgkene, samt av et kommersielt matjes-
produkt som var produsert i samme tidsrom som prgvene. Den sensoriske analysen skiller klart
mellom de ulike forsgksvariantene. Forsgksvariantene som er produsert av matjes-rastoff, ganet,
med innvoller, plasserer seg i neerheten av det kommersielle produktet. Prgvene som er produsert
av slgyd fisk (uten calanus) har flere av matjes-produktets egenskaper, spesielt med hensyn til
tekstur, men oppleves a8 ha mindre moden smak, men mer sjg-lukt og sjg-smak. Prgvene som er
produsert av butterfly-filet med enzymer tilsatt i laken, oppleves i tillegg som fetere enn de andre
prevene. Mens prgvene som er modnet med resirkulert lake beskrives som saftigere og bitrere enn
resten.

Fileter ble oppfattet a ha flere og hardere ben enn variantene som var produsert av ikke filetert
rastoff. Filetene smakte dessuten saltere. Med unntak av prgvene som ble modnet, ganet med
innvoller, skilte prgvene av rastoff som ikke var av matjes-kvalitet, seg betydelig fra de to andre
variantene.

Analysene av enzymaktivitet indikerte hgy aktivitet av myofibrill-nedbrytende enzymer i den kunstige
laken. Vi har indikasjoner pa at man ved modning oppnar et mykt produkt uten for stort tap av

muskelmasse. For & oppna dette bgr laken inneholde mye enzymaktivitet som kan bryte ned
bindevev og tilsvarende liten aktivitet som angriper myofibrillprotein.

Ogsa proteomanalysen skilte klart mellom forsgksvariantene. Analyseresultatene viser at denne
analysen er et godt verktgy til 3 undersgke hvordan forskjellige modninger (laker) og ravarer pavirkes
under prosessen. Den kunstige laken har en effekt pa sildens muskelproteiner som til dels ligner det
som skjer under en tradisjonell matjes-modning, men ogsa effekter som kan ha bidratt til avvikende
sensoriske egenskaper i forhold til tradisjonell matjessild.

Mikrobiologisk analyse inngikk som en liten del av karakteriseringen. De noe begrensede resultatene
gjenspeilet stort sett den naturlige bakteriefloraen i sild. Noen metodiske utfordringer ble ikke fulgt
opp ettersom man ikke fant det naturlig a ga videre med denne forsgksvarianten.

Hovedkonklusjonen fra forsgkene er at analyseresultatene gir betydelig innsikt i ulike faktorers effekt
pa produktegenskapene til matjessild. Bade hver for seg og samlet, utgjgr de et solid grunnlag for
videre utvikling av disse produktene.
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