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Formalet med studien var & gke kunnskapen om forhold som pavirker teksturen i laksemuskel og a definere
faktorer som kan bidra til bedre fasthet i filet. Fisken i forsgket var oppdrettslaks fra en omfattende
féringsstudie som ble giennomfgrt ved sjganlegget til Nofima Marin pa Avergy. Laksen ble analysert hver
3.-6. uke fra mai til september 2008 for teksturegenskaper, som ble relatert opp mot ulike slakteparametere.
Ved uttaket i september ble muskelen analysert i dybden histologisk samt for sammensetning og genuttrykk
for laks som hadde fatt for tilsatt aminosyrene arginin og glutamat (Boost-fér) sammenlignet med laks som
hadde fatt Kontrollfér. Resultatene viste at laksen som fikk Boost-for hadde generelt fastere filet. Denne
forskjellen var statistisk signifikant ved uttakene i mai, juni og september. Dette er interessante resultater
som viser at det er mulig & forbedre teksturen gjennom optimalisering av aminosyreprofilen, via frie
aminosyrer i foret. Generelt gkte fastheten med okende fiskestgrrelse, men variasjonen var stor innen
samme stgrrelseskategori. Leverstgrrelsen viste en overraskende konsistent og omvendt proporsjonal
sammenheng til fastheten i muskelen. Teksturen i laksefilet synes derfor 8 ha sammenheng med fiskens
metabolske status der optimalisering av laksens ernaeringsstatus synes a kunne bidra til fastere filet. Derfor
ma vi ha en helhetlig tilneerming for a forsta arsakssammenhenger for teksturvariasjoner, der ogsa sentrale
organer som lever og hjerte er i fokus. Verken histologiske-, bindevevs- eller mineralanalyser viste entydige
forskjeller mellom forgruppene og det var heller ingen generelle forskjeller mellom blagt vs. fast muskel for
disse parameterne. Derimot var det en generell gkning av frie aminosyrer i muskel med avtakende fasthet.
Genanalyser (Microarray) viste tydelige forskjeller mellom blgt vs. fast muskel; bl.a. en oppregulering av
immun-/inflammasjons gener, gener relatert til celledgd, tilsvarende respons som ved leverinfeksjon,
muskelnedbrytende enzymer og gener relatert til fettomsetning. Catepsin, som er et muskelnedbrytende
enzym, var oppregulert i laks som fikk Kontrollfér, men ikke i laks som fikk Boost-for.
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1 Innledning

Oppdrettere og produsenter har opplevd gkt innslag av blgt tekstur i oppdrettslaks.
Tilbakemeldinger tyder pa at innslaget av blgt fisk varierer geografisk og at utbredelsen er
starre i vinterhalvaret. Problemet synes & oke etter perioder med rask vekst, og noen
oppdrettere har god erfaring med forlenget sultetid i perioder der teksturproblemene er
utbredt. Fenomenet har en tendens til & forsvinne og komme tilbake.

For a veere i stand til & begrense problemet med blat tekstur, er det avgjgrende a skaffe
kunnskap om biokjemiske og morfologiske faktorer som pavirker teksturen. Kunnskap om
bakenforliggende arsaker til teksturvariasjoner, vil i stgrre grad gi oppdretterne mulighet til &
malrette produksjonsbetingelsene slik at filetkvalitet tilfredsstiller krav i ulike markeder for
oppdrettslaks.

Tekstur er en fellesbetegnelse for de egenskaper som kan fornemmes med fingrene og i
munnen. Et eksempel er hardhet som oppfattes bade med fingrene og i munnen. Et annet
eksempel er saftighet som kun oppleves i munnen. Begrepene tekstur og konsistens brukes
ofte om hverandre. | denne rapporten er det i hovedsak lagt vekt pa karakterisering av
faktorer som pavirker fasthet, men ogsa spenst og elastisitet er omtalt.

Laksefileter er bygget opp av muskelsegmenter som er festet til hverandre med bindevev.
Filetspalting oppstar nar bindevevet mellom muskelsegmentene revner (Figur 1). Begrepene
filetspalting og gaping brukes ofte om hverandre. Kvalitetslaks har kjgtt med god fasthet og
spenst, mens blagt tekstur og filetspalting farer til redusert utbytte og nedklassing — i noen
tilfeller ogsa reklamasjoner fra markedet. Ofte er det en sammenheng mellom blat tekstur og
filetspalting, men det trenger ngdvendigvis ikke & veere det.

Tabell1  Noen uttrykk som beskriver teksturegenskaper i fiskekjatt

Hardhet Blgthet Tarrhet
Fasthet Mykhet Saltighet
Mgrhet Klebrighet Fethet

Elastisitet Fibrighet Tyggbarhet
Seighet Trahet Smgrbarhet




Figur 1 Laksekotelett med god spenst og fast tekstur (Birkeland & Akse), fersk laksefilet
med spalting og skive av rgkt laksefilet med spalting (Markare)

1.1 Betydning av muskelfibre og bindevev for filettekstur

En laksefilet er i hovedsak bygget opp av bestanddelene: muskelfibore og bindevev.
Muskelfibrene bestar av ulike strukturelle muskelproteiner som er organisert i et fast
mgnster, og disse gjer det mulig for en muskel & kontrahere. Denne rigide oppbygningen
gjer at muskelfibrene i utgangspunktet er relativt faste i teksturen. Bindevevet bestar
hovedsakelig av kollagen og fett som er omsluttet av en matriks, og bindevevet fungerer som
lim mellom muskelfibrene i laksefileten. Bindevevet ma derfor veere bade sterkt og fleksibelt
for & holde muskelen sammen ved svgmming og under slakting og prosessering.

| en normal laksefilet vil muskelfibrene vaere pakket tett sammen og omgitt av bindevev
(Figur 2). | oppdrettsfasen, ved slakting og under prosessering, kan muskelfibrene og
bindevevet endres slik at filetteksturen pavirkes. Den rigide oppbygningen av muskelfibrene
kan bli svekket pga nedbryting av de strukturelle proteinene, og muskelfibrenes starrelse og
starrelsesfordeling vil ogsa kunne forandres. Styrken pa bindevevet kan pavirkes av
endringer i sammensetningen av bindevevet, samt nedbryting av ulike komponenter under
lagring. Slike endringer i muskelfibrene og bindevevet vil hver for seg og sammen kunne
pavirke filetteksturen.

Figur 2 Normalt utseende av laksemuskel, med runde muskelfibre pakket tett sammen
og bindevev som ligger mellom to omrader med muskelfibre



1.2 Aminosyrer

De senere arene har flere forsgk veert giennomfeart for & undersgke betydningen av a blande
alternative oljekilder i féret, blant annet er sammenheng mellom fettsyreprofil i féret og
sluttkvaliteten av laksefilet undersgkt i flere forsgk, mens relativt feerre studier har hatt fokus
pa a undersgke betydningen av ulike typer proteinkilder og effekt av ulike typer og niva av
aminosyrer for filetkvaliteten.

Fisk ma ha tilfgrt 10 aminosyrer i féret: threonin, valin, isoleucin, leucine, lysin, arginin,
metionin, phenylalanin, tryptofan og histidin. Disse aminosyrene betegnes essensielle
ettersom fisken ikke er i stand til & syntetisere de selv (fisk har lav ureasyklus, bortsett fra pa
larvestadiet og har derfor et behov ogsa for arginin) (Terjesen 2008). Ulike animalske
proteinkilder er tilnaermet like nar det gjelder aminosyresammensetning. Dette skyldes at
muskelen som er depotorganet for protein bestar av acto-myosin. Det er de frie aminosyrene
som kan benyttes til nysyntese av proteiner og disse utgjgr ca 1% av de proteinbundne
aminosyrene. | tillegg til den tradisjonelle funksjonen av aminosyrer som byggestener i
proteiner, er det i den senere tid blitt mer klart at aminosyrer ogsa er viktige metabolske
regulatorer. Dette har lenge veert kjent i pattedyrernzering, men ogsa i den senere tid hos fisk
(f.eks. Mejer, 2003; Dabrowski et al. 2005; Li et al., 2009).

Nar fiskemel benyttes som den dominerende proteinkilden er aminosyresammensetningen
som regel tilstrekkelig til a til & dekke fiskens behov for essensielle aminosyrer, selv om det
enna foreligger visse uklarheter med hensyn til behov gjennom livssyklus hos oppdrettslaks
som kan ha et annet vekstmgnster enn villaks. | de senere ar har en erstattet en gkende
andel av fiskemelet med planteproteiner som kan veaere ubalansert med hensyn pa
aminosyreprofil. Soya er for eksempel lav i metionin, mens gluten inneholder lite lysin. Denne
ubalansen farer til at forholdet mellom ulike aminosyrer endres og dette kan pavirke bade
utnyttelsen, veksten og kvaliteten av den produserte fisken. Videre inneholder ulike
proteinkilder varierende mengder av nitrogen som ikke er bundet til aminosyrer (ikke-
aminosyre- nitrogen, NonAA-N), som for eksempel taurine. Taurin fungerer blant annet som
en osmolytt i muskelen og mangel kan bidra til endret osmolyttstatus og dermed ustabilitet i
vevet.

Fiskemuskelen inneholder mindre bindevev enn muskelen fra andre husdyr (ca 3% vs 10% i
husdyr). Videre har ikke fisk sener. Bindevevet i fiskemuskelen inneholder ogsa langt feerre
kryssbindinger enn bindevevet i for eksempel storfe. Endringer i bindevevets karakteristika
har veert knyttet opp mot blgthet (Sato et al., 1991), men i dette prosjektet ble bare total
mengde bindevev analysert for & undersgke om den totale mengden av bindevev var ulik i
blgt og fast laksefilet.

1.3 Mineraler

Sink, selen og kobber er mineraler som inngar i enzymer i muskelen sa vel som i andre vev.
Da det tidligere er funnet endringer i noen mineraler ved blgt fisk, ble disse analysert. Blant
annet er det vist en sammenheng mellom avtakende kobberinnhold og avtakende fasthet og
gkning i filetspalting (Markere og Austreng, 2004), men ogsa innholdet av sink har i enkelte
tilfeller vist seg a veere lavere i laksefileter med gaping og med blgt tekstur (Markere,



upubliserte resultater). | dette prosjektet ensket vi a undersgke om det var forskjeller i
mineralstatus i blgt og fast fiskemuskel.



2 Malsetting

Tekstur er en sammensatt egenskap og kunnskap om bakenforliggende arsaker til variasjon i
tekstur er mangelfull og fragmentert. Derfor vil en multivariat tilnaerming for & avdekke
arsaksforhold veaere hensiktsmessig. En screeningsstudie der en samtidig undersaker
teksturegenskaper og morfologiske/strukturelle, biokjemiske, fysiologiske og helserelaterte
faktorer vil gi en kunnskapsplattform som kan danne grunnlag for malretta fokus pa de
egenskaper som peker seg ut som mest betydningsfulle for fastheten i fileten.

En slik studie kan enten kjgres separat eller en kan koble seg til pagaende forsgk. Ved a
utnytte fiskematerialet i allerede planlagte/pagaende studier vil en kunne fa en bedre
utnyttelse av fiskemateriale med en veldokumentert bakgrunn og det vil gis mulighet for a fa
en kostnadseffektiv utnyttelse av forsgksmaterialet og analyseresultater

Den overordnede malsettingen i denne studien var a utfgre en bred kartlegging for a
identifisere faktorer som har betydning for teksturen i oppdrettslaks.

Tilngermingen var som folger:

1. Laks i et pagaende féringsforsgk i Nofima Marins sjganlegg pa Avegya ble tatt ut
regelmessig til teksturundersgkelse gjennom en periode pa fire maneder, og det ble ogsa
sikret prgvemateriale for videre undersokelser. Det omfattende foringsforsgket (18
merder) hadde fokus pa tilvekst og helse (hjerte og tarmhelse) og var finansiert av
Norges forskningsrad med flere forskningspartnere og industri innvolvert.

2. | foéringsforsgket ble det benyttet et kommersielt tarrfér som ble coatet med ulike
bioaktive komponenter. Av de seks ulike férene som ble benyttet, fokuserte vi pa ett for
som var coatet med aminosyrene arginin og glutamat. Aminosyrene som ble tilsatt féret
har tidligere vist seg bl.a. & ha felgende effekter hos dyr generelt (lite informasjon om
fisk):

e Arginin (Arg): Stimulerer vekst og muskeloppbygging, og virker inn pa hormon-niva og
syntese av vekstfaktorer

o Glutamat (Glu)/glutamin(GIn): brukes bl.a. til energi og utvikling av tarmceller,
neurotransittor, fremmer immunitet, og Glu er substrat for GIin som har viktige
funksjoner for a regulere plasma ammoniakk. Fremme sirkulasjon, omsetning av fett,
osmoregulering mm. Tapes ved ulike typer stress, fremmer proteinsyntese
(myosin)/hemmer nedbrytning.

Hele forsgksmaterialet ble benyttet for & finne generelle sammenhenger mellom
produksjonsdata og teksturegenskaper (multivariat dataprosessering).

3. | det siste uttaket i september ble utvalgte fisk undersgkt i dybden ved biokjemiske,
molekylaere og morfologiske metoder.






3 Gjennomfgring og metode

3.1 Fiskemateriale og for

Fisken som ble benyttet var 2007-hgstsmolt fra oppdrettsselskapet Salmar. Forsgket hadde
oppstart i mars 2008 da snittvekten var 480 gram og forsgket ble avsluttet i september et
halvt &r senere. Fisken var fordelt i 18 merder (125 m®) pa forsgksstasjonen til Nofima Marin
pa Avergya. All fisken fikk det samme grunnféret (se Tabell 2). Forsgksfoéret som har spesiell
fokus i denne studien var coatet med hhv. 1.1% arginin og 0.75% glutamat (Boost for).
Forene hadde likt innhold av nitrogen, balansert ved tilsetning av aminosyren glysin i kontroll
foret (2,7%).

Tabell2  Férsammensetning

Laks opp til 1 kg Laks stgrre enn 1 kg
Pelletstarrelse, mm 7 10
Tarrstoff, % 93,5 94,5
Fett, % 27 31
Protein, % 42 41
Stivelse, % 6 7
Aske, % 8
Astaxanthin, mg/kg 40 40
Fiskemel (SuperPrime) 39,5 37
Hi Pro Soya (48%) 5 3,5
Soyaprotein konsentrat (Imcopa SPC) 10 10
Solsikke Expeller 3,5 1,6
Banner 17 17
Standard fiskeolje 13 15,5
Rapsolje 10 14
Vitamin mineral premiks 0,38 0,32

Laks ble tatt ut til kvalitetsundersgkelser ved falgende tidspunkt:

14. mai 2008
3. juni 2008
18. juni 2008
8. juli 2008
28. juli 2008
19. august 2008
9. september 2008

3.2 Faoringsforsgket og analyser

Forsgket som vare aktiviteter ble knyttet opp til hadde som hovedmal & undersoke
betydningen av fortilsetninger (bioaktive komponenter i fér) pa tilvekst og immunrespons (3



nagter per férbehandling/ 6 ulike for). Foringsforsgket var en delaktivitet av et SIP prosjekt:
179481/130 og et BIP prosjekt: 174215/S40 (Prof. K-A. Rervik var prosjektleder for begge
prosjektene). Kjerneteamet i féringsforsgket bestod i tillegg til prosjektleder Rgrvik ogsa av
dr. Bendik Fyhn Terjesen og dr. Stale Refstie

| forsgket var det mindre prgveuttak hver 3. uke og starre prgveuttak hver 6. uke. Fisken ble
fordelt i 18 forsgksnater a8 125m® ved Nofimas sjganlegg pa Avergy i april 2008 (480 grams
hgstsmolt fra SalMar). Fisken ble foret til metning én gang per dag og det ble benyttet
forspilloppsamling. Ved & koble oss til uttakene som var planlagt giennomfaert, kunne vi
analysere teksturen instrumentelt ved samtlige uttak og sikre relevant prevemateriale. Ved a
benytte de samme fiskene kunne vi dessuten sammenstille teksturresultatene mot de ulike
produksjons- og slakteparametre som ble registrert i féringsforsgket.

Analyser som ble gjennomfart i féringsforsgket og som vi kunne sammenligne vare resultater
opp mot var tilvekst og férutnyttelse (FCR, TGC, SFR, SGR), ulike helseparametere, fett,
pigment og fargeanalyser, hjertet og lever morfologi/utseende. Analyser som vi utferte i
tillegg til planlagte analyser i foringsforsgket var teksturanalyser, muskel pH, utvidede
analyser av fett og farge, genekspressjon (Nofima Marin), enzymaktivitet i muskel (IHA),
histologi (lysmikroskopi, Nofima Mat og elektronmikroskopi, NVH), betennelsestilstander i
muskel (NVH), NMR for a kartlegge makroskopisk struktur (Sintef), mineral- og
bindevevsanalyser, og frie aminosyrer (Nifes). Ved sluttuttaket i september ble laksen slaktet
ved bruk av skansom metode og ved & trenge fisken i forkant av slaktingen (16 timers
trenging ved a line opp nota).

En slik tilneerming sikret en kostnadseffektiv utnyttelse av forsgksmateriale og
analyseresultater.

3.3 Analysemetoder
Tekstur

Teksturanalysene ble utfgrt ved bruk av instrumentet Texture Analyzer (TA-XT2) ved at en
12.5mm sylinder ble presset ned i muskelen over sidelinjen i Norsk kvalitetssnitt (NKS) ved
en konstant hastighet (1mm/s). Kraften som skulle til for & bryte gjennom overflaten av fileten
ble registrert (bruddstyrken). Denne teksturegenskapen har vist god sammenheng til
sensorisk vurdert fasthet i ra og rokt laks (Markere og Einen 2003).

Fettinnhold

Fettinnhold i filet (NKS) ble analysert ved foto i henhold til metode beskrevet av Folkestad
m.fl. (2008).

Histologiske undersgkelser

Det ble tatt ut prgver fra utvalgte fisk i forhold til dokumentert tilvekst og tekstur.

Alle muskelprevene ble tatt ut ca 24 t etter avlivning, og prevene ble tatt fra omradet bak
ryggfinnen slik det er vist i Figur 3. Fra hver av fiskene ble det skjeert ut et rektangel, som
videre ble finsnittet til riktig sterrelse for fiksering i formalin (4% formalin, 0.08M



natriumfosfat, pH 7.0 ) og glutaraldehyde (2.5% glutaraldehyd, 0.1M PIPES, pH 7.2). Disse
prevene ble stopt inn i henholdsvis parafin og plast, og brukt til lys- og/eller
elektronmikroskopi.

Metode for mikroskopering

« Preveuttak 24t etter slakting ~

A 1em Snittin
Shitting

”‘"‘?\8 |::> |::>
. Farging

Figur 3 lllustrasjon av prgvetaking til histologiske undersgkelser i Forsgk 1 og 2

Pa parafininnstapte praver ble det kjart felgende fargemetoder og analyser:

e Hematoxylin-Eosin: Oversiktsfarge for & gjere en generell evaluering av
muskelstrukturen. Disse ble vurdert og klassifisert basert pa hvilke type endringer som
ble observert i muskelstrukturen.

¢ Alcian blue: Farger sulfaterte glykosaminoglykaner i bindevevet. Disse ble brukt til & gi
en vurdering av bindevevets generelle sammensetning; tykkelse, forholdet mellom fett
og proteiner/proteoglykaner.

Pa plastinnstepte praver ble det kjort falgende fargemetoder og analyser:
e Toluidine blue: Oversiktsfarge som ble brukt til & kvantifisere oppsplittinger mellom

individuelle muskelfibre, oppsplittinger mellom muskelfibore og bindevevet, og
kvantifisering av antall opplgste muskelfibre.

Bestemmelse av frie aminosyrer og metabolitter i hvit muskel

Muskel ble homogenisert i 10% sulfosalicylsyre for & felle proteinene. Frie aminosyrer ble
bestemt i supernatanten etter separasjon pa Biochrom Amino Acid Analyzer med lithium
buffer. Postkolonne derivatisering med ninhydrin og deteksjon pa 570 og 440nm (prolin &
OH-prolin). Standarder for aminosyrene var fra Sigma. Norleucine ble benyttet som intern
standard.

Bestemmelse av Mn, Zn, Se og Cu i hvit muskel

Muskelen ble oppsluttet i konsentrert salpetersyre + hydrogenperoksid i mikrobglgeovn.

Mineralene ble bestemt ved ICP-MS (Inductively coupled plasma mass spectometry) og
konsentrasjonen ble beregnet ut fra standardkurver for de respektive mineralene. Rodium ble
brukt som intern standard.



Bestemmelse av total mengde collagen i hvit muskel.

Total mengde bindevev i hvit muskel, ble bestemt som proteinbundet OH-pro da det aller
meste av OH-pro foreligger i bindevevet og nedbrutt OH-prolin ikke kan brukes ved
nysyntese av bindevev siden det ikke er noe codon for OH-pro. Nysyntese bruker derfor Pro
som hydroxyleres etter syntesen av proteinet.

Muskelprgve ble hydrolysert i 6N HCL 110 °C i 22 timer. Total mengde OH-pro i hydrolysatet
ble bestemt etter derivatisering med phenylisothiocyanat (PITCH) og separert pa C18 revers
fase kolonne som beskrevet i Cohen & Strydon (1988). Standard kurve for OH-pro var fra
Sigma. Norleucin ble benyttet som intern standard.

Fritt OH-pro ble bestemt i muskel etter at proteinet var felt ut vha sulfosalicylsyre (10%).Fri
OH-pro ble bestemt i supernatanten etter seperasjon pa Biochrom Amino Acid Analyzer med
post kolonne derivatisering med ninhydrin og deteksjon pa 440nm. Standarder for OH-pro
var fra Sigma. Bindevev ble deretter beregnet. Total OH-pro-fri OH-pro= proteinbundet OH-
pro. Hydroxyprolin ble omregnet til collagen ved & multiplisere med en faktor pa 11,42 (Sato
et al., 1991).

Genuttrykk

Microarray analyser ble utfgrt ved bruk av en nyutviklet (oligo) kvalitetschip ved bruk av
muskel fra laks fra uttaket i september. Prgvematerialet ble selektert i hht teksturegenskaper,
der det ble benyttet muskel med hhv fast og blat tekstur fra laks som hadde fatt hhv.
kontrollfér og forsgksfér. Metoden som ble benyttet til analysene er fortsatt under utvikling.

Industritest

Ti fisker fra hver av de merdene som fikk férene Boost (n=30) og Kontroll (n=30) ble
analysert i forhold til den sékalte industritesten. Graderingen som ble benyttet i industritesten
er vist i Tabell 3.
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Tabell 3 Industriell teksturtest (ITT) karakteristikker og skarer

ITT karakteristikk )
Forklaring

x < 30°

30° <x<60°

X > 60°

ingen eller svak antydning
dekker ca 1/3 av filetens lengde
dekker ca 1/2 av filetens lengde

Halebgy (postrigor)

Lengde blat stripe

Filetspalting (jfr. foto) ingen filetspalting

fa spalter (< 5, lengde <2 cm)

noen sma spalter (<10)

mange spalter (>10 sma eller fa store >2 cm)
mange store spalter

ekstrem spalting (filet henger ikke sammen)
Blathet (fingertest, 1 Kg) intet varig avtrykk etter 2 sekunders trykk
varig avtrykk

finger gar gjennom filet

%))
N 2 ON 2O A WN=2ON=O0N 2 O 2
o
o

Uelastisitet filet retter seg raskt ut etter bgying pa midten
filet retter seg langsomt ut
slapp, forblir sammenbgyd

Statistikk

Det ble benyttet ulike statistiske verktay/programpakker:

SAS software versjon 8.2 (Statistical Analysis System Institute Inc., Cary, NC, USA), The
Unscrambler (versjon 9.8, Camo, Norway), Excel, Unistat5Statistical Package. Versjon 5.5
(Megalon S.A. og Unistat Ltd).
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4 Resultater og diskusjon

4.1 Vektutvikling

Fiskevekten gkte fra 0.64 kg til 2.62 kg gjennom forsgket. Det var ikke signifikant forskjell
mellom fiskegruppene. Vekstfaktoren ble beregnet som TGC: 1000*((Sluttvekt1/3 -
startvekt1/3)/(dager * snittemperatur)). TGC var hegyest i perioden fra mai til juni og lavest i
perioden fra juni september (Figur 4). TGC for den farste perioden ma anses som saerdeles
hgy og sammenlignbar med det beste en klarer a fa til i kommersiell skala. For enkelte
merder var TGC over 5 i perioder. Arsaken til den lave vekstfaktoren de siste ukene for
avslutning av forsgket kan mest sannsynlig tilskrives handtering av fisken ved hgy
sjotemperatur. Temperaturen i vannet var over gjennomsnittet for arstiden, og ideelt sett
burde fisken ikke veert tatt ut til analyser i august da temperaturen var over 16°C.

Tilvekst, TGC

Mai Juni September

Figur 4 Tilvekst (TGC) siste 14 dagene far uttak

4.2 Kondisjonsfaktor, lever og hjertestgrrelse

Kondisjonsfaktoren beregnet for rund, usultet fisk varierte fra 1,2 til 1,5 (Figur 5).
Kondisjonsfaktoren gkte gjennom forsgket, bortsett fra en nedgang i juni méaned. Det var ikke
forskjell mellom fiskegruppene. Indeksen av lever og hjerte ble beregnet som prosentandel
av kroppsvekten. Lever og hjerteindeksen viste relativt lik utvikling gjennom forsgket, men
mgnsteret var omvendt proporsjonal med utviklingen for kondisjonsfaktoren. For
hjerteindeksen var det ingen forskjell mellom férgruppene. Den ene observasjonen i august
som viser en hgyere hjerteindeks for laksen som fikk Boost féret kan veere tilfeldig. Ettersom
hjertet utgjer en liten andel av kroppsvekten (<0,14%), vil det veere en risiko for & fa feil
verdier ved bare sma avvik ved vektregistreringene, grad av utblgdning osv. Resultatene
tyder pa at leverindeksen var noe lavere for Boost gruppen enn for Kontrollgruppen. Den
relative sterrelsen av leveren og hjerte avtok med rundvekten (Figur 6). Avvikende hjerteform
ble registrert (pose/paereformet) i september. Av 30 laks som ble tatt ut til analyse fra hver
férgruppe, ble 1 hjerte karakterisert som avvikende i formen for Boost gruppen, mens 3 laks
hadde avvikende hjerteform i kontrollgruppen.
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Figur 5 Utvikling i kondisjonsfaktor, leverindeks og hjerteindeks gjennom forsgket
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sammenheng mellom hjerte og leverindeks
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4.3 Fettinnhold i filet

Fettinnholdet i filet (NKS) gkte gjennom forsgket for begge forgruppene, fra 11% til 17% i

gjennomsnitt. Det var ikke signifikant forskjell mellom fiskegruppene. Fettinnholdet ligger
innenfor forventet omrade.

18
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Figur 7 Utvikling i fettinnhold i filet gjennom forsgket

Fettinnholdet i filet gkte med fiskestarrelsen, selv om denne sammenhengen var mest tydelig

for fisk opp til 1,5kg. Fettinnholdet hadde ingen betydelig effekt pa teksturen innenfor samme
starrelsesklasse.
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15
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Figur 8 Sammenheng mellom rundvekt og fettinnhold
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4.4  Tekstur

For tilsatt aminosyrene arginin og glutamat ga fastere tekstur enn kontrollféret (Figur 9).
Forskjellene mellom férgruppene var signifikant forskjellige ved uttaket i mai, juni og
september (Figur 10). Fastheten i fileten var betydelig lavere i laksen som hadde gatt trangt i
merden i 16 timer fgr avliving, og den positive foreffekten ble naermest borte. Resultatene
viser at trenging av fisken over tid for slakting kan ha sveert negative falger for teksturen og
at eventuelle positive foreffekter viskes ut dersom fisken utsettes for betydelig trenging/stress
for slakting.

Resultatene som viser en positiv effekt pa teksturen ved a blande inn spesifikke aminosyrer i
foret (arginin og glutamat) er sveert interessante. Det er farste gang at en slik féreffekt er vist
og resultatene apner opp for nye muligheter med hensyn til & skreddersy teksturen i henhold
til markedets gnske om en fastere filet.

Fastheten gkte med gkende fiskevekt (Figur 11). Gjennomsnittsresultatene for fisken som
ble analysert med hensyn til forbehandling viser en klar kurvelineaer sammenheng mellom
fasthet og rundvekt. Det er imidlertid stor variasjon i fasthet mellom fisk av samme stgrrelse,
slik det fremgar av Figur 11B som viser sammenhengen mellom fasthet og rundvekt for hele
forsgksmaterialet (n= 1260 laks).
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Figur 10 Fasthet malt instrumentelt i laks gitt kontrollfor (Control) eller for tilsatt en
aminosyreblanding (Boost). Resultatene er vist for uttakene der forskjellene
mellom férgruppene var statistisk signifikante (p<0.05)
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4.5 Sammenheng mellom tekstur og leverindeks

Fastheten i filet viste sammenheng med leverstarrelsen — jo sterre lever, desto blgtere
tekstur (Figur 12-15). Vi er ikke i stand til & peke pa arsakssammenhengene ut fra denne
studien. Dette er imidlertid en interessant observasjon, og understreker at vi ma ha en
helhetlig tilnaerming til fisken for & veere i stand til forsta arsaker til blgtfisk problematikken.
Det vil si at vi ber holde et vakent gye med sentrale organer (bl.a. lever og hjerte) heller enn
ensidig a fokusere pa muskelen separat. Slik vil vi fa en bedre helhetlig forstaelse og bedre
grunnlag for a finne arsakssammenhenger — og derved bedre grunnlag for a foresla

kvalitetsforbedrende tiltak.

Figur 12  Lever av oppdrettslaks — et metabolsk aktivt organ som muligens star sentralt for

Figure 3
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Figur 13  Variasjon i leverstgrrelse for samtlige fisk i forsgket (n=1260 laks)
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Figur 15 Scatterplot (R*=48%) som viser bruddstyrke i forhold til kroppsvekt og
leverstgrrelse for all fisken som ble slaktet i september (Alle seks férene, n=180)
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4.6 Histologi

| dette forsgket ble histologiske analyser utfert for & undersgke om variasjon i filettekstur,
som fglge av fér og trenging av fisken for slakting, kan knyttes til endringer i histologiske
karakteristika i laksemuskelen. Det ble utfgrt en evaluering av snitt fra 24 fisk, med 6 fisk i
hver behandlingsgruppe for & undersgke muskelfibrenes tilstand, bindevevets
sammensetning, og nydannelse av muskelfibre.

Det ble observert varierende mengder opplgste muskelfibre, tilstedeveerelse av veeske i
bindevevet, og tildels ulik sammensetning av bindevevet i musklene til disse fiskene.
Evalueringen syntes ikke & avslgre noen histologisk gruppering av fiskene basert pa verken
for eller stress for slakting, tiltross for at disse gruppene hadde ulik filettekstur. Den mest
markante forskjellen mellom gruppene gkt mengde opplgste celler etter trenging av Boost-
gruppen og mindre veeske i bindevevet etter trenging i Kontrollgruppen.

Resultatene fra elektronmikroskopering tyder pa at det ikke var infeksjon som var grunnen til
blgt tekstur, men dette kan ikke helt utelukkes da det krever en grundig undersgkelse av
andre organer fra fisken.

Tabell4 Resultater fra de histologiske undersgkelsene. Tallverdiene i tabellen
representerer antall fisk av totalt 6 per for og slaktebehandling

Ustresset Stresset
Boost Kontroll Boost Kontroll

Opplgste celler 2 3 5 3
Opplost ved bindevev 3 4 3 4
Veaeske i vev 3 4 5 5
Veaeske v bindevev 3 4 3 1
Nye, sma fibre 5 5 5 6
Kollagen i bindevev

- Tynt 0 1 1 3
- Medium 4 2 3 2
- Tykt 2 3 2 1
Fett i bindevev 5 6 5 4
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4.7  Frie aminosyrer i muskel og bindevev

Mengde frie saminosyrer i muskel ble analysert ved sluttuttaket i september av 5 fisk per
merd (Boost n = 15; Kontrollfor n = 15). Profilen av frie aminosyrer forskjellig i muskel fra fisk
foret boost-dietten, sammenlignet med kontrollféret (september uttaket). Det var hgyere niva
av arginin, ornitin og urea i muskel fra boost-gruppen, noe som Kklart viser at arginin ble tatt
opp i tarm, sirkulert, og derfor kan fgre til effekter i muskel. Ornitin og urea er produkter av
arginase-katalysert nedbrytning av arginin. Glutamat og glutamin derimot, var ikke forskjellig i
muskel fra de to gruppene, noe som kan tyde pa at disse forbindelsene ble brutt ned eller
konvertert i tarm-vev. Videre hadde muskel fra boost-gruppen en signifikant hgyere
konsentrasjon av histidin og dipeptidet karnosin (B-alanin-histidin), en forbindelse som har
anioksidant-egenskaper. For datamaterialet sett under ett, var det en signifikant
sammenheng mellom totalt mengde frie aminosyrer (mg/g) i muskel og fasthet malt
instrumentelt; bade for filetoverflaten og for teksturen i kjernen av fileten. Figur 16 viser
sammenhengen mellom fastheten i kjernen av fileten og total mengde frie aminosyrer i
muskel (p = 0.0007).
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Figur 16 Sammenheng mellom fasthet i laksefilet og niva av fri aminosyrer i muskel
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Tabell 5  Korrelasjon (r) mellom fasthet i filet og mengde frie aminosyrer i muskel

Aminosyre Korrelasjon*
Val -0,75
B ala -0.69
lle -0.66
Asp -0.62
Leu -0.61
M his -0.61
Met -0.53
Phe -0.5
GIn -0.46
Glu -0.43
Tau -0.4
Pea -0.38
Tyr -0.32
Thr -0.36
Arg 0
Urea 0

4.8 Bindevev

Det var ingen forskjell mellom kontroll og testdietten nar det gjaldt total mengde bindevev.
Total mengde fritt hydroksyprolin var 0,04mg/g og bundet hydroksyprolin var i gjennomsnitt
2,9mg/g.

4.9 Mineraler

Mineralinnholdet (mg/kg) viste ingen signifikante forskjeller mellom Kontroll og Boost féret.
Innholdet av molybden, kadmium og bly var under deteksjonsgrensen i samtlige
muskelprgver.

Tabell 6 Innhold av mineraler i muskel

Mn Cu Zn As Se
Kontrol 0.13 0.34 4.08 0.30 0.22
Boost 0.12 0.36 4.24 0.30 0.22
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4.10 Industritest

Filetene ble bedemt til & ha meget god spenst og fasthet for begge férgruppene (ingen
forskjell) (Figur 17). Graden av filetspalting var den samme for begge forgrupper i ryggpartiet,
men en tendens til lavere filetspalting i haleregionen for Boost gruppen (Figur 18).

Figur 17  lllustrasjon som viser hvordan fastheten ble bedgmt
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Figur 18 Gaping i haleregionen hos laks gitt Kontrollfér eller Boost for

4.11 Anatomi og fettfordeling (NMR)

Makroskopisk var det ingen tydelig forskjell mellom férgruppene og fettfordelingen var
tilsvarende for laksen som var féret med Kontrollfér og Boost foret.
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Figur 19 lllustrerer et bilde fra NMR som ble brukt som grunnlag for & undersgke anatomi/
fettfordeling i muskel

4.12 Genekspressjon

Genekspressjonsanalysene (Microarray) viste markante forskjeller mellom blgt og fast laks.
Nedenfor er det gitt en opplisting av noen av responsene/ variasjonene mellom blgt vs fast
laksemuskel:

Oksygentransport

Gener relatert til celledad

Proteiner som binder sink

Immun-/ inflammasjons relaterte gener
Tilsvarende type respons som ved levervirus
Muskelnedbrytende enzymer

Gener relatert til fettomsetning

e Cathepsin var oppregulert i laks gitt kontroll fér, ikke i laks gitt Boost féret.
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5 Sammendrag

Studien viste at en aminosyreblanding av arginin og glutamat ga fastere tekstur
sammenlignet med laks som fikk kontrollfér. Resultatene viser dermed at teksturen kan
forbedres gjennom féret. Denne kunnskapen &pner opp for nytenkning mht
kvalitetsforbedrende tiltak. Generelt var det en tendens til gkende fasthet med
fiskestarrelsen, men variasjonen innen samme starrelsesklasse var betydelig. Vi fant ingen
klar sammenheng mellom mineralinnhold og fasthet i filet og de histologiske undersgkelsene
avslgrte ingen tydelige strukturelle forskjeller mellom férgruppene.

Det var tydelige biokjemiske spor i muskel av arginin-, men ikke glutamat-tilsetningen, hos
laks fra boost-gruppen. Likevel er det usikkert om kun én eller begge av disse aminosyrene
forte til den gkte fastheten hos fisk fra boost-gruppen. Leveren hos laks i Boost gruppen var
mindre (lavere HSI), hvilket styrker hypotesen om at tilsetning av spesifikke nzeringsstoffer
kan rette opp i en ernaringsmessig/metabolsk ubalanse i fisken som kan veere knyttet {il
utvikling av blat tekstur. Resultatene understreker at teksturen er komplisert a forsta i sin
helhet, og at vi i det videre arbeid med & sikre god tekstur i norsk oppdrettslaks ma ha en
helhetlig tilneerming i arbeidet med & sikre god tekstur, heller enn kun & fokusere pa
muskelen separat. Spesielt er det viktig & overvake sentrale organer og utvalgte
blodparametere ettersom teksturen synes a vaere neert koblet til laksens metabolske tilstand
og helsestatus.

Nedenfor er det gitt en opplisting av hovedfunnene i studien

Forsgksfor (Boost) vs Kontrollfor

Fastere tekstur

Mindre lever

Ikke oppregulering av muskelnedbrytende enzymer (catepsiner) i motsetning til
laks gitt Kontrollfor

e Industritest; Tendens til lavere grad av gaping i haleregionen
e Mikrostruktur 0
e Makrostruktur 0
e Mineraler 0
e Bindevev 0

Blgt tekstur var sammenfallende med

Starre lever

Endret fettomsetning

@kt mengde av visse frie aminosyrer i muskel

Endret proteinuttrykk

For lavt niva av visse komponenter i foret/ “ernaeringsmangel” ?

Fast tekstur

Kan oppnas ved styrt forsammensetning

Bedre forstaelse av laksens energiomsetning

Bedre forstaelse av sammenhengen av lever

Tilpasse produksjonen (fér/féring/sulting mm) til arstid/temperatur?
Redusere aktiviteten av muskelnedbrytende enzymer
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