UiT

NORGES Norges fiskerihagskole — Fakultet for biovitenskap, fiskeri og gkonomi
ARKTISKE
UNIVERSITET
Maling av pH i pre-rigor fiskemuskel

- en analytisk utfordring

Vetle Skjold
Masteroppgave i Fiskeri- og havbruksvitenskap (60 stp)
November 2017

F0LLETEE 0L r il iiiiiiiiiiiiirest ENENENENRAVEVAVAYAVAVACAVANACACACACA A CA AN A A AN Y

NHLLLLLELr L iiiiiiniiiiinee /II//I///I///II//II//II//II///I///I///II/II////II/III//////I/
LILTLEEIEE T r i iiiiiiiiniiiitiitiiinitd REREEi i i i i iiiiieiiiir it i e e e gl
TLETTTLELE L r i r i it iiniininininiid 1rrrierrieieiiiiliriivinieiy / [A10TET0 Tttt it rinirere i
Il/I/l//Il//Il//I///I///////Il//I/C/I FLELELEL LD LA L 0T ieiireririririninininire I (1Nt

/ 111111 0Lnereereel 11111111117 / 1111 / I / / / / 1t
TILTILNEnneleliirielileilil FOLIBIEL IR L0 I ad i iiiaiiiiiereririreret IIIIIIII / /
/ THTETETENER LR LR 0 riiiniidnd FRLRTRLEIEI L i riniiininininininiriirirerirereririntntrtt il
HELreriennerinienielelieeiel / TRIELET R LD LR LL LI diirarenirorenininoninininenininrtl
/ 1111001 0rieneeriei JIIPITTETRTIEIET A eiereiiiriereiiitierieiieiirii 1
TEIETLLLLrenererereneiniliiiieid LIBIRIBI R LT LI EE LA i eieeirorcrircnireneninenineninininin

UTTETRET R TR EE T E i iaiiiiinidd Q0ERPRIRERPETET RN EI AT I aiiiieieiiitieriediereriniriririniii
HETrenierinnenierieneinenienieid IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TEETRRTET TR RR R Rriaiidiaddnd Q0000000000000 00000000000 00000000 0000000000 00tierenreinenininininie
TR RERTREETREQEdiaeiinaa i RO RIR 00 QTP RTRIRT AT irgiarrncrqaaronqnonnineneninenina
UETTEEETREEE TR EI i iaaiiiaaiidd F000 00000000000 0000 0000000000000 00 0000000 qicanrianrqerrrennrineiined
FETRPTERTRRERRREERRiaaiiadddd Q0000000000000 0000000000 0jieriarqiqarqienronenenenoneneneninon
’Ic!IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIC!IICI f/lllllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIﬂ!Cﬁﬁ!G&ﬁ!IIl

1117 / / 1117 11117
R Ny Ny Ry RNy Ryy) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
FRERRRQRRRRRE b ndd J20000000000000000000000000000 0000000000000 0000000 00rririeicnannanan
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII [
FERRRERRRERRRRRRRREbadidd Q2000000000000 0000000000000000000000000000000000000010000INLNNNUJINNE
IIIIIIIIIIIIIIIII JIdiaees prdidnaibininingg
qirirneiinarinnaiiiniiin

ot
~
=
~
~
~
el
~
o
o
el
~
~
~
~
~
~
~
-
bl
b
~
~
bl
Ly
=
~
-~
o
-~
-~
~
-~

JA00000000000000000000000000 0000000000 0000000000000l
AR NI

Qraaaaaaaiaiiiiiy MMM ’
LTI IR LI TR TR LTI LTI T TR T LTI TL TR TN TR Y LRI TN
vraaaaaiiiining lllllllli,llllllllll'lllllllllllllllllllllllllllllllllllllll'llllllll

AR0R00000000000000000000. QA000000
VARRRANY JOQ0000000000NORNANONANARINANANANARANANANANANANANARANANANNNARNANNANANANANNANNNNANANA NG
LT lll'lll"'l"'l"'l"'l"'l"'l"'l"'l'Ill"'l"'l'I'l'l'l'I'"l"l""""l"""""""l
YANNNNY JRRQNQNONQNGNONONNONANANONARINANARNANARANANARARNANARARNANANNRANAVNRIRNONANANONANANNANANONA NN
1aqqeas 200844 l"'l"'l"'l"""'l"'l"'l"'l"'l""""""""'l""""'I"""""'I'l"""ll
LI ""' Q0RO NONANONENANENGRONENANINENANENENARNENANANANIQIRANRRNQINNNAIARANANANNANANONRNANANN







Maling av pH i pre-rigor fiskemuskel

- en analytisk utfordring

Vetle Skjold

Masteroppgave i Fiskeri- og havbruksvitenskap (60 stp)

Norges fiskerihggskole
Fakultet for biovitenskap, fiskeri og gkonomi

Norges arktiske universitet

UiT

NORGES
ARKTISKE
UNIVERSITET

Tromsg, november 2017






Forord

Denne masteroppgaven ble utfgrt ved Norges fiskerihggskole (NFH). Fakultet for
biovitenskap, fiskeri og gkonomi (BFE) ved Universitetet i Tromsg (UiT). Den
markerer slutten av en spennende og utfordrende femarig utdanning i fiskeri- og

havbruksvitenskap.

Tusen takk til professor Ragnar L. Olsen for eksepsjonell veiledning, stgtte og
hjelp. Med sin enorme kunnskap, gode tadlmodighet og ikke minst sin evne til &

formidle fagstoff pa en forstdelig mate til en enkel bergenser.

[ tillegg vil jeg takke stipendiat Lars Dalheim for god hjelp til bade forsgkene pa
havbruksstasjonen og alle spgrsmalene pa lab. Og ikke minst kullet 2012 i
fiskeri- og havbruks vitenskap, for fem uforglemmelige ar med mye god
stemning, bade pa og utenfor universitetet. Takk til Trygve Johansen ved siden

av meg pa masterkontoret for jevnlige avbrytelser og makrell i tomat-lunsjer.
Jeg vil ogsa takke hunden min Stein, mine foreldre og sgsken for moralsk og
gkonomisk stgtte gjennom studietiden. Og ikke minst for d passe Stein mens jeg
satt og skrev iinnspurten.

Og sist, men ikke minst, vil jeg takke Gud for & ha gjort meg til en Ateist.

Tromsg, 15. November 2017

Vetle Skjold






Sammendrag

[ post mortem fiskemuskel kan maling av muskel-pH benyttes som en enkel
metode for d vurdere bade slakteprosedyre og kvaliteten pa muskelkjgttet. Dette
ettersom pH kan pavirke egenskaper som filetspalting, tekstur, fasthet, drypptap
og farge. I de fleste studier er muskel-pH enten bestemt ved a4 male direkte i
intakt muskel med stikkelektrode, alternativet er & homogenisere muskel i en
vannbasert vaeske fgr maling. Da sistnevnte metode ble utviklet var det vanlig a
tilsette natriumiodoacetat i lgsningen for a blokkere glykolysen. Det ble gjort
fordi hastigheten pa glykolysen akselererer kraftig nar muskelen males opp, som
igjen fgrer til reduksjon i pH. Tilsetningen av enzymhemmer er viktigst ved
undersgkelse av fiskemuskel pre-rigor ettersom det i post-rigor muskel er lite
eller ingen metabolsk aktivitet. I flere nyere publikasjoner hvor det har veert
undersgkt pH i pre-rigor fiskemuskel, har ikke denne enzymhemmeren veert
tilsatt. Dette har sannsynligvis fgrt til rapportering av for lave pH-verdier i
fiskemuskel i pre-rigor.

Mdlet med oppgaven var d& undersgke hvordan pH i post mortem
fiskemuskel i pre-rigor-fase utviklet seg ved homogenisering av muskel med og
uten tilsetning av enzymhemmer. Som kontroll ble muskel-pH malt med
stikkelektrode i muskelen.

