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Sammendrag/anbefalinger:

Rapporten inkluderer forsgksoppsett og resultater fra forsgk som er gjennomfgart i prosjektet DeList, AP1 i perioden
mars 2023 til juni 2024. Ferskt rastoff i form av hel, slgyd grret og laksefilet (biter) er benyttet i forsgkene.
Dekontamineringsforsgk er gjennomfart ved skylling i vann, skylling i pH-justert vann og dypping i lgsning/
spraying/coating med (a) eddiksyre; (b) Verdad N6; (c) nisin; (d) kitosan; (e) klor; og (f) plasmaaktivert vann (PAW).
Disse metodene er blitt testet hver for seg og/eller i kombinasjon med UV-belysning. Skylling med pH-justert
vann/fortynnet eddiksyre (~1 %, pH 2,6-2,9) og Verdad N6 ga forventet log-reduksjon av Listeria fra 0,5 til 2,0, og
dette kunne forbedres med pafalgende UV-bestraling. Coating med nisin alene og kombinasjon av nisin og kitosan,
farte til signifikant veksthemming av Listeria ved lagring ved 4 °C i luft og vakuum, men verken nisin eller kitosan
er lovlig & bruke i direkte kontakt med fisk til humant konsum per i dag. Det er derfor behov for & utrede disse
naermere i forhold til ‘novel foods’-direktivet og sgke om godkjenning far det tas i bruk. Modifisert atmosfeere
pakking (= 33 % CO2) hemmet vekst av Listeria sveert effektivt ved lagring ved 4 °C. Skylling med pH-justert vann
og organiske syrer, evt. kombinert med UV-belysning, anbefales brukt som generelle tiltak for & redusere
smittetrykket i lakseslakterier og prosesseringsbedrifter. Metodene anbefales ikke pad naveerende tidspunkt som
dekontaminering av laks eller grret (til humant konsum) som har fatt pavist Listeria.

English summary/recommendation:

The report includes experimental setup and results from experiments carried out in the project DeList, AP1 in the
period March 2023 to June 2024. Fresh raw material in the form of whole, gutted trout and salmon fillets (pieces)
are used in the experiments. Decontamination tests have been carried out by rinsing in water, rinsing in pH-
adjusted water and dipping in solution/spraying/coating with (a) acetic acid; (b) Verdad N6; (c) nisin; (d) chitosan;
(e) chlorine; and (f) plasma activated water (PAW). These methods have been tested separately and/or in
combination with UV irradiation. Rinsing with pH-adjusted water/diluted acetic acid (~1%, pH 2.6-2.9) and Verdad
N6 gave the expected log reduction of Listeria from 0.5 to 2.0, and this could be improved with subsequent UV
irradiation. Coating with nisin alone and a combination of nisin and chitosan led to significant growth inhibition of
Listeria when stored at 4 °C in air and vacuum, but neither nisin nor chitosan is legal to use in direct contact with
fish for human consumption at present. There is therefore a need to investigate these in more detail in relation to
the 'novel foods' directive and apply for approval before it is put into use. Modified atmosphere packaging (=33%
CO02) effectively inhibited the growth of Listeria when stored at 4 °C. Rinsing with pH-adjusted water and organic
acids, eventually combined with UV irradiation, is recommended as a general measure to reduce the infection
pressure in salmon slaughterhouses and processing plants. The methods are not currently recommended for the
decontamination of salmon or trout (for human consumption) with proven Listeria contamination.



Forord

Det produseres store mengder laks i Norge, og verdiene av det som eksporteres er hgye, 1,23 millioner
tonn til en verdi av 122,5 milliarder NOK i 2022 (ngkkeltall, seafood.no). Frisk fiskemuskel inneholder i
utgangspunktet ikke mikroorganismer, men kan bli kontaminert under slakting og i videreforedlings-
prosesser. Det finnes flere arter av Listeria, og i denne sammenhengen er det den sykdomsframkallende
Listeria monocytogenes som star i fokus. L. monocytogenes (heretter kalt Listeria) er en bakterie som i
en arrekke har statt i fokus hos sjgmatnaeringen generelt og hos myndighetene. Funn av Listeria i
sjgmatprodukter har forarsaket en rekke produkt-tilbakekallelser i de senere ar. | tillegg til mulig
eksponering av forbrukere for Listeria, vil ogsa tilbaketrekking av produkter grunnet Listeria veere en
gkonomisk belastning for de det gjelder og det vil ogsa kunne medfare gkt matsvinn dersom disse
produktene ma kastes/destrueres.

Listeria kan forarsake listeriose og gi alvorlig sykdom hos mennesker, spesielt utsatt er gravide og de
med redusert immunforsvar. De fleste tilfeller av listeriose er sporadiske, og forekomsten er relativt lav.
Men dgdsraten er hgy, sa konsekvensene kan bli store. | perioden 2013-2017 ble det i Norge arlig
rapportert inn cirka 20 bekreftede listeriose tilfeller per 100 000 innbyggere (ECDC, 2020). Listeria fore-
kommer naturlig i miljget og «trives godt» i produksjonsmiljget i fiskeindustrien (kaldt og vatt), hvor den
kan etablere seg og veere utfordrende & bli kvitt (Kleeboe, Lunestad, Borlaug, Paulauskas, & Rosef,
2010). Listeria pavises ofte fra lakseslakterier og i videreforedlingsbedrifter i Norge, bade fra produkt og
produksjonslokaler (Lavdal, Giske, Bjgrlykhaug, Eri, & Mork, 2017; Rgrvik, Skjerve, Knudsen, &
Yndestad, 1997). Den kan dessuten overleve og formere seg ved lave temperaturer, ned mot 0 °C, og
ved forholdsvis hgye saltkonsentrasjoner. For & fa kontroll med Listeria i sjgmatnaeringen er det viktig
med systematisk arbeid i hele produksjonskjeden, og god produksjonshygiene ma ligge i bunn.

Denne rapporten oppsummerer resultater fra forsgk som er utfgrt i Arbeidspakke 1 (AP1) av prosjektet
DeList, som omhandler reduksjon av Listeria pa laks. Per i dag er det krav om at det skal tas prgver fra
minimum 5 fisk og at disse skal analyseres for mulig tilstedevaerelse av Listeria. Det tar tid far en far et
pravesvar, 1-2 dager avhengig av analysemetode. Dette betyr at et Listeria-pragvesvar ikke vil foreligge
mens laksen befinner seg pa slakteri. Dersom dekontaminering av laks med pavist Listeria skal skje pa
slakteri, er det en forutsetning at det vil foreligge hurtigtester for Listeria-pavisning med svar innen kort
tid, og gjerne innen 30 minutter, for & kunne gjare tiltak far laksen forlater slakteriet.

De metodene som skal undersgkes i AP1 kan utfgres pa:

e All laks som slaktes som generelle tiltak for & dekontaminere/redusere mulig tilstedeveerelse av
Listeria og i tillegg redusere det generelle smittetrykket.

e Laks fra oppdrettsanlegg/bater hvor en tidligere har hatt utfordringer knyttet til positive Listeria-
praver.
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1 Introduksjon

Listeria pavises sveert sjelden fra hel fisk (Hansen, Vogel, & Gram, 2006; Lgvdal et al., 2017; Rarvik,
Caugant, & Yndestad, 1995). Prosessert laks (slgyd, filet) har ofte starre forekomst av Listeria enn rund
laks, og dette tyder pa at laks hovedsakelig kontamineres under prosessering (Autio et al., 1999; Heir,
Langsrud, & Hagtvedt, 2015; Vogel, Huss, Ojeniyi, Ahrens, & Gram, 2001; Wulff, Gram, Ahrens, &
Vogel, 2006). Det er en gkende risiko for kontaminering utover i prosesslinjen, og smitten er i starst grad
knyttet til maskiner (spesielt slayemaskiner), transportband eller annet utstyr (Lgvdal et al., 2017; Rarvik
et al., 1997). | lgpet av et skift kan det ga opp til 150 tonn laks gjennom eksempelvis en slgyemaskin.
Dersom den er designet slik at den tillater nisjer for Listeria, s kan kontaminering med selv sveert lave
nivaer gi en viss oppkonsentrering fra flere tonn fisk, inne i maskinen. Dette kan fgre til kontaminering i
buk og derfra til resten av fisken. Pa hel, slayd fisk vil det veere mange hulrom og vanskelig tilgjengelige
overflater som kan by pa utfordringer ved dekontaminering. Tiltak som & skylle eller dyppe fisken vil pa
en enkel mate kunne na alle overflater i lapet av kort tid. Fglgende metoder for dekontaminering vil bli
undersgkt; skylling i vann, skylling i pH-justert vann og dypping i lgsning med naturlige konserverings-
midler, f.eks. organiske syrer. Laksefilet vil kunne veere kontaminert med Listeria fra ulike kilder, men
dette vil ikke pavirke tiltak for dekontaminering.

Det finnes flere ulike naturlige konserveringsmetoder, som organiske syrer, essensielle oljer, kitosan,
planteekstrakter, bakteriosiner, nisin og beskyttende melkesyrekulturer. Noen av disse har potensiale til
a gke holdbarheten til sjgmat, og effekten mot Listeria er ogsa undersgkt for noen av dem i andre FHF-
prosjekter (901156 og 901056), hvor en generelt har oppnadd mellom 0,5-2 log-reduksjon/hemming av
Listeria.

Lav pH har generelt en hemmende effekt pa vekst og overlevelse av en rekke bakterier og andre
mikroorganismer. Listeria er rapportert & kunne vokse i pH-omradet fra 4,4 til 9,4, og har generelt veldig
god evne til & overleve og tilpasse seg miljger med lav pH (U.S. Food and Drug Administration, 1998).
Dette er en av arsakene til at den overlever godt i matproduksjonsmiljger. Organiske syrer, som
melkesyre og eddiksyre, er mye brukt i naeringsmiddelindustrien for & kontrollere og hemme vekst av
bakterier. Verdad N6 er et fermentat som bestar av salter av organiske syrer med natriumacetat som
hovedbestanddel.

Kitosan brukes blant annet i Japan og Sgr-Korea som preserveringsmiddel, men er forelgpig ikke
godkjent av EFSA eller FDA i direkte kontakt med mat. Dette betyr at kitosan likevel kan brukes som
coating pa de delene av produkter som normalt ikke konsumeres, f.eks. pa skinnsiden av laks. Kitosan
som brukes i neeringsmiddelindustrien er ofte utvunnet fra skalldyr, men kan ogsa utvinnes fra insekter
0g sopp. Kitosan brukt i denne studien er fra rekeskall. Kombinasjonen av kitosan og MAP har vist seg
a ha en god bakteriehemmende effekt pa maki sushi (Sgrbg & Lerfall, 2022). Kitosan benyttes blant
annet til vannrensing, til heling av sar, i kosmetikkindustrien og i kosttilskudd. Kitosan er i noen tilfeller
tillatt benyttet i Norge.

Bakteriosiner er sma peptider som produseres av enkelte bakterier, og mange av de har antimikrobielle
effekter. Det er begrensninger nar det gjelder bruk av bakteriosiner i mat. Nar det gjelder nisin, sa er
dette ansett som trygt, og lovlig tillatt ved modning av ost (maks niva 12 mg/kg) og i varmebehandlede
kjsttprodukter (maks niva 25 mg/kg) (Younes et al., 2017). Det er per i dag ikke lov & bruke bakteriosiner
eller kitosan i direkte kontakt med sjgmat i EU. Men i takt med gkende kunnskap om tilsetningsstoffene
endres regelverket. Nisin var for eksempel ikke tillatt & bruke pa all sjgmat i Canada fram til 2017, men
etter en utredning av Health Canada ble det legalisert for bruk pa ready-to-eat (RTE) raykte fiske-
produkter (Health Canada, 2017). Lignende utredninger gjares i EU, og det dpnes stadig opp for bruk
pa flere produktkategorier. Bakteriosiner har ofte synergieffekter med annen behandling, og brukes
derfor i hurdle-teknologi for & gke mattryggheten (Calo-Mata et al., 2008). Den antimikrobielle effekten



av bakteriosinet nisin pa veksten av Listeria i rgykelaks har blitt demonstrert, og ogsa en positiv effekt
av nisin kombinert med MAP (Nilsson, Huss, & Gram, 1997; Szabo & Cabhill, 1999).

Klor og klorforbindelser har en rekke bruksomréder, blant annet for desinfeksjon. Den antimikrobielle
effekten av klor i vann skyldes en kombinasjon av klorid (Cl-), hypoklorsyre (HOCI) og hypoklorittion
(OCI-), men hovedsakelig hypoklorsyre. Effekten gker med temperatur og konsentrasjon. Dissosiering
av HOCI pavirkes av pH, og en far redusert antimikrobiell effekt med gkende pH. Klor har derfor optimal
effekt ved pH mellom 4 og 7, men er mest stabil ved hgy pH. Klor har en bredspektret effekt og virker
pa en rekke mikroorganismer som vegetative bakterier, mykobakterier, sopp og virus (Foreningen for
utgivelse av Norsk legemiddelhdndbok, 2016). Det er effekten av fritt klor, ogsa kalt aktivt klor, mot
Listeria som er undersgkt.

Plasma refererer til en fjerde tilstand en materie kan innta. Kald plasma er en relativt ny prosess som
kan eliminere bakterier. Kald plasma kan ogsa benyttes til & lage plasma-aktivert vann (PAW), som har
blitt benyttet i forsgk i dette prosjektet. Forsgk med & dyppe brosme-fileter i PAW gav 50 % @kt
holdbarhet sammenlignet med kontrollfisk (Chanioti et al., 2022). | forsgk med makrell fikk man
reduksjon av melkesyrebakterier og Pseudomonas, men her farte kald plasma ogsa til gkt harskning
(Albertos et al., 2017). Forsgk pa a gke holdbarheten pa sushi av laks ved bruk av kald plasma viste
ingen effekt pa total aerobt kimtall (Kulawik & Tiwari, 2019) .

Metoder som gir middels inaktivering av Listeria kan vaere interessante & teste i kombinasjon med andre
konserveringsmidler eller teknologier for & teste for eventuelle synergier. Noen av de metodene/
prosessene som er omtalt er pa ndvaerende tidspunkt ikke tillatt brukt pa fisk i Norge (nisin, kitosan, kald
plasma/PAW), men mye tyder pa at for eksempel kitosan, nisin og kald plasma kan bli viktige teknologier
i europeisk matindustri.

Milde dekontamineringsprosesser vil kunne drepe/hemme Listeria, og gi fra 0,5 til 2 log inaktivering.
Men det vil alltid veere en risiko knyttet til mulig overlevende Listeria. Modifisert atmosfaere (MA) pakking
vil si at man erstatter den normale atmosfeeren med andre konsentrasjoner av CO2, Oz og N2. Dette
pafarer mikroorganismene stress som farer til hemming av vekst (Sivertsvik, Jeksrud, & Rosnes, 2002).
Som et ekstra tiltak for & hemme vekst av mulig overlevende Listeria vil det pa& et senere tidspunkt i
prosjektet gjagres forsgk med superkjagling og MA-pakking i kombinasjon med spraying/coating med
utvalgte konserveringsmidler.
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2 Materialer og metoder

Forebyggende tiltak for & hindre kontaminering og vekst av Listeria ble gjort pa hel, slgyd ferskvanns-
arret, heretter kalt HOG (Head-On Gutted) grret, og pa fileter av laks. | bunn forutsettes det at hygiene-
forskrifter falges og at ngdvendige tiltak for & minimere kontaminering blir utfart rutinemessig pa slakteri.
Ved forekomst av Listeria pa fisk kan det likevel under disse forutsetningene forekomme kontaminering
av overflater, bade til utstyr og til annen fisk. Dersom Listeria er til stede, sa vil de veere i lave nivaer.
Malsettingen for disse forsgkene var & komme frem til metoder som kunne gi 0,5 til 2 log-reduksjon av
Listeria pa fisken.

Parallelt med de mikrobiologiske analysene ble det gjiennomfart flere analyser av kvalitet pa fisken, etter
behandlingene og under lagringstiden, blant annet pH, farge og tekstur. Av disse er det bare pH som
har direkte relevans for mikrobiologisk vekst, og derfor er pH den eneste parameteren som er tatt med
i denne rapporten. Analyser av alle kvalitetsparametere blir presentert i en egen rapport fra
Arbeidspakke 3.

2.1 Prgvemateriale

211 Hel, slgyd fisk

Ettersom laks av kommersiell stgrrelse er stor og lite egnet til kontamineringsforsgk med sykdoms-
framkallende mikroorganismer, ble det til disse forsgkene brukt HOG-grret. Fisken ble levert av
Sirdalsgrret (Tonstad) i januar og i mai 2024, og forsgkene ble gjennomfgrt cirka 2—3 dggn etter slakting.

2.1.2 Laksefilet

Til disse forsgkene ble det brukt HOG-laks som ble filetert (fileter med skinn). Fisken var levert av
Domstein, og slaktet 4 dager for forsgkene startet.

o Vekst-hemmende tiltak p& vakuumpakket og MA-pakket rgykelaks.

Raykelaks (Fiskeriet) ble kuttet i skiver (10 g) og lagt i sma sous vide poser.

2.2 Tilberedning av inokulum - Inokulering

2.2.1 Forsgk pa hel, slagyd fisk

HOG-grret ble inokulert hel ved & dyppe den i en cocktail bestdende av 3 Listeria-stammer (Tabell 1)
anbefalt av EU’s Referanselaboratorium for Listeria (EURL) (Bergis, Bonanno, Asséré, & Lombard,
2021).

Tabell 1 Valg av Listeria-stammer pa bakgrunn av genoserotype, opphav og vekstvilkar.

Genoserotype Opphav Vekstevner
Lav aw (aw Lav pH Lav temperatur
=0,95) (pH=5) (T=8 °C)
12MOB099LM Il Fiskeprodukter NEI NEI JA
12MOB101LM 1l Fiskeprodukter JA JA JA
12MOB102LM v Fiskeprodukter JA JA JA

Stammene ble dyrket opp individuelt i Tryptic Soy Broth tilsatt 0,6 % gjserekstrakt (TSBYE; Merck)
overnatt ved 37 °C og omrgring (150 rpm). Overnatt kultur ble sentrifugert og pellet ble suspendert i
autoklavert destillert vann. Deretter ble stammene blandet likt, og fortynnet i autoklavert destillert vann
til cirka 10° kolonidannende enheter per mL (cfu/mL). HOG-grret ble dyppet i inokuleringsveesken, og
lagt til avrenning ved 4 °C over natt.



2.2.2  Forsgk pa laksefilet

Listeria-stammene ble dyrket opp individuelt i TSBYE ved 37 °C og omrgring (150 rpm). Stammene ble
deretter blandet likt, vasket i PBS og fortynnet i destillert vann til cirka 10* cfu/mL. Listeria cocktailen ble
inokulert p& henholdsvis skinnside eller kjattside av filet til en konsentrasjon pa ~ log 5 cfu/g.

2.2.3  Vekst-hemmende tiltak pa vakuumpakket og MA-pakket raykelaks

En cocktail av 3 Listeria stammer; Scott A (CIP103575), EGDe (CIP107776) fra Louis Pasteur Instituttet
i Paris, og RO15 isolert fra krydret sild (Ciolacu, Nicolau, Wagner, & Rychli, 2015). Listeria cocktailen
ble inokulert pa tynne skiver (10 g) av rgykt laks til en konsentrasjon pa ~ log 3 cfu/g.

2.3 Tilberedning av behandlingslgsninger
Fritt Klor

Klorlgsning ble tilberedt fra husholdningsklorin (Klorin; Lilleborg), som inneholder 4 % aktivt klor, det vil
si 40 000 ppm. Det ble laget en stamlgsning p& 100 ppm fritt klor ved & blande 2,5 mL Klorin med 997,5
mL destillert vann. For a lage Igsninger med henholdsvis 2,5 og 0,6 ppm ble stamlgsningen tilsatt 25 og
6 mL per L i sjgvann eller ionebyttet vann. Klorkonsentrasjonen i de endelige lgsningene ble analysert
ved titrering med sglvnitrat (EasyPlus titrator, Mettler Toledo) for & bekrefte riktig konsentrasjon.

Eddiksyre

Eddiksyre glasial (Merck) ble fortynnet i destillert vann til pH 2,6. Det ble ogsd brukt andre
konsentrasjoner, for eksempel at eddiksyre ble fortynnet i destillert vann til 1 % (vol/vol) tilsvarende pH
~2,9.

Verdad

Verdad N6 (Arne B. Corneliussen AS) i pulverform ble fortynnet til 20 g/L (tilsv. 2 % (vekt/vol)) i destillert
vann.

Kitosan

Kitosan-pulver (Sigma-Aldrich), med medium molekylvekt og utvunnet fra kitin i rekeskall, ble lgsti 1 %
eller 2 % eddiksyre under omrgring over natt ved romtemperatur ved 4 tilsette 10 g pulver til 1 L syre. |
forsgk med raykt laks ble kitosan lgst i 1 % eddiksyre ytterligere fortynnet i destillert vann til 2 g/L.

Nisaplin/Nisin

Nisaplin (Danisco), som er en kommersiell nisin-formulering, ble lgst i destillert vann til 250-500 mg/L
etter produsentens anbefalinger. Nisin A fra Lactococcus lactis (Sigma Aldrich) ble fgrst lgst i 0,02 M
HCI til en konsentrasjon av 50 g/L og deretter fortynnet videre i destillert vann til 320 mg/L (forsgk pa
vakuumpakket rgykelaks).

Nisaplin/Nisin + Kitosan
For behandling med Nisaplin+kitosan, ble 500 mg Nisaplin-pulver lgst i 1 L 1 % kitosan-lgsning, eller

320 mg nisin A fra Lactococcus lactis (Sigma Aldrich) lgst i 1 L 1% kitosan-lgsning (forsgk pa
vakuumpakket rgykelaks).

Plasma aktivert vann

Et kald plasma genereringssystem ble brukt til & produsere plasma aktivert vann (PAW) fra springvann.
Dette er et batchsystem (100 ml per behandling), hvor vannet ble utsatt for en frekvens pa 17 kHz og
med plasmastyrke 36 W i 30 minutter. Malt pH var 2,92. For kontroll-behandling, ble ionebyttet vann pH
justert med HCI til pH 2,92 tilsvarende til pH i PAW.
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2.4 Behandlinger
2.4.1 Reduksjon av Listeria pa hel, slgyd fisk

Effekt av fritt klor, pH-justert vann, nisin og PAW

Effekt av fritt klor, pH-justert vann, Nisaplin, kitosan og PAW ble undersgkt. HOG-grret ble dyppet i ulike
Igsninger for & undersake effekten mot Listeria. De ulike betingelsene som ble undersgkt er listet opp
og sammenlignet med kontroller som vist i Tabell 2.

Tabell 2 Behandlinger for reduksjon av Listeria pd HOG-grret

Behandling nr. Behandling Konsentrasjon Tid (min)*
1 Fritt klor i ferskvann 0,6 ppm 6,5 60
2 Fritt klor i sjgvann 0,6 ppm Ikke malt 60
3 Fritt klor i ferskvann 2,5 ppm 6,4 60
4 Fritt klor i sjgvann 2,5 ppm Ikke malt 60
5 Ferskvann (kontroll) ~7 60
6 pH-justert vann (eddiksyre) 2,6 2
7 Nisaplin 250 mg/L Ikke malt 2
8 Destillert vann (Nisaplin kontroll) 7,2 2
9 PAW 2,9 60
10 pH-justert vann (HCI) (PAW kontroll) 2,9 60

* Behandling 1 til 6 samt kontroll ble skylt i destillert vann etter behandling. Behandling 7 ble ikke skylt.

Effekt av eddiksyre, Verdad, nisin og kitosan

Effekt av dypping i organiske syrer (eddiksyre og Verdad), Nisaplin, kitosan og en kombinasjon av
Nisaplin og kitosan ble undersgkt og sammenlignet med en ubehandlet kontroll (Tabell 3).

Tabell 3 Behandlinger for reduksjon av Listeria pa HOG-grret

Behandling nr. Behandling Konsentrasjon pH I lgsning Tid (min)*
1 Eddiksyre 1% 2,9 4
2 Verdad 2% 59 4
3 Nisaplin 500 mg/L 4,7 4
4 Kitosan (lgst i 2% eddiksyre) 10 g/L 3,8 4
5 Nisaplin+kitosan (Igst i 2% eddiksyre)  Nisaplin: 500 mg/L 3,8 4
Kitosan: 10 g/L
6 Kontroll 4

* Behandling 1 og 2 ble skylt i destillert vann etter behandling. De andre ble ikke skylt.

Det er kun resultatene fra det farste forsgket som presenteres her siden resultatene fra gjentaket ikke
er ferdigstilt enda.

2.4.2  Reduksjon av Listeria pa laksefilet
Forsgk pa skinnsiden

Fileter med skinn ble kuttet i sma biter (~10 g) og inokulert pa skinnsiden med en cocktail av L.
monocytogenes som forklart over til cirka log 5 cfu/g. Inokulerte prgver ble oppbevart ved 4 °C over natt.
Prgvene (n = 3) ble deretter skylt i ulike lgsninger ved dypping og noen prgver ble ogsa UV-behandlet
som vist i Tabell 4. Destillert vann ble pH-justert ved tilsats av iseddik til gnsket pH 2,6. UV-belysning
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ble utfart i et Klean UV-kabinett (Torsvik innredning) med 4 UV-C lysstoffrgr (Phillips TUV TL-D 25W
UV-C) og pravene ble plassert pa aluminiumsfolie cirka 8 cm fra lysstoffrgrene. UV-stralingen ved disse
betingelsene ble malt til 2600 pW/cm2 med et UV-meter med en UVX 25 sensor (UVP UVX Radiometer,
AnalytikJena).

Tabell 4 Behandlinger for reduksjon av Listeria pa skinnside av filet

Behandling nr. Behandling Tid (min)* UV-belysning (min)
1 Destillert vann 7,2 2 0
2 pH-justert vann 2,6 2 0
3 Destillert vann 7,2 4 0
4 pH-justert vann 2,6 4 0
5 Destillert vann 7,2 2 60
6 pH-justert vann 2,6 2 60
7 Destillert vann 7,2 4 60
8 pH-justert vann 2,6 4 60
9 Kun UV-behandling 60
10 Kontroll Ubehandlet

* Alle behandlinger med pH-justert vann ble skylt i destillert vann etter behandling (fer evt. UV-behandling).

Forgk pa kjgttsiden

Fileter med skinn ble kuttet i sma biter (~10 g) og inokulert pa kjgttsiden med en cocktail av Listeria som
forklart over til cirka log 5 cfu/g. Inokulerte praver ble oppbevart ved 4 °C over natt. Prgvene (n = 3) ble
deretter skylt i ulike lgsninger ved dypping og noen praver ble ogsd UV-behandlet som vist i Tabell 5.
pH-justering, kitosan og UV-behandling ble gjort som forklart over. Siden 2 minutter behandlingstid
hadde begrenset effekt i det farste forsgket i, sa ble ikke dette gjentatt.

Tabell 5 Behandlinger for reduksjon av Listeria pa kjattside av filet

Behandling nr. Behandling Tid (min)* UV-belysning (min)

1 Destillert vann 7,2 4 0
2 pH-justert vann 2,6 4 0
3 1 % Kitosan 3,8 Dypping 0
4 Destillert vann 7,2 4 60
5 pH-justert vann 2,6 4 60
6 1 % Kitosan 3,8 Dypping 60
7 Kontroll Ubehandlet

* Alle behandlinger med pH-justert vann ble skylt i destillert vann etter behandling (fer evt. UV-behandling).

| dette forsgket ble det analysert for Listeria som forklart tidligere, og i tillegg for totalt aerobt kimtall pa
Long and Hammer agar etter NMKL protokoll nr. 184.

2.4.3  Nisin og kitosan tilsatt rgykelaks

Nisinet som er brukt i dette forsgket er av analytisk grad og inneholder 2,5 % aktivt nisin A, og det er
konsentrasjonen av aktivt nisin A som er oppgitt i Tabell 6. Konsentrasjonene av nisin og kitosan er
basert pa tidligere analysert minimum hemmende konsentrasjon (MIC) for Listeria-stammene som ble
benyttet i forsgket. MIC ble analysert etter metoden beskrevet av Mota-Meira, La Pointe, Lacroix, and
Lavoie (2000). Det ble tilsatt 2x MIC av nisin og kitosan pa raykelaks i dette forsgket. Rgykelaks ble
kuttet i skiver (10 g) og lagt i sma sous vide poser. Merk at kitosan ble ferst lgst i 1 % eddiksyre til 10
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g/L og deretter fortynnet i destillert vann. Nisin og kitosan ble pipettert pa prgvene og distribuert over
hele praven til endelig konsentrasjon som det framgar i Tabell 6 og lagret ved 4 °C over natt. 500 pL av
Listeria-lgsningen, tilsvarende cirka log 3 cfu/g, ble pipettert pd prgvene inne i sous vide posene og
fordelt over hele pragven. Deretter ble posene forseglet med vakuum og lagret ved 4 °C. Det ble tatt ut
prgver til analyse av Listeria umiddelbart og ukentlig i 6 uker.

Tabell 6 Behandlinger for & studere effekt av nisin og kitosan pa vekst av Listeria i raykelaks

Behandling Behandling pH i lgsning Konsentrasjon (ug/g)
nr
1 Nisin 6,9 8
2 Kitosan 4.8 2
3 Nisin+kitosan 4,6 Nisin: 8
Kitosan: 2
4 Kontroll (sterilt vann) 7,2

24.4 Nisin og kitosan kombinert med Modifisert Atmosfeere Pakking (MAP)

Forsgket beskrevet i 2.4.3. ble gjentatt i luft og MAP med target CO,: N, forhold 100:0, 67:33, 33:67 og
0:100.

2.5 Analyser
Listeria monocytogenes

Pragvene ble overfart til sterile stomacherposer med filter og fortynnet 10x i peptonvann og homogenisert
i en Smasher (AES Laboratorie, BioMerieux Industry). Passende fortynninger av homogenatet ble sadd
ut pa Brilliance Listeria agarplater (Oxoid) som ble inkubert 48 timer ved 37 °C. Kolonier av Listeria ble
telt og konsentrasjonen uttrykt som log cfu/g.

pH
pH ble malt ved bruk av pH-meter (Mettler Toledo FiveEasy Plus) tilkoblet en LE438 elektrode (Mettler
Toledo, Norge) for homogenat og InLab® Surface elektrode for filet.

Statistikk

Minitab v19 (MiniTab Inc., USA) ble brukt for & analysere variasjon mellom uttaksdato, behandling, og
responsvariabler med general linear model (GLM). Signifikans for forskjell mellom gjennomsnitt ble
analysert med Student’s T-test i MicroSoft Excel. Signifikansnivaet ble satt til p < 0,05 i alle analyser.
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3 Resultater og Diskusjon

3.1 Skansom reduksjon av Listeria pa hel, slgyd fisk

3.1.1  Forsgk nr. 1; effekt av fritt klor, pH-justert vann, nisin og PAW

HOG-grret ble benyttet for disse forsgkene. Figur 1 oppsummerer vekst av Listeria for alle
behandlingene samt kontroller samlet. Videre er det i Figur 2 til 6 vist log-reduksjon av de ulike
behandlingstypene (klor, pH-justert vann, Nisaplin og PAW) relativt til respektive kontroller, og
resultatene forklares og diskuteres mer detaljert i det fglgende.
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Figur 1 Vekst av Listeria i buk og gjeller pA HOG-grret etter ulike behandlinger. Klorbehandlingen ble utfart i bade
ferskvann (FW) og sjgvann (SW). Hver prgve har sin egen kontroll. Tallene foran behandlingene referer til
behandling som beskrevet i Tab. 2.

Sammenlignet med de respektive kontrollprgvene, var det ikke signifikant effekt pa Listeria som felge
av behandlinger med klor, uavhengig av konsentrasjon (Figur 2). Det er tidligere vist at Listeria kan
vokse i opp mot 40 ppm fritt klor uten & hemmes (Brackett, 1987), noe som ogsa ble indikert i
screeningsforsgket (Figur 3). Lasninger med 50 ppm fritt klor og pH-justert til pH 6,5 med enten
sitronsyre eller natriumsyresulfat gav signifikant reduksjon av Listeria pa spinatblader ved dypping i 60
og 90 sekunder (Stopforth, Mai, Kottapalli, & Samadpour, 2007), men sa hgye klorkonsentrasjoner har
uheldige sensoriske effekter pa fisk, som vi vil komme tilbake til i en egen rapport fra Arbeidspakke 3.
Fritt klor ble derfor forkastet i videre forsgk.
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Figur 2 Log-reduksjon av Listeria som effekt av fritt klor i ferskvann (FW) og sjgvann (SW) i buk og gjeller paA HOG-
grret relativt til kontrollbehandling (FW uten fritt klor)
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Figur 3 Vekst av Listeria (12mob099Im) malt som AODsoonm etter 24 timer inkubering ved 20 °C med ulike
konsentrasjoner av fritt klor

Skylling av slgyd grret med pH-justert vann gav en log-reduksjon av Listeria pa 0,9 cfu/g i buk. Dette
gav en effekt som var statistisk signifikant (p = 0,04) forskjellig fra kontrollen, som var skylt i vanlig
springvann. Analyser av gjellene viste ingen signifikant effekt (Figur 4).
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Figur 4 Log-reduksjon av Listeria som effekt av pH-justering til pH 2,6 med eddiksyre pa buk og gjeller pd HOG-
grret relativt til kontrollbehandling (destillert vann med ngytral pH).

Nisaplin (250 mg/L) hadde bedre effekt enn pH-justert vann med en log-reduksjon pé 1,5 cfu/g (Figur 5),
og dette var ogsa statistisk signifikant sammenlignet med kontrollen (p = 0,003). Det var en tilsvarende
reduksjon pa gjeller, men i dette tilfellet er datagrunnlaget for lite til & avgjare om det er statistisk
signifikant. Den hemmende effekten av nisin pa Listeria er demonstrert flere ganger (Lebow et al., 2017,
Mota-Meira et al., 2000; Nilsson et al., 1997). Danisco anbefaler en dosering pa 25-500 mg per kg eller
liter produkt. Siden det her var snakk om dypping ble det valgt & gjennomfgre forsgkene ved & dyppe i
konsentrasjoner med 250 og 500 mg/L. Pa grunn av lav ravaretilgang ble behandling med 500 mg/L
utsatt til Forsgk 2 der det ble oppnadd en log-reduksjon pa 1,8 cfu/g.

7-Nisaplin

H Buk

H Gjeller

Log reduksjon (cfu/g)
_

Figur 5 Log-reduksjon av Listeria som effekt av Nisaplin (250 mg/L) pa buk og gjeller p4 HOG-grret relativt til
kontrollbehandling (destillert vann uten Nisaplin). Merk at pa grunn av lav ravaretilgang ble det kun analysert pa 3

praver fra buk, fra samme fisk, og begge gjellene.

Det var ingen statistisk signifikant effekt av PAW pa buk, mens pa gjeller ble det registrert en reduksjon
pa log 0,8 cfu/g, men som nevnt kan det ikke utledes hvorvidt dette er signifikant (Figur 6).

10
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Figur 6 Log-reduksjon av Listeria som effekt av PAW pa buk og gjeller pd HOG-grret relativt til kontrollbehandling
(destillert vann pH-justert til pH 2,92 med HCI). Merk at p& grunn av problemer med révaretilgangen ble det kun
analysert pa 2 prever fra buk, fra samme fisk, og 1 gjelle.

3.1.2  Forsgk nr. 2; effekt av eddiksyre, Verdad, nisin og kitosan

De mest lovende behandlingene fra Forsagk 1 pa hel slayd fisk ble gjentatt, og i tillegg ble det testet
Verdad og kitosan, og nisin kombinert med kitosan. Behandlingstiden ble gkt fra 2 til 4 minutter, basert
pa tidligere resultater. | tillegg ble det gjort lagringsforsgk opp til 19 dager ved 4 °C. Alle behandlingene
gir en @nsket log-reduksjon - mellom 0,5 og 2 cfu/g (Figur 7). Effekten av Verdad pa Listeria i raykt laks
har tidligere blitt evaluert av Heir, Liland, Carleh6g, and Holck (2019) som konkluderte med at 2 %
Verdad ga signifikant reduksjon av Listeria, mens hgyere konsentrasjoner ga ugnskede sensoriske
effekter. Behandling med Nisaplin (500 mg/L) gir som i Forsgk 1 den beste effekten umiddelbart etter
behandling (-log 1,9 cfu/g), men kombinasjonen med Nisaplin og kitosan ser ut til & ivareta effekten
bedre utover lagringsperioden p& 19 dager (Figur 7). Tosun, Mol, Alakavuk, Ulusoy, and Dogruyol
(2022) rapporterte at kitosan kombinert med nisin effektivt hemmet bakterievekst i laks under lagring,
0g gav bedre sensorisk score. Guohua, Wei, Hailin, Jian, and Yuanyuan (2016) rapporterte at nisin
kombinert med kitosan hemmer bakterievekst pa stor gul trommefisk (big yellow croaker), i tillegg til &
gi lavere vanntap og bedre farge og lukt, men utover dette er det gjort sveert lite forskning pa denne
kombinasjonsteknologien.

11
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Figur 7 Log-reduksjon av Listeria pad HOG-grret som effekt av ulike behandlinger relativt til ubehandlet kontroll
etter lagring ved 4 °C i 0, 5, 12, og 19 dager. Tallene foran behandlingene referer til behandling som beskrevet i
Tab. 3

3.1.3 pH

pH i muskel/overflate malt i muskel/overflate er svaert relevant, bade for initiell pH-reduksjon, og for
vekstvilkar under lagring. Ettersom pH ogsa kan forventes a ha effekt pa kvalitetsparametere som farge
og tekstur, ble disse analysene gjennomfart som en del av AP3, og de vil ogsa bli rapportert senere - i
en kvalitetskontekst.

Figurene 8 og 9, viser pH-verdiene som ble malt i henholdsvis buk/muskel og pa skinnsiden.
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Figur 8 pH malt i buken pa behandlet HOG-grret. Malingene er utfgrt samme dag som behandlingen (0), og etter 2
uker (14).
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Trendene er sammenfallende mellom pH-malinger utfert i buken (Figur 9) og pa skinnsiden (Figur 10)
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Figur 9 pH malt pa skinnsiden av behandlet HOG-grret. Malingene er utfgrt samme dag som behandlingen (0), og
etter 2 uker (14).

Disse malingene viser signifikante forskjeller mellom flere av behandlingene. Spesielt pa dag 0 er dette
tydelig i de prgvene som inneholder eddiksyre. Men den initielle pH-reduksjonen varer lengst i
behandlingene med Kitosan og med Nisin + Kitosan. Med pH justert med HCI, kan Listeria vokse ned
til pH 4,3 (George, Lund, & Brocklehurst, 1988). Dersom pH justeres med organiske syrer, som i dette
tilfellet (eddiksyre) har ogsd mengden udissosiert syre effekt pa veksten av Listeria (Young & Foegeding,
1993).

Oppsummering

Med eddiksyre (1 %, pH 2,6—-2,9) og Nisaplin-behandlinger oppnas gnsket log-reduksjon, mellom 0,5 til
2 log. Det samme ble oppnadd ved behandling med 2 % Verdad, kitosan (10g /L) og kombinasjons-
behandling med Nisaplin og kitosan. PAW-behandling ble bare utfart en gang, og datagrunnlaget her er
for darlig til & konkludere sikkert, men resultatene sa langt tyder pa en viss effekt pa gjeller, men ikke
pa buk. Klor i konsentrasjoner som ikke gir ugnskede sensoriske effekter gav ingen effekt, og basert pa
vare resultater anbefales derfor ikke klor for dekontaminering av HOG-fisk. Det ma tas et forbehold om
manglende statistisk grunnlag for noen av resultatene som er presentert her. Dette gjelder spesielt for
data pa log-reduksjon i gjeller der manglede rastofftigang farte til at det ikke kunne analyseres
paralleller. Fra buk ble det tatt ut flere analytiske paralleller, men i de fleste tilfeller fra samme fisk. Det
er gnskelig & ogsa ha biologiske paralleller (dvs. fra ulike individer). Det statistiske grunnlaget vil bli
bedre nar alle resultatene fra forsgkene er ferdig analysert. Dette vil vi komme tilbake til i senere
rapporter og eventuelt i publikasjoner.

13



o/ Nofima

3.2 Skansom reduksjon av Listeria pa laksefilet

3.2.1 Forsgk nr. 1; Laksefilet, skinnside; Skylling med vann, pH-justert vann alene og
kombinert med UV

Skylling med vann i 2 eller 4 minutter hadde ingen eller liten effekt pa hverken Listeria (Figur 10) eller
totalt kimtall (Figur 12). Skylling med pH-justert vann ga statistisk signifikant log-reduksjon av Listeria
pa henholdsvis log 0,8 (p =0,018) og log 1,0 cfu/g (p = 0,0002), ved henholdsvis 2 og 4 minutter
dypping, og ogsa > 1 log-reduksjon av totalkim. UV-behandling alene har omtrent samme effekt som
pH-justert vann, og denne har bedre effekt pa reduksjon av Listeria (Figur 10) enn pa den totale
bakteriefloraen (Figur 11). Grunnen til dette er sannsynligvis at UV-behandling bare er effektiv pa
bakterier pa overflaten. Kombinasjon av pH-justert vann og UV gir en marginal tilleggseffekt pa Listeria
(p = 0,051), men ikke pa totalt kimtall. Miks-Krajnik, Feng, Bang, and Yuk (2017) oppnadde ikke
signifikant effekt av skylling med vann eller pH-justert elektrolysert vann (pH 2,6) pa laksefilet med
behandlingstider pa 1, 5 og 10 minutter, mens kombinasjoner med UV hadde god effekt. Imidlertid ble
det observert uheldige sensoriske effekter ved behandlingstider (i lav pH) pa mer enn 5 minutter (Miks-
Krajnik et al., 2017). Det ble derfor valgt maksimum 4 minutter i disse forsgkene. Ozer and Demirci
(2006) rapporterte at pulserende UV-lys (5,6 J/cm?2) inaktiverte cirka 1 log Listeria pa ra laks, som er
sammenlignbart med var studie, Miks-Krajnik et al. (2017) og Holck, Liland, Carlehdg, and Heir (2018).
UV-kabinettet som ble brukt i vare forsgk gir en relativt lav bestraling pa cirka 2600 uW/cm2. Dette betyr
at pravene ma oppbevares i 1 time i UV-kammeret for & oppna en dose pa 9,3 J/cm?, og temperaturen
i kammeret gkte i lgpet av behandlingen til 33,5 °C. Denne temperaturgkningen har ikke effekt pa
Listeria, og liten eller ingen effekt p& mikrofloraen generelt. Den lange behandlingstiden anses ikke &
veere relevant i en industriell setting. Siden UV-behandling likevel virker lovende, spesielt kombinert
med andre metoder, anbefales det derfor a teste ut kraftigere UV-utstyr dersom man gnsker & studere
denne typen behandling. En begrensing med UV-behandling er at bestralingen ikke treffer i kriker og
kroker, som for eksempel inne i buken pd HOG-fisk, og at den ikke penetrerer inn i produktet. Det betyr
at den kun egner seg som overflatebehandling pa jevne overflater.
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Figur 10 Log-reduksjon av Listeria pa& skinnsiden av laksefilet som effekt av ulike behandlinger relativt til ubehandlet
kontroll. Tallene foran behandlingene referer til behandling som beskrevet i Tabell 4.
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Figur 11 Log-reduksjon av totalt aerobt kimtall p& skinnsiden av laksefilet som effekt av ulike behandlinger relativt
til ubehandlet kontroll. Tallene foran behandlingene referer til behandling som beskrevet i Tabell 4.

3.2.2  Forsgk nr. 2; Laksefilet, kjattside; Skylling med vann, pH-justert vann, og dypping i
kitosan alene og kombinert med UV

Forsak pa kjgttsiden av fileter viste i stor grad samme trend som pa skinnsiden (Figur 12). Det ble ikke
observert effekt av skylling med vann, mens skylling med pH-justert vann alene eller kombinert med UV
ga log-reduksjon pa henholdsvis 2,7 og 3,5 cfu/g. Skylling i vann kombinert med UV ga signifikant effekt
(p = 0,0002) med 1,1 log-reduksjon, omtrent som pa skinnsiden. Behandling med kitosan alene ga ikke
signifikant effekt (p = 0,14), men kombinert med UV ga det log-reduksjon pa 0,8 cfu/g (p = 0,008).
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Figur 12 Log-reduksjon av Listeria pa kjattsiden av laksefilet som effekt av ulike behandlinger relativt til ubehandlet
kontroll. Tallene foran behandlingene referer til behandling som beskrevet i Tabell 5.
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Oppsummering:

Skylling med pH-justert vann (eddiksyre; pH 2,6), ga gnsket effekt bade pa skinn og kjgttside, og denne
gkes nar det kombineres med UV. Skylling i vann opp til 4 minutter og kitosan alene ga ikke gnsket
effekt.

3.3 Behandling for a hemme vekst i vakuumpakket rgykelaks

Mens metoder som involverer skylling med eksempelvis vann eller syrer, samt UV-bestraling farer til
umiddelbar fjerning eller avdreping av deler av Listeria-populasjonen, anser vi behandling med nisin og
kitosan som veksthemmende behandling. For & undersgke den hemmede effekten ble det derfor utfert
kontrollerte lagringsforsgk pa reykelaks inokulert med Listeria med kjent konsentrasjon nisin A og
kitosan pa produktet. Etter behandling ble rgykelaksen vakuumpakket, og lagret ved 4 °C. Som det
kommer frem av Figur 13 har alle behandlingene Listeria-hemmende effekt sammenlignet med
kontrollen. Etter 6 ukers lagring er Listeria-konsentrasjonen log 1 til log 2 cfu/g lavere i behandlede
praver.
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Figur 13 Effekt av behandling pa vekst av Listeria i vakuumpakket raykelaks lagret ved 4 °C

Nisin A er per i dag ikke lovlig & bruke pa fisk i EU, mens Health Canada (2017) foreslar en grense pa
25 mg/kg nisin pa en rekke RTE-produkter inkludert rgykt fisk. Nisin er imidlertid lovlig i en rekke andre
produkter, og ifglge Annex Il i EC Regulering Nr. 1333/2008 er maksimum lovlig niva av nisin A (E 234)
som falger; 10 mg/kg i krem og umodnet ost, 12,5 mg/kg i modnet ost, prosessert ost og andre
osteprodukter, 6,25 mg/kg i prosesserte egg og eggprodukter, og 3 mg/kg i desserter, ekskludert
produkter dekket i andre kategorier (EC, 2008). | 2017 foreslo EFSA a gke grensene for umodnet ost til
12 mg/kg, og innfgre en grense for varmebehandlede kjattprodukter pa 25 mg/kg (Younes et al., 2017).
I lys av nye toksikologiske data (jf. Younes et al., 2017), utredes stadig bruken av nisin slik at det ikke
er usannsynlig at det i fremtiden vil bli lovlig & bruke ogsa pa fiskeprodukter, men med begrensninger
pa konsentrasjon. | forsgket beskrevet her ble det brukt 8 mg nisin A per kg rgykt laks. Sammenlignet
med grenseverdiene for andre produkter, og foreslatt grenseverdi fra Health Canada, kan dette anses
som en relevant eller lav konsentrasjon.

The US Food and Drug Adminsitration (FDA) og blant annet Japan har godkjent kitosan som
konserveringsmiddel i kontakt med mat, men ikke EFSA (Restuccia et al., 2010). Kitosan lgses vanligvis
i eddiksyre som i seg selv har en antbakteriell effekt, men kitosan forbedrer denne effekten og muliggjer
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hemming av bakterier ved en hgyere pH sammenlignet med eddiksyre (Agullo, Rodriguez, Ramos, &
Albertengo, 2003). Dette er en fordel siden lav pH ofte gir en astringent smak (Agullo et al., 2003). |
pelser har kitosan i konsentrasjoner pa 2,5 og 5,0 mg/kg god effekt p& hemming av mikrofloraen, og
pavirker ikke smaken (Ozaki et al., 2020). | forsgket presentert her ble det brukt 2,0 mg/kg, som viste
seg a effektivt hemme veksten av Listeria (Figur 13).

Som nevnt er det publisert lite forskning pa kombinasjonen mellom nisin og kitosan utover Guohua et
al. (2016) og Tosun et al. (2022). | likhet med disse observerte vi ikke negative effekter av nisin og
kitosan pa sensoriske egenskaper tekstur og farge, dette rapporteres senere. Nar det gjelder pH, hadde
de nisin-behandlede prgvene statistisk lavere pH (p = 0,002), men forskjellen er marginal (Figur 14).
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Figur 14 pH pa overflaten av raykt laks som effekt av behandling

3.4 Nisin og kitosan kombinert med Modifisert Atmosfaere Pakking (MAP) av
raykt laks

Effekten av nisin og kitosan var ogsa til stede ved pakking i luft (Figur 15a), mens det ikke var noen
effekt ved pakking i 100 % N2 (Fig. 15b). Ved pakking i 33 %—-100 % CO: (Figur 15c-€) ble det observert
sveert lite vekst, ogsa i kontrollprgvene, noe som demonstrerer CO2’'s hemmende effekt. Andre forsgk
utfgrt i vart laboratorium viser imidlertid statistisk signifikante synergieffekter mellom MAP og
kitosan/nisin nar det gjelder vekst av Listeria i TSBYE (Avrif, In prep.). Spraying med kitosan-lgsning (10
g/L) kombinert med MAP (40 % COz) hemmer mikrobiell vekst og preserverer farge pa maki sushi lagret
ved 8 °C (Sgrbg & Lerfall, 2022). Kombinasjonsteknologier med MAP og nisin/kitosan kan derfor veere
et sikkerhetstiltak mot temperaturmisbruk i kjglekjeden.

17



J’Nofima

8,0 A
7,0
Nisi
E;Efﬂ il [ 510
T 5,0 =8 Kitozan
g
= 4,0 e i sin+ kito 52N
3,0 b K Ot 0l L
2,0
2 7 14 21 28 35 42
Dag |
8,0 B 8,0 D
7.0 7,0
6,0 g 6,0
» E
= 5,0 o 5,0
C &
Q04,0 — 40
=
3,0 3,0
2,0 2,0
3 7 14 21 28 35 42 3 7 14 21 28 35 42
Dag Dag
8,0 c 8,0 E
7.0 7.0
E;Eh,t} o 6,0
= 3
0 5,0 O 5,0
20 oo
4,0 S a0

o

=]
L2
=]

a
=]

(=]

=]

3 7 14 21 28 35 42 4 7 14 21 28 35 a2
Dag Dag

Figur 15 Vekst av Listeria i raykelaks pakket i A) luft, B) 100 % N2, C) 33 % CO2, D) 67 % CO2, og E) 100 % CO2
ved 4 °C

Oppsummering

Behandling med nisin og kitosan, bade alene og i kombinasjon, har en hemmende effekt pa vekst av
Listeria i vakuumpakket og luftpakket raykelaks ved lagring pa 4 °C. Pakking i CO2 fra 33—-100% hemmer
veksten effektivt. Flere studier er ngdvendig for & avdekke synergieffekter mellom MAP og nisin/kitosan.
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4 Konklusjon

Resultatene viste at nisin og organiske syrer (Verdad) ga mellom 0,5 til 2 log-reduksjon av Listeria, og
denne effekten kunne gkes med kombinasjon av UV. Dette stemmer godt overens med resultatene fra
FHF-prosjekt 901166. | tillegg ser vi at skylling i pH-justert vann (justert med eddiksyre til pH 2,6-2,9)
farer til log-reduksjon i samme starrelsesorden pa HOG-grret og skinnsiden av laks, men er mer effektivt
pa kjgttsiden av laksefilet (- log 2,7). Koating med 1 % kitosan oppnér ogsa gnsket effekt pd HOG-grret,
og kan gi en tilleggseffekt ved kombinasjon med nisin. Nisin og kitosan har ogsa en veksthemmende
effekt pa Listeria i raykt laks ved lagring pa 4 °C, bade i luft og vakuum. Pakking i modifisert atmosfeere
med CO:2 konsentrasjoner fra 33 % og oppover har ogsa en sveert god hemmende effekt. Metodene
som er beskrevet i denne rapporten er & anse som metoder for & redusere det generelle smittetrykket i
slakterier, prosesseringsanlegg og brgnnbater, og ikke som metoder for & dekontaminere laks som har
fatt pavist Listeria-smitte. Enkelte av metodene (eks. nisin og kitosan) er ikke lovlige a bruke i EU pa
naveerende tidspunkt. Det er derfor behov for & utrede disse naermere i forhold til ‘novel foods’-direktivet
og sgke om godkjenning far det tas i bruk. Det kan ogsa stilles spgrsmal omkring negative effekter i
forhold til farge, tekstur og smak. Dette vil beskrives i senere rapporter.

| dagens regelverk, i EU og en rekke andre land, gjelder ‘Listeria100’-regelen, det vil si at det ma veere
feerre enn 100 cfu Listeria per gram ved holdbarhetstidens utlap, eller ikke pavist mens produktet fortsatt
er under kontroll hos den driftsansvarlige (for spiseklare produkter der Listeria kan vokse). Dette er
basert pa risikoanalyse, og det anses som at risikoen for a fa listeriose er lav ved denne konsentrasjonen
dersom man konsumerer moderate eller ‘normale’ kvantum av infisert mat, ikke spiser produktet etter
siste holdbarhetsdato, og at produktet er lagret riktig. Denne lovgivingen er imidlertid vanskelig &
handheve. Delvis p& grunn av at bade ‘ikke pavist' og 100 cfu/g impliserer en lav deteksjonsgrense,
som kan vaere vanskelig a oppna eller bestemmes ngyaktig med tilgjengelige metoder. Far en eventuell
hurtigmetode for pavisning av Listeria er utviklet, og far vi vet mer om deteksjonsgrense og nayaktighet
for denne, er det derfor ikke mulig & anbefale noen av disse metodene til dekontaminering av laks med
pavist Listeria. Metodene som gir signifikant reduksjon, kan imidlertid anbefales som generelle tiltak for
a holde smittetrykket i produksjonslokaler nede. Andre lovmessige og etiske spgrsmal ved a
dekontaminere laks til humant konsum bgr diskuteres dersom dette blir aktuelt, og far eventuelle
hurtigmetoder kan tas i bruk.

I denne studien har vi forholdt oss til skdnsomme metoder for ikke & pavirke sensoriske egenskaper i
negativ grad siden produktene er ment til humant konsum. Alternativt kan laks som er kontaminert med
Listeria prosesseres hardere og ga til for eksempel dyrefor eller andre produkter. Problemstillinger
knyttet til dekontaminering av laks ved positive Listeria funn vil omtales i senere rapporter i prosjektet.
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