Resultatene viser at ved tid 0 er pH allerede redusert fra 0,2-0,3 enheter i
homogenatene bade med og uten natriumiodoacetat. Dette indikerer at allerede i
oppmalingsgyeblikket, fgr enzymhemmeren har fatt virke, sd har pH-
reduksjonen startet. [ fiskemuskel oppmalt uten tilsatt enzymhemmer reduseres
pH raskt den fgrste timen etter homogenisering, deretter stabiliserer den seg. |
kontrast til pH i muskel homogenisert i tilstedevaerelse av natriumiodoacetat,
hvor pH holder seg stabil fra tid 0 og gjennom lagringsperioden pa 48 timer.
"Endelig” muskel-pH i homogenat tilsatt kun 0,15 M KCI er mye hgyere enn hva
man far ved a bruke stikkelektrode. Hovedkonklusjonen ble at homogenisering
av muskel er lite egnet for maling av pH i pre-rigor muskel. Bruk av

stikkelektrode som skader vevet minst mulig anbefales.






Summary

In post mortem fish muscle, measuring muscle pH can be used as a method for
assessing both the slaughter procedure and the quality of the fish meat. This is
because pH affects properties such as fillet gaping, texture, firmness, drip loss
and colour. In most publications the muscle pH has been measured either by
inserting an electrode directly into the muscle. Alternatively homogenizing the
muscle in water based liquid, before determining the pH in the suspension.
When the latter method was developed, sodium iodoacetate was added to the
solution to inhibit glycolysis. Since the rate of glycolysis accelerates when the
muscle is minced, there is a rapid decrease of pH. The addition of this enzyme
inhibitor is crucial in the study of pre-rigor fish muscle. This is not necessary in
the post-rigor phase since there is no metabolic activity. In recent studies of pH
in pre-rigor fish muscle using this method, enzyme inhibitor has not been added.
This has probably led to reporting too low pH values in the pre-rigor phase.

The main objective of this thesis was to investigate the development of pH
in the pre-rigor phase of post mortem fish muscle with and without the addition
of enzyme inhibitors. As a control, the muscle pH was measured in the intact
muscle by using electrode.

The results show that at time 0 the pH has already reduced with 0.2-0.3
pH-units in the homogenates both with and without sodium iodoacetate. This
indicates that at the time of mincing, before the enzyme inhibitor has affected the
enzymes, the pH reduction has started. In fish muscle minced without added
enzyme inhibitor, the pH is rapidly reduced during the first hour after
homogenization, and then stabilizes. In contrast to the pH of the muscle
homogenized in the presence of sodium iodoacetate, where the pH remains
stable from time 0 and throughout the 48-hour storage period. "Ultimate” muscle
pH in homogenate only added 0.15 M KCl is much higher than using the
electrode directly in intact muscle. The main conclusion was that
homogenization of the muscle is an unsuitable method for measuring the pH in
pre-rigor muscle. Use of stick electrode directly in the muscle is recommended as

is does not compromise the tissue in the same way.



Forkortelser

AA - Aminosyre

Acetyl CoA - Acetyl coenzym A

ADP - Adenosin difosfat

ATP - Adenosin trifosfat

ECM - Extracelluleer matrix

FADH - Flavin adenin dinuckleotid

GDP - Guanosin difosfat

GTP - Guanosin trifosfat

KCl - Kaliumklorid

MMP - Matrix metalloproteinase

NADH - Nikotinamid adenin dinukleotid
NazEDTA - Ethylenediaminetetra-acetic acid disodium salt
PM - Post mortem

P; — inorganisk fosfat

TMA - Trimetylamin

TMAO - Trimetylaminoksid
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1 Introduksjon

Glukose dannes fra glykogen i vev, for eksempel muskel, deretter brytes det ned

anaerobt i glykolysen til pyruvat (Lign 1).
Lign 1: Glukose + 2 P; + 2 ADP > 2 pyruvat + 2 ATP + 2 H* + 2 H,0

Omdannelsen av pyruvat til acetyl-CoA (lign 2) er et bindeledd mellom
glykolysen og sitronsyresyklusen. Acetyl-CoA gar inn i sitronsyresyklusen og her

dannes det reduserte kofaktorer; NADH + FADH: (lign 3).

Lign 2: Pyruvat + CoA + NAD* > acetyl-CoA + CO, + NADH
Lign 3: Acetyl-CoA + 3 NAD* + FAD + GDP + P; + 2 H,0 - 2 CO, + 3 NADH
+ FADH; + GTP + 2 H* + CoA

Kofaktorene oksideres igjen ved at oksygen tar opp elektronene i
elektrontransportkjeden. Samtidig skjer det en oksidativ fosforylering ved at
ATP dannes fra ADP og uorganisk fosfat. [ en muskel etter dgd (post mortem) vil
det ikke veere tilgjengelig oksygen og pyruvat vil omdannes til melkesyre (Lign 4

og 5). Se ogsa figur 1 som oppsummerer prosessen.

Lign 4: Pyruvate < - laktat (laktat dehydrogenase)
Lign 5: Glukose + 2 P; + 2 ADP > 2 laktat + 2 ATP + 2 H;0

;

ET
GOR DAYS AT OC

Figur 1. Post mortale endringer i pH, glykogennedbryting og laktatakkumulering
i fiskemuskel (Hentet fra Huss 1983, etter Fraser et al. 1967).
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Mekanismene bak pH-reduksjonen i post mortem muskel har veert
omdiskutert. Tidligere har det veert antatt at det skyldes “lactic acidosis™ -
produksjonen av melkesyre som igjen fgrer til reduksjon i pH. Men Foegeding et
al. (1996) og Robergs et al. (2004) mener det ikke er grunnlag for a pasta at
melkesyre bidrar i serlig grad til pH-fall, selv. om pH-fall og produksjon av
melkesyre korrelerer. Det er i dag bred enighet om at pH-fallet skyldes
dannelsen av ett H*-ion for hvert ATP som hydrolyseres. Det vil si at hastigheten
pa pH-fallet reguleres av ATPase-aktiviteten (lign 6) (Newbold & Scopes 1971;
Scopes 1974a, 1974b; Hamm 1977; Bowker et al. 20044, 2004b).

Lign 6: ATP + H,0 > ADP + P; + H*

Det har ogsa blitt foreslatt at nar elektrontransporten og oksidativ fosforylering
stopper opp (hindres) pa grunn av oksygenmangel, sd vil ATP-syntetasen i
mitokondriene kunne katalysere motsatt reaksjon (lign 6) (St-Pierre et al. 2000).
Dette fgrer antakelig til gkt produksjon av H* og raskere pH-fall.

Surhetsgraden (pH) i post mortem muskel er en viktig kvalitetsindikator
som relativt enkelt kan brukes til & vurdere kvaliteten pa muskelkjgttet og
slakteprosedyren. Her er pH rett etter slakt, det pafglgende fallet og ultimate pH
viktige parametere. Egenskaper i kjgttet som pavirkes av pH inkluderer farge,
drypptap, filetspalting, tekstur, fasthet (Offer & Knight 1988; Sigholt et al. 1997;
Robb et al. 2000; Huff-Lonergan & Lonergan 2005; Lawrie & Ledward 2006;
Mgrkgre et al. 2008; Wilkinson et al. 2008). Selv om pH-utviklingen i mange
tilfeller korrelerer med de nevnte post mortale endringene er det utfordrende a
peke ut en spesifikk faktors pavirkning alene. Derfor er det, i en stor del av den
ovennevnte litteraturen, konkludert med at pH-fallet og pH-utviklingen mest
sannsynlig bare er en av flere ulike faktorer som virker inn. Muskel-pH ved
slaktetidspunktet og det pafglgende fallet i pH er avhengig av art,
omgivelsestemperatur og ante mortem stress og aktivitet.

For & male pH i post mortem muskel kan en anvende flere ulike metoder.
Det kan enten utfgres ved a fgre en stikkelektrode inn i et intakt stykke muskel
(Jerrett & Holland 1998; Robb et al. 2000; Morzel et al. 2003; Kristoffersen et al.
20064a; Bagni et al. 2007; Erikson & Misimi 2008; Mgrkgre et al. 2008; Roth et al.

2012). Eventuelt kan muskelen homogeniseres i, eller allerede homogenisert

14



muskel blandes ut i en vannbasert vaske for sa & male pH med et ordineert pH-
meter i suspensjonen (Bate-Smith & Bendall 1947; Boyd et al. 1984; Andersen et
al. 1997; Sigholt et al. 1997; Einen & Thomassen 1998; Bugeon et al. 2003; Fan et
al. 2008; Matos et al. 2010; Bensid et al. 2014; Cai et al. 2014; Li et al. 2015). Da
den sistnevnte metode ble utviklet for mer enn 60 ar siden, ble enzymhemmeren
natriumiodoacetat tilsatt fgr oppmalingen/homogeniseringen startet. Dette ble
gjort for 4 stoppe glykolysen ved fullstendig a inaktivere glykolysenzymet
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenase. Dette ble gjennomfgrt i de tidlige
publiserte arbeidene om pH-utvikling i pre-rigor kjgttprodukter (Bate-Smith &
Bendall 1947; Lawrie 1953; Bendall 1973; Padieu & Mommaerts 1960).

Det er vel kjent fra studier pa kjgtt at pre-rigor muskel er sardeles
sensitiv for fysiske skader slik som kverning eller homogenisering. Slik
behandling fgrer til kraftig akselerert hastighet pa glykolysen. Ogsa ikke-optimal
frysing pre-rigor, og deretter opptining fgrer til skader pa cellemembranene med
tilsvarende sterk gkning av glykolysehastigheten (Dutson 1983). I et innledende
forsgk nylig med 1 fisk ble det vist at glykolysehastigheten i pre-rigor
laksemuskel, malt som reduksjon i pH, gkte sterkt som fglge av oppmaling
(Joensen 2014).

I nyere undersgkelser av pre-rigor muskel-pH hvor muskelen har blitt
malt opp har det i mange tilfeller kun blitt brukt en del muskel og ulike mengder
destillert vann eller destillert vann med 0,15 M KCl (Rustad 1992; Sigholt et al.
1997; Lauritzsen et al. 2004; Manju et al. 2007; Esaiassen et al. 2008; Fan et al.
2008; Matos et al. 2010; Li et al. 2013; Bensid et al. 2014; Cai et al. 2014; Li et al.
2015; Li et al. 2016; Mendes et al. 2017). Bruk av natriumiodoacetat for a stoppe
glykolysen nar pre-rigor fiskemuskel har blitt oppmalt fgr maling av pH, har i
disse tilfellene blitt glemt eller neglisjert. Det a ikke tilsette natriumiodoacetat
for oppmaling har ganske sikkert fgrt til for lave pH-verdier i muskelen i disse
publikasjonene.

Maling av pH i post-rigor muskel ser ikke ut til & bli pavirket av metoden
for maling. Her er det ikke funnet forskjell mellom maling med elektrode i intakt
muskel, homogenisert muskel i destillert vann, eller homogenisert muskel ved
tilsetning av natriumiodoacetat. Det skyldes at all metabolsk aktivitet pa dette

tidspunktet er avsluttet (Dutson 1983).
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Hovedmalet med masteroppgaven var a undersgke hvordan pH i oppmalt
muskel med og uten tilsatt natriumiodoacetat pavirket pH-utvikling post mortem.
Stgrst vekt ble lagt pa pre-rigor-fasen og bade laks og torsk ble studert. Som

kontroll ble pH malt ved & benytte stikkelektrode direkte i intakt muskel.
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2 Bakgrunn

2.1 Muskelkontraksjon og dgdsstivhet

En muskelfiber (celle) bestar av mange parallelle myofibriller. Disse
myofibrillene inneholder kontraktile enheter i et langsgdende repeterende
mgnster. En enhet av dette repeterende mgnsteret kalles sarkomer. Sarkomeren
strekker seg fra Z-linje til Z-linje og er bygd opp av to typer kontraktile protein,
myosin og aktin. Nar muskelen kontraherer fester myosinhodene til
aktinmolekylene, I-bandet forkortes og det skapes et aktomyosin-kompleks

(figur 2).

Myofibril in contracted state

R — e T — .
—— -
G E— )~ j.n( — )¢ -
> ;—\f Om— }*
e ————————y’ { - )7
*(*) - { S m—

Figur 2. [llustrasjon av sarkomere (Burkitt et al. 1993).

Muskelkontraksjonen starter ved at nerveimpulser til muskelceller fgrer til
transport av kalsiumioner (Ca?*) fra sarkoplasmatisk retikulum til myofibrillene.
Her binder kalsiumionene seg til troponinkomplekset pa aktin-filamentene. Det
farer til en strukturell endring i komplekset, hvor tropomyosin forflytter seg slik

at aktinets bindingssete blir frigjort, og myosinhodet kan feste seg (figur 3 og 4).
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Figur 3. Regulering av kontraksjon og frigjgring av tropomyosin-troponin-
komplekset (Chiang et al. 2007).

Aktomyosin-komplekset er avhengig av ATP for a lgses opp, ved at kalsium
aktivt blir pumpet tilbake inn i sarkoplasmatisk retikulum. Om ATP-nivaet er for
lavt, ldses muskelen i aktomyosin-komplekset og muskelen gar inn i rigor mortis,
dgdsstivhet pa norsk (figur 4).

Under den anaerobe metabolismen i post mortem fiskemuskel vil ATP-
innholdet holdes relativt stabilt en gitt tid pa grunn av refosforylering med
utgangspunkt i kreatinfosfat, og anaerob nedbryting av glukose. Rigor mortis
inntreffer nar det intracellulezere ATP-nivaet er blitt sd lavt som 1-2 mM/g i vevet
(Iwamoto et al. 1988). Pa hvilket tidspunkt ATP-nivaet er sd lavt at rigor
inntreffer hos fisk avhenger av den biologiske tilstanden, art, stress og aktivitet
ante mortem og lagringstemperatur (Love 1988; Haard 1992; Skjervold et al.
2001).

18
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Cross-bridge
binds to actin

Resting
muscle

Thick filament (myosin, M)
M line
Zline

[A+M-ADP-P] [A=M=ADP~Ey)

- (2]

- Cross-bridge
sfyg_rroFl’ysls ADP + P; moves
energizes
cross-bridge

[A+M-ATP]

Rigor mortis

S O no aTP
ATP binds to myosin, (after death)
causing cross-bridge

to detach

Figur 4. Interaksjonen mellom myosin og aktin ved kontraksjon av muskel. Og
inntredelse av rigor mortis (Widmaier et al. 2011).

2.2 Post mortem glykolyse og pH-utvikling

Stress og aktivitet hos fisk ante mortem er pavist & pavirke muskelen post
mortem bade biokjemisk og fysisk. Det kan gi bade hgyere grad av filetspalting
og mykere tekstur. (Sigholt et al. 1997; Robb et al. 2000; Kiessling et al. 2006;
Roth et al. 2006; Misimi et al. 2008). En ante mortem-stresset fisk vil gd mye

raskere inn i rigor mortis enn ustresset fisk (figur 5 og 6).

7,6 — —&— Anesthetized ]
7.4 - — e—- Exhausted —
7.2 - )
7.0 )

I Rigor onset
6.8 I /Rigor onset /
6,6

6.4 - \}’%""{—"I

6,2

White muscle pH

1 1 1 1 1 1

(1] 10 20 30 40 50 60
Time post mortem (h)

Figur 5. Muskel-pH hos oppdrettslaks post mortem bedgvet (A) eller utmattet
(®) fgr slakting (Erikson & Misimi 2008).
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6.4
6.2

0 5 10 15 20 25 30

Timer etter slakt -

Figur 6. Muskel-pH hos oppdrettstorsk post mortem stresset (®) eller ikke-
stresset (©) fgr slakt (Kristoffersen et al. 2006a)

Fisk som har vert stresset eller har hatt hgy aktivitet fgr slakting har en lav
muskel-pH ved tid 0. Arsaken er at mye av de energirike forbindelsene
(glykogen, glukose) er blitt anaerobt brukt opp under ante mortem stress og
aktivitet (Kristoffersen et al. 2006a; Erikson & Misimi 2008). I en levende fisk vil
muskel-pH normalisere seg etter en viss periode, rundt 12 timer hos Atlantisk
laks (Veiseth et al. 2006). Men post mortem vil ikke pH-en normalisere seg fordi
blodsirkulasjonen har stoppet. Den lave pH-verdien i muskelkjgttet vil vedvare

under lagring frem til bakterieantallet i produktet blir relativt hgyt (Figur 7).

Pre-rigor Rigor mortis Post-rigor
1 1
L] L]
Ca*
-+ Time
Fast muskel, lik levende Stiv muskel, ikke Mer mus.kel, degradering Meget myk
vev. Fersk smak og lukt passende .for av prot?mer, fettog muskel, sur lukt,
prosessering eller nukleotidsyrer bor ikke
konsum konsumeres

Figur 7. Endringer i fiskemuskel post mortem (nukleotidsyrer = nukleinsyrer)
(modifisert fra Martinez et al. 1997).
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Surhetsgraden i ferskt muskelkjgtt (filet) gker etter lagring i lang tid som
vist i figur 7. Arsaken er at bakteriene som vokser produserer basiske
avfallsprodukter; hovedsakelig ammoniakk, men ogsa trimetylamin (TMA) hos
noen fiskeslag. Mikroorganismer skiller ut proteolytiske enzymer og disse bryter
ned muskelproteinene til frie aminosyrer (AA). Mikroorganismene tar sa opp AA
og bruker dem i hovedsak til to ting - syntetisering av egne proteiner, eller som
energisubstrat. AA kan deamineres til o-ketosyrer, og disse kan inngd i
sitronsyresyklusen, hvor energi (ATP) dannes. Ammoniakk vil reagere med vann

og gi ammonium og hydroksidion (Lign 7).

Lign 7: NH3 + H,0 > NH4* + OH-
[ de fiskeartene som inneholder trimetylaminoksid (TMAO) vil mikroorganismer

kunne bruke oksygenet til respirasjon. TMA som dannes vil i kontakt med vann

danne OH- (Lign 8).

Lign 8: (CH3)sN + H,0 - (CH3)sNH* + OH-

@kningen i konsentrasjon av hydroksidion (OH-) gir gkt pH.

Som ogsd nevnt i introduksjonen kan pH-utvikling i muskel post-mortem
ha stor betydning for kvalitet. I mange forskningsarbeider har man derfor malt
pH i muskel hos bade landdyr og fisk. Forskning pa kvalitet av kjgtt fra dyr har
mye lengre tradisjon enn det d studere egenskaper til fiskekjgtt. I de fgrste arene
der man studerte egenskaper til dyrekjgtt for minst 60-70 ar siden, fant man ut
at i pre-rigor tilstand matte natriumiodoacetat tilsettes fgr oppmaling og maling
av pH. Ellers far man en feilaktig lav pH-verdi (Bate-Smith & Bendall 1947;
Bendall 1973; Dutson 1983). Natriumiodoacetat virker ved a inaktivere enzymet
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenase i glykolysen (Figur 8A). SH-gruppen til
aminosyren cystein lokalisert i det aktive setet hos glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenase binder seg til natriumiodoacetat, inaktiverer enzymet og
glykolysen hemmes (figur 8B) (Schmidt & Dringen 2009). I tillegg ble det tilsatt
KCl sammen med natriumiodoacetat i suspensjonen fgr oppmaling av muskel.
Det ble gjort fordi en av ulempene med a male opp muskel i natriumiodoacetat er
at pK i muskel-bufferne endres ved at den ioniske styrken senkes. Men tilsetting

av 0,15 M KCl vil eliminere det problemet (Bendall 1973).
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Figur 8. A) Oversikt over trinnene i glykolysen og anaerob nedbryting av
pyruvat til laktat (modifisert fra Stryer 1988). B) Hvordan natriumiodoacetat
inaktiverer glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenase (Nelson & Cox 2000).

En annen mulighet for & stoppe glykolysen er & bruke enzymehemmeren
NazEDTA. Na;EDTA hemmer enzymet 3-phosphoglycerate kinase. Dette enzymet
virker i leddet av glykolysen som bryter ned 1,2-biphosphoglycerate til 3-
phosphoglycerate (figur 8A). Enzymet er avhengig av magnesium for aktivitet, og
teorien er at Na2EDTA binder metallet og dermed reduserer aktiviteten (Varga et

al. 2012).
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2.3 Enzymatisk nedbryting

Som det fremgar av figur 7 begynner det en enzymatisk nedbryting av
muskelproteiner pad slutten av rigor mortis. Proteolytiske enzymer spiller en
viktig rolle og det fgrste synlige tegn pa slik aktivitet er opplgsning av
dgdsstivheten. Dette skjer ved at proteolytiske enzymer spalter peptidbindinger
i proteiner som forankrer aktomyosin-komplekset til z-linjene (Foegeding et al.
1996). I den fgrste post-rigor-fasen er det endogene enzymer som bryter ned
muskelvev, mens eksogene enzymer fra bakterier dominerer i slutten av
holdbarhetstiden (figur 7). Sannsynligvis er det to hovedtyper proteolytiske
enzymer som hydrolyserer myofibrillproteiner i tidlig post-rigor-fase. Calpainer
som er sarkopasmatiske enzymer og lysosomale katepsiner (Ouali 1992;
Delbarre-Ladrat et al. 2004a; Delbarre-Ladrat et al. 2004b). Andre proteinaser
som for eksempel matrix metallproteinaser star hgyst sannsynlig ogsa for

nedbryting av bindevevskomponenter, blant annet kollagen (Kubota et al. 2001).

Katepsiner

Katepsiner er med noen unntak lysosomale proteaser med et surt pH-optimum. I
en levende organisme bryter de ned skadede proteiner og proteiner som skal
omsettes, i lysosomene. 1 post mortem fiskemuskel er det sannsynlig at
lysosomale katepsiner bade bryter ned myofibriller (Yamashita & Konagaya
1990; Ladrat et al. 2003) og bindevev (Sato et al. 1997). Lysosomene inneholder
minst 13 typer Kkatepsiner, inndelt i gruppene cysteine-, serine- og
asparaginsyre-proteinaser, etter de ulike mekanismene i det aktive setet. Det
antas a vere katepsinene B, L, H og D som bidrar i nedbryting av muskelen (Aoki
et al. 2000; Chéret et al. 2007). Chéret et al. (2007) konkluderte med at katepsin
H-proteolyse i post mortem fiskemuskel er av liten betydelighet. I hovedsak er
det katepsinene B, D og L som star for nedbrytingen av den myofibrilleere
strukturen i fiskemuskelen (Delbarre-Ladrat et al. 2006; Wang et al. 2011).
Spesielt er katepsin D forbundet med ugnskede endringer i fastheten til
muskelen hos regnbuegrret som teksturforandringer og nedbryting av

muskelstruktur (Godiksen et al. 2009). Hos Atlantisk laks er det vist signifikant
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negativ korrelasjon mellom katepsin L-aktivitet og muskelfasthet (Bahuaud et al.

2010).

Calpainer

Calpainer er kalsiumavhengige, intracelluleere cysteinproteinaser med ngytralt
pH-optimum. De bestar av to grupper - p-calpain og m-calpain. Bade p-calpain og
m-calpain krever kalsiumkonsentrasjoner pa henholdsvis mikro- og millimolar-
nivd for aktivitet. Calpainer er knyttet til starten pda den proteolytiske
nedbrytingen av myofibriller. Tilsatt laksemuskel ble det dannet titin-liknende
degraderingsprodukter i myofribrillene (Geesink et al. 2000; Delbarre-Ladrat et
al. 2004a). Det er kanskje naturlig a tro at calpainer, og seerlig p-calpain, er viktig

post-rigor pa grunn av den store gkningen i intracelluleer kalsiumkonsentrasjon.

Matrix metalloproteinaser

Matrix metalloproteinaser (MMP) er en stor familie kalsium-avhengige zink-
holdige endopeptidaser. De spiller er signifikant rolle i proteolyse av
ekstracelluleer matriks (ECM), inkludert kollagen, elastin, gelatin, matriks
glykoproteiner og proteoglykaner (Verma & Hansch 2007). Sannsynligvis er
denne proteolytiske nedbrytingen av ekstracelluleere strukturelle proteiner en

viktig arsak til blgtgjgring av fiskemuskel (Kubota et al. 2003).
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3 Materialer og metoder

3.1 Kjemikalier

Natriumiodoacetat (bioultra, 298%, nr. [19148) og kaliumklorid (puriss. P. A.
299,5%, nr. 60130) var fra Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany.
Ethylenediaminetetra-acetic acid disodium salt (Na;EDTA) (molecular biology

grade, nr. 443882) var fra BDH Laboratory Supplies, Poole, England.
3.2 Rastoff og slaktemetode

Laks (Salmo salar L.) brukt i forsgkene var oppdrettet ved landanlegget pa
Havbruksstasjonen i Karvika. Den samme gruppe laks ble brukt i hvert forsgk.
Forsgkene varierte i tid fra februar til oktober 2017. Foret brukt var fra
Skretting. Gjennomsnittsstgrrelsen var 1243 g og 46 cm lang. Varierende mellom
820-2000 g og 39-52 cm avhengig av slaktetidspunkt.

Torsk (Gadus morhua L.) brukt i undersgkelse av muskel-pH var fra
sjganlegget til Havbruksstasjonen i Tromsg. Disse torskene var villfanget og
vedlikeholds-foret med lodde og sild. Gjennomsnittsstgrrelsen var 8,35 kg og 88
cm lang.

Torsk brukt i undersgkelse av effekten av oppmalingsgrad, var oppdrettet
ved landanlegget pa Havbruksstasjonen i Karvika. Den veide 650 g og var 35 cm
lang. Foret brukt var fra Skretting.

Alle fiskene ble hdvet ut av karet sd raskt og skdnsomt som mulig. De ble sa
avlivet med et kakk i hodet med en stump gjenstand. Fordi det var et mal & starte

pH-malingene sa raskt som mulig, ble ikke fisken blggget.

3.3 Maling av pH

Muskelstykker ble tatt ut ved a skinne fisken fra brystfinne og bak til gattet i den
ene fileten, for sa & kutte ut muskelprgver pa 25 g Oppmalingen av
muskelstykkene ble gjennomfgrt ved bruk av en kvern av typen Ultra Turrax®

(IKA T25B, IKA Werke GmbH, Tyskland), i 2x10 sekunder, og henholdsvis 1x5,
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3x5 og 5x5 sekunder i forsgket hvor effekt av oppmalingsgrad ble undersgkt.
Muskelstykkene som ble malt opp var tilsatt enten en lgsning bestdende av kun
0,15 M KCl, av 0,15 M KCl med 5 mM natriumiodoacetate, eller lgsning bestdende
av 0,15 M KCl med 5 mM Na;EDTA fgr oppmalingen ble gjennomfgrt. Nar andre
blandingsforhold mellom muskel og vaeske, og andre konsentrasjoner
natriumiodoacetat er benyttet, sa er dette spesifikt nevnt i resultatene.

I den andre fileten pa fisken ble det malt pH i intakt muskel ved hjelp av
en stikkelektrode. Det ble snittet et hull pa cirka 0,5 cm i skinnet med en skalpell
hvorpa stikkelektroden ble fgrt inn. Det ble laget et nytt hull i fileten for hver nye

maling (figur 9).

Figur 9: Maling av pH ved bruk av stikkelektrode. Sirklene indikerer hvor hullet i
skinnet ble snittet og elektroden fgrt inn.

Til & gjennomfgre pH-malingene ble det brukt et pH-meter av typen WTW
330i/SET pH-meter (Wissenschaftlich - Technische Verkstatten, Weilheim,
Tyskland) med en glasselektrode av typen (Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz,
Sveits). pH-meteret har innebygd termometer som automatisk korrigerer for
effekten av temperatur pa elektroden. I tillegg ble pH-meteret jevnlig kalibrert
etter brukermanualen.

Tiden (nullpunktet) ble startet i det kverningen var gjennomfgrt og var i
alle forsgkene mellom 5-10 minutter post mortem (pm). Deretter ble det
gjennomfgrt pH-malinger i homogenat og muskel jevnlig som vist pa figurene i

resultatseksjonen. Fisken ble veid og malt lengde pd etter fgrste pH-maling,
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hvorpd utskdrete muskelprgver ble plusset pd den malte vekten. Fra tid 0 og
fram til cirka 4 timer pm ble de homogeniserte prgvene og intakt filet lagret ved
romtemperatur. Deretter ble prgvene lagret pa kjglerom. I perioden 0 til cirka 4
timer ble prgvene analysert pa Havbruksstasjonen og transportert til

laboratoriet pa Fiskerihggskolen der de senere analysene ble gjennomfgrt.

3.4 Laktatmaling i muskel

Laktatinnholdet i muskel ble malt med et Lactate pro™2 instrument (ARKRAY
factory, Inc. - Konan-cho, Koka-shi, Shiga, Japan) Malingene ble gjennomfgrt i
intakt muskel ved a kutte et hull i muskelen pa rundt 2 cm dypt og 2 cm bredt.
Enden av malestripsen ble sd presset mot muskelen for d trenge ut vaeske. I
tillegg ble det malt laktatniva i de ulike suspensjonene med homogenisert

muskel i KCl med og uten natriumiodoacetat.
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4 Resultater

4.1 Muskel-pH post mortem i laks

Resultatene fra maling av pH i homogeniserte prgver og i intakt muskel er vist i
figurene 10a til 10c. I intakt muskel ble pH malt med stikkelektrode til 7,18 ved
tid 0 og 7,06 ved tid 60 min pm (figur 10a). For muskel homogenisert med 0,15
M KCl med 5 mM natriumiodoacetat ble verdiene funnet a veere stabil ved cirka
pH 6,90 i den fgrste timen etter slakt og de pafglgende 46 timene (figur 10a og
10b). I homogenatet uten natriumiodoacetat falt pH raskt fra cirka 6,84 ved tid 0
til pH 6,52 etter 60 min (figur 10a) Allerede etter 10 og 20 min pm var pH blitt
redusert til henholdsvis 6,75 og 6,63.
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Figur 10a: Muskel-pH hos laks (n=6) fra 0-60 min post mortem. Oppmalt i 1:1
lgsning av muskel og 0,15 M KCL med (A) og uten (®m) 5 mM natriumiodoacetat.
Malt direkte i muskel med stikkelektrode (®).

Fra 1 time til 46 timer pm skjedde fglgende forandringer i malte pH-
verdier. [ intakt muskel ble pH malt til 6,53, 6,31, 6,21 og 6,19 etter henholdsvis
8, 22, 28 og 46 timer (figur 10b). I homogenatet uten enzymhemmer ble pH-
verdiene funnet a veere noenlunde stabil; cirka 6,5 i hele denne perioden. Med
enzymhemmer ble det ogsd observert stabil pH-verdi pa cirka 6,8-6,9 i hele

perioden (figur 10b og 10c).
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Figur 10b: Muskel-pH hos laks (n=6) fra 0-46 timer post mortem. Oppmalti 1:1
lgsning av muskel og 0,15 M KCL med (A) og uten (m) 5 mM natriumiodoacetat.

Malt direkte i muskel med stikkelektrode (®).

Homogeniserte prgver og intakt fiskemuskel ble ogsa analysert 52, 74, 99
og 122 timer pm. I intakt muskel var det fra 46 til 74 timer en nedgang i pH fra
6,19 til 6,09. For tid 99 og 122 timer etter slakt var pH uforandret, 6,10 og 6,08
henholdsvis (figur 10c).
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Figur 10c: Muskel-pH hos laks (n=6) fra 0-122 timer post mortem. Oppmalti 1:1
lgsning av muskel og 0,15 M KCL med (A ) og uten (m) 5mM natriumiodoacetat.

Malt direkte i muskel med stikkelektrode (®).
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For homogeniserte prgver med og uten natriumiodoacetat var det ogsa bare en
svak nedgang i malt pH-verdi. Med hemmer ble pH redusert fra 6,86 ved 46
timer til 6,72 ved 122 timer pm. Uten hemmer i homogenatet var verdien ved 46

timer og 122 timer pm henholdsvis 6,52 og 6,42. (figur 10c)

4.2 Muskel-pH post mortem i torsk

Resultatene fra maling av pH i homogeniserte prgver og i intakt muskel er vist i
figurene 11a og 11b. I intakt muskel ble pH malt med stikkelektrode til 7,17 bade
ved tid 0 og ved tid 60 min pm (figur 11a). For muskel homogenisert med 0,15 M
KCl og 5 mM natriumiodoacetat ble verdiene funnet d vaere stabil ved cirka pH
7,05 i den fgrste timen etter slakt. | homogenatet uten natriumiodoacetat falt pH
fra 7,02 ved tid 0 til pH 6,87 etter 60 min (figur 11a) Etter 10 og 20 min pm var
pH blitt redusert til henholdsvis 6,94 og 6,87.
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Figur 11a: Muskel-pH hos torsk (n=6) fra 0-60 min post mortem. Oppmalt i 1:1
lgsning av muskel og 0,15 M KCL med (A) og uten (®m) 5 mM natriumiodoacetat.

Malt direkte i muskel med stikkelektrode (®).

Fra 1 time til 46 timer pm skjedde fglgende forandringer i malte pH-
verdier. [ intakt muskel ble pH malt til 7,09, 6,60, 6,40 og 6,30 etter henholdsvis
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6, 23, 28 og 46 timer (figur 11b). I homogenatet uten enzymhemmer ble pH-
verdiene funnet i reduseres noe frem til 23 timer til 6,73. Fra 23 timer til 46
timer holdt pH seg stabil pa cirka 6,73 hele perioden. Med enzymhemmer ble det
observert stabil pH-verdi pa cirka 7,0 i hele perioden (figur 11b).
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Figur 11b: Muskel-pH hos torsk (n=6) fra 0-46 timer post mortem. Oppmalti 1:1
lgsning av muskel og 0,15 M KCL med (A) og uten (®m) 5 mM natriumiodoacetat.

Malt direkte i muskel med stikkelektrode (®).
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4.3 Effekt av oppmalingsgrad pa pH i laksemuskel

o

Effekten av oppmalingsgrad pa pH-utvikling ble studert ved & male opp
laksemuskel i 5 sekunder enten 1, 3 eller 5 ganger. Fgr oppmalingen ble
muskelen tilsatt lik del 0,15 M KCl. Muskel homogenisert i 5 sekunder 1 og 3
ganger hadde begge en pH pa cirka 6,6 ved tid 0. Etter 10 min var den falt til
cirka 6,51 for begge, og disse verdiene forandret seg ikke under videre lagring i

48 timer (figur 12a og 12b).
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Figur 12a: Muskel-pH hos laks (n=1) fra 0-60 min post mortem. Oppmalt 1:1
lgsning av muskel og 0,15 M KCl i henholdsvis 1x5 (x), 3x5 (m) og 5x5 (A)

sekunder. Malt direkte i muskel med stikkelektrode (®).

[ homogenat oppmalt 5 sekunder 5 ganger ble pH malt til 6,54 ved tid 0. Ved 10
minutter hadde pH blitt redusert til 6,43 (figur 12a). Herfra gkte pH
tilsynelatende svakt gjennom lagringsperioden til 6,58 ved 48 timer (figur 12b). |
intakt muskel ble pH malt med stikkelektrode til 6,9 ved tid 0 og 6,8 ved tid 60
min pm (figur 12a). Videre ble pH malt til 6,7, 6,22, 6,25 og 6,28 etter
henholdsvis 4, 20, 25 og 48 timer (figur 12b).
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Figur 12b: Muskel-pH hos laks (n=1) fra 0-48 timer post mortem. Oppmalt 1:1
lgsning av muskel og 0,15 M KCl i henholdsvis 1x5 (x), 3x5 (m) og 5x5 (A)
sekunder. Malt direkte i muskel med stikkelektrode (®).

4.4 Effekt av oppmalingsgrad pa pH i torskemuskel

Effekten av oppmalingsgrad pa pH-utvikling ble studert ved & male opp
torskemuskel i 5 sekunder enten 1, 3 eller 5 ganger. Fgr oppmalingen ble
muskelen tilsatt lik del 0,15 M KCl. Muskel homogenisert i 5 sekunder 1 og 3
ganger hadde begge en pH pa cirka 6,95 ved tid 0. Etter 10 min var den falt til
cirka 6,78 og 6,84 for henholdsvis homogenatene oppmalt 1 og 3 ganger. Disse

verdiene forandret seg ikke under videre lagring i 48 timer (figur 13a og 13b).
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Figur 13a: Muskel-pH hos torsk (n=1) fra 0-60 min post mortem. Oppmalt 1:2
lgsning av muskel og 0,15 M KCl i henholdsvis 1x5 (x), 3x5 (m) og 5x5 (A)

sekunder. Malt direkte i muskel med stikkelektrode (®).

For prgven homogenisert 5 ganger var pH cirka 6,9 ved tid 0. Ved 10 minutter
var pH redusert til 6,83 (figur 13a). Herfra var det tilsynelatende en svak pH-
gkning gjennom lagringsperioden til 6,92 ved 48 timer (figur 13b). I intakt
muskel ble pH malt med stikkelektrode til 7,23 ved tid 0 og 7,1 ved tid 60 min
pm (figur 13a). Videre ble pH malt til 6,71, 6,54, 6,68 og 6,57 etter henholdsvis 4,
20, 25 og 48 timer (figur 13b).
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Timer

Figur 13b: Muskel-pH hos torsk (n=1) fra 0-48 timer post mortem. Oppmalt 1:2
lgsning av muskel og 0,15 M KCl i henholdsvis 1x5 (x), 3x5 (m) og 5x5 (A)

sekunder. Malt direkte i muskel med stikkelektrode (®).
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4.5 Effekt av ulike konsentrasjoner natriumiodoacetate
pa pH i homogenisert laksemuskel

[ dette forsgket ble det studert hvordan ulike konsentrasjoner av
natriumiodoacetat (0; 0,2; 1,0; 5; og 20 mM) tilsatt lgsningen med 0,15 M KCl
pavirket fall i muskel-pH hos laks pm. I homogenatene tilsatt 1 mM, 5 mM og 20
mM natriumiodoacetat ble pH malt til & vere cirka 6,8 ved tid 0 og denne holdt
seg stabil de fgrste 60 min pm (figur 14a). For muskel homogenisert med 0,2 mM
natriumiodoacetat og homogenatet uten tilsatt natriumiodoacetat falt pH raskt
fra cirka 6,80 ved tid 0 til henholdsvis pH 6,57 og 6,48 etter 60 min (figur 14a).
Allerede etter 10 og 20 min pm var pH blitt redusert til henholdsvis 6,70 og 6,62
i homogenatet tilsatt 0,2 mM, og 6,64 og 6,56 uten tilsatt enzymhemmer. I intakt
muskel ble pH malt med stikkelektrode til 7,04 ved tid 0 og 7,07 ved tid 60 min
pm (figur 14a).
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Figur 14a: Muskel-pH hos laks (n=3) fra 0-60 min post mortem. Oppmalt i
henholdsvis 0,15 M KCI (A ), 0,15 M KCI med 0,2 mM natriumiodoacetate (" ),
0,15 M KCl med 1 mM natriumiodoacetate (+),0,15 M KCl med 5 mM
natriumiodoacetate (m) med 0,15 M KCl med 20 mM natriumiodoacetate (X).
Malt direkte i muskel med stikkelektrode (®).

Fra 1 time til 46 timer pm skjedde fglgende forandringer i malte pH-
verdier. | homogenatene tilsatt 5 og 20 mM natriumiodoacetat ble pH malt til

cirka 6,90 de resterende 46 timer (figur 14b). For prgven tilsatt 1 mM
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natriumiodoacetat ble pH funnet & holde seg mellom 6,75 og 6,85 ut
lagringsperioden, mens homogenat tilsatt 0,2 mM natriumiodoacetat ble funnet &
ha pH-verdier mellom 6,6 og 6,7. I homogenatet uten enzymhemmer ble pH-
verdiene funnet & veere mellom 6,5-6,6 fra 1 time og de pafglgende 48 timer
(figur 14b) I intakt muskel ble pH malt til 6,63, 6,33, 6,37 og 6,33 etter
henholdsvis 5, 22, 28 og 48 timer (figur 14b).
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Figur 14b: Muskel-pH hos laks (n=3) fra 0-48 timer post mortem. Oppmalt i
henholdsvis 0,15 M KCI (A ), 0,15 M KCI med 0,2 mM natriumiodoacetate ("’),

0,15 M KCl med 1 mM natriumiodoacetate (+),0,15 M KCl med 5 mM
natriumiodoacetate (m) og 0,15 M KCI med 20 mM natriumiodoacetate (X). Malt
direkte i muskel med stikkelektrode (®).

4.6 Effekt av Na:EDTA pa pH i homogenisert
laksemuskel

I dette forsgket ble det undersgkt om NazEDTA kunne hemme det raske fallet i
pH i homogenisert laksemuskel. For prgven homogenisert med 5 mM Na;EDTA
var pH 6,63 ved tid 0 og pH 6,49 etter 60 min. Allerede etter 20 minutter var pH
redusert til 6,48 (figur 15a). Fem timer pm ble pH funnet d veere redusert til 6,40.
Det ble malt frem til 48 timer og under lagringsperioden var det tilsynelatende
en svak pH-gkning til 6,49 ved 48 timer (figur 15b). I homogenatet uten
enzymhemmer falt pH raskt fra cirka 6,79 ved tid 0 til pH 6,57 etter 60 min. Etter
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20 min pm var pH blitt redusert til 6,58 (figur 15a). Videre ut lagringsperioden
til 48 timer holdt pH seg stabil rundt 6,60 (figur 15b).
For muskel homogenisert med 0,15 M KCl og 5 mM natriumiodoacetat ble

verdiene funnet a vere stabil ved cirka pH 6,85 gjennom hele lagringsperioden

(figur 15a og 15b).
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Figur 15a: Muskel-pH hos laks (n=2) fra 0-60 min post mortem. Oppmalt i
henholdsvis 0,15 M KCI (A ), 0,15 M KCl med 5 mM natriumiodoacetate (m) og

0,15 M KCl med 5 mM Na;EDTA (x). Malt i intakt muskel med stikkelektrode (®).

[ intakt muskel ble pH malt med stikkelektrode til 7,03 ved tid 0 og 7,08 ved tid
60 min pm (figur 15a). Videre ble pH malt til 6,84, 6,28, 6,29 og 6,27 etter
henholdsvis 5, 23, 30 og 48 timer (figur 15b).

7,20
7,10

7,00
690z -
/S A
6,80 W A & A
T 6,70 - -
6,50
y ZaN /X
ST S
6,30 __o— —a
6,20
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Timer

Figur 15b: Muskel-pH hos laks (n=2) fra 0-48 timer post mortem. Oppmalt i
henholdsvis 0,15 M KCI (A), 0,15 M KCl med 5 mM natriumiodoacetate (m) og

0,15 M KCl med 5 mM NazEDTA (x). Malt i intakt muskel med stikkelektrode (®).
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4.7 Muskel-pH i post-rigor laksemuskel

Det ble ogsa gjennomfgrt et forsgk for & undersgke om enzymhemmere pavirket
muskel-pH i laksemuskel 3 dager post mortem. En del laksemuskel ble
homogenisert med lik del 0,15 M KCl; 0,15 M KCl med 5 mM natriumiodoacetat
og 0,15 M KCl med 5 mM NazEDTA. [ homogenat tilsatt 0,15 M KCl med Na;EDTA
ble pH funnet & veare 5,87. For muskel homogenisert i 0,15 M KCl med
natriumiodoacetat var pH-verdien malt 6,15. Homogenisert muskel uten tilsatt
enzymhemmer var pH malt til & vere 6,14. I intakt muskel malt med
stikkelektrode ble pH-verdien funnet a vaere 6,37 (tabell 1). [ utgangspunktet var
pH i lgsningene 0,15 M KCl; 0,15 M KCl med 5 mM natriumiodoacetate og 0,15 M
KCl med 5 mM NazEDTA, henholdsvis 5,07; 5,73 og 4,67 (tabell 1).

Tabell 1. Muskel-pH hos laks (n=2) 3 dager post mortem. Oppmalt i 0,15 M KCl,
0, 15 M KClI med 5 mM natriumiodoacetat eller 0,15 KCl med 5 mM Na;EDTA.
Malt direkte i muskel med stikkelektrode.

Lgsninger Muskel-pH
0,15 M KCI (pH =5,07) 6,14
0,15 M KCl med 5 mM natriumiodoacetate (pH = 5,73) 6,15
0,15 M KCl og 5 mM Naz2EDTA (pH = 4,67) 5,87
[ intakt muskel med stikkelektrode 6,37
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4.8 Maling av laktatniva i muskel

I et innledende forsgk ble et instrument beregnet for & madle laktatniva i blod
utprgvd pa muskel. Ved maling i blod settes malestripen inn i instrumentet og en
bloddrape tilfgres. Laktatverdien avleses etter 10 sekunder og maleomraddet er
0,5 til 25 mM laktat. I forsgket med muskel fant vi at i intakt laksemuskel var
laktatkonsentrasjonen 3,7 mM tid 0. Verdiene gkte noe de fgrste 40 minuttene til
6,3 mM og reduseres til 3,4 mM ved 60 minutt. For suspensjon som inneholdt
oppmalt torskemuskel og kun KCl, er laktatnivaet pa 20,5 mM ved tid 0 og holder
seg relativt stabilt de fgrste 60 minuttene. For torskemuskel malt opp tilsatt
natriumiodoacetat er laktatnivaet 14,8 mM ved tid 0. @ker jevnt frem til 60

minutter hvor laktatnivdet da blir funnet a veere 19 mM (tabell 2).

Tabell 2. Laktatmaling i muskel hos laks (n=2) og torsk (n=3) fra 0-60 min post
mortem. Oppmalt torsk i 0,15 M KCl, og i 0,15 M KCl og 5 mM natriumiodoacetat.
Malingene er i mM laktat. + er standardavviket.

Tidspunkt (min) Laks - i intakt | Torsk - KCl Torsk -
muskel Natriumiodoacetat

0 3,7+2,8 20,5+1,4 14,8+ 2,7

10 38+2,7 20,9+0,8 170+1,5

20 4,6 +5,7 19,8+ 1,6 185+ 1,6

40 6,3+3,8 21,0+19 18,0+ 1,7

60 34+21 20,4 + 2 19,0+ 2,1
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5 Diskusjon

Muskel-pH post mortem blir ofte analysert i vitenskapelige studier fordi det kan
gi viktig informasjon om slaktebetingelser, og muligheter for prosessering i pre-
rigor-fase. Muskel-pH kan mdles pa 2 mater; enten ved a bruke en stikkelektrode
direkte i intakt muskel, eller male opp muskelen i naervaer av vann eller ofte 0,15
M KCl. Den sistnevnte metoden ble utviklet for 60-70 ar siden. Oppmalingen
foregikk da med tilstedeveerelse av natriumiodoacetat, en hemmer som
blokkerer cystein i det aktive sted pa glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenase.
Mange studier av pH i oppmalt pre-rigor fiskemuskel har imidlertid blitt
gjennomfgrt uten a bruke denne enzymhemmeren. Fokus i denne oppgaven var
a dokumentere hva som skjer med muskel-pH under slike forhold.

Oppmaling av pre-rigor laks- og torskemuskel med 0,15 M KCI bade med
og uten natriumiodoacetat, fgrte til en gyeblikkelig reduksjon i pH pa 0,2-0,3
enheter. Cohen (1987) og Jeacocke (1984) har foreslatt at gdeleggelse av vev
forer til en stor frigjgring av kalsium som gker hastigheten pa nedbryting av
glykogen kraftig. I tillegg kan vevsgdeleggelse fgre til bedre kontakt mellom
enzymer, substrat og kofaktorer og derved gi raskere glykolyse (Hamm & van
Hoof 1971; Newbold & Scopes 1971; Nowland & Dyer 1974). Dutson (1983) har
rapportert at i kjgtt vil hastigheten pa glykolyse gke kraftig som fglge av
vevsgdeleggelse. At slikt fall i pH skjer ogsad nar natriumiodoacetat er tilstede kan
veere fordrsaket av at det tar en viss tid fgr enzymhemmeren kommer i kontakt
med glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaseenzymet i glykolyse-stoffskiftevegen.

I var undersgkelse av pre-rigor muskel fra begge fiskeslagene oppmalt i
0,15 M KCl sa vi et pH-fall de fgrste 60 minuttene. Dette betyr at
glykolysehastigheten er rask i muskel oppmalt med bare 0,15 M KCI den fgrste
timen etter slakt. Deretter stabiliserte den seg, og holdt seg stabil den pafglgende
lagringsperioden. For torsk og laks var disse “endelige” pH-verdiene henholdsvis
cirka 6,75 og 6,5. I pre-rigor muskel oppmalt i 0,15 M KCl med 5 mM
natriumiodoacetat holdt pH seg derimot gjennomgdende stabil gjennom hele
lagringstiden. Det vil si at etter det innledende fallet i pH ved tid 0, sa er
glykolysen i stor grad blokkert med enzymhemmeren. Utviklingen i muskel-pH

gjennomfgrt med stikkelektrode i intakt muskel samsvarte med resultater i
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andre publikasjoner hvor muskel-pH har vert undersgkt pa en slik mate (Einen
et al. 2002; Kristoffersen et al. 2007; Erikson og Misimi 2008). Her ble det i likhet
med var undersgkelse funnet at pH i en ustresset fisk ved tid 0 er relativt hgy, og
holder seg stabil de fgrste 60 minuttene. Deretter forekommer det en reduksjon i
pH som skjer i lgpet av 25-35 timer. Nar pH stabiliserer seg sa vil fisken ga inn i
rigor mortis, fordi det er lite eller ingen ATP igjen. I intakt muskel ble disse pH-
verdiene, gjerne kalt endelig eller ultimat pH, malt til & veere 6,3 og 6,1 for
henholdsvis torsk og laks. Dette er omtrent tilsvarende som tidligere funnet i
foret villfanget torsk (Kristoffersen et al 2006b) og noe lavere enn for
oppdrettslaks (Erikson & Misimi 2008). Den hgyere “endelige muskel-pH" i
homogenatet sammenlignet med intakt muskel, har sa vidt jeg har funnet ut ikke
veert rapportert tidligere. Arsaken til den hgyere “endelig pH" i homogenatet er
vanskelig a forklare, men en mulighet er at den raske reaksjonshastigheten tidlig
i glykolysen, fgrer til tidlig inaktivering av enzymene. Resultatene fra
publikasjonene som har undersgk muskel-pH ved & male opp muskelen, men
uten tilsetning av enzymhemmer har vist pH mellom 6,0-6,2 ved tid 0. Det har
heller ikke veert observert den pafglgende reduksjonen i pH, fgr rigor mortis, vi
fant ved bruk av stikkelektrode i intakt muskel (se for eksempel Fan et al. 2008;
Bensid et al. 2014; Mendes et al. 2017). Slike publiserte resultater er derfor
misvisende med tanke pa pH-forandringer post mortem i en intakt filet. I dette
arbeidet kunne intakt filet ha ogsad blitt homogenisert pa ulike tidspunkt post
mortem. Men sa lenge fisken er i pre-rigor-fase vil sannsynligvis en for lav pH
blitt malt tilsvarende det vi fant ved tid 0.

Det ble ikke funnet noe gkning av pH ved lagring i 5 dager (120 timer).
Dette betyr som forventet at bakterieveksten i prgvene er begrenset.

I forsgk pa a undersgke om oppmalingsgraden har betydning for fall i pH,
ble muskelen homogenisert ulike antall ganger i perioder pd 5 sekunder. Det ble
ikke funnet noe betydelig forskjell i pH i homogenatene med ulik
oppmalingsgrad. I torskemuskel var pH tilnaermet lik i homogenatene uavhengig
av oppmalingsgrad. I laksemuskel ble pH i homogenatet oppmalt 5x5 sekunder
funnet d veere i gjennomsnitt 0,1 enheter under muskel oppmalt 1x5 og 3x5
sekunder den fgrste timen, men utover i lagringsperioden var pH tilnaermet lik.

Dette betyr at selv en kort periode oppmaling fgrer til akselerert glykolyse.
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I undersgkelsen av effekten av ulike konsentrasjoner natriumiodoacetat
pa muskel-pH ble det funnet at konsentrasjon pa 0,2 mM ikke er tilstrekkelig for
a fullstendig hemme glykolysen. Ettersom det ble funnet reduksjon i pH fra tid 0
og utover i lagringsperioden. I homogenat tilsatt konsentrasjonene 1, 5 og 20
mM natriumiodoacetat, holdt pH seg stabil gjennom hele forsgksperioden, og det
ble konkludert med at 1 mM natriumiodoacetat var tilstrekkelig for a fullstendig
hemme glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenase. Men for a vaere pd den sikre
siden bgr 5 mM brukes.

Det ble undersgkt om Na;EDTA kunne brukes for & hemme det raske
fallet i pH ved oppmaling av laksemuskel. Teorien var a bruke Na;EDTA for a
binde opp magnesium som enzymet 3-phosphoglycerate kinase er avhengig av
for a virke, og dermed hemme glykolysen, Det har tidligere veert gjennomfgrt et
forsgk pa embryo av mus, hvor at tilstedeveaerelse av Na;EDTA fgrte til signifikant
lavere nivaer av intracelluleert magnesium (Lane & Gardner 2001). Allerede ved
tid 0 ble det observert lavere pH i homogenatet tilsatt Na,EDTA enn bade
homogenat kun tilsatt 0,15 KCl og homogenat tilsatt 0,15 M KCl med 5mM
natriumiodoacetat. I tillegg fglger Na;EDTA-homogenatet samme pH-utvikling
som homogenatet tilsatt bare KCl, med pH-fall de fgrste 60 minuttene, fgr den
stabiliserer seg ut lagringsperioden. I Igsningen tilsatt NazEDTA, uten muskel, er
pH nesten 0,4 enheter lavere enn Igsningen kun tilsatt 0,15 KCIl. Det kan antas at
dette bidrar til denne lave pH-verdien. Konklusjonen er at det ikke er mulig a
bruke 5 mM NazEDTA for & hindre pH-fallet i homogenatet.

Bruk av enzymhemmere pad post-rigor muskel ble ogsd undersgkt.
Muskelstykkene av laks ble oppmalt 3 dager post mortem. Her ble det funnet at
homogenatene tilsatt kun KCl og KCl med natriumiodoacetat hadde samme pH. |
intakt muskel malt med stikkelektrode var pH nesten 0,2 enheter hgyere enn i
begge homogenatene. | fglge Dutson (1987) skal det vaere mulig a bruke bade
metoden hvor muskel males opp eller maling direkte i intakt muskel ved pH-
undersgkelse i post-rigor muskel. Det forklares med at all metabolsk aktivitet pa
dette tidspunktet er avsluttet. Resultatene vi har funnet stemmer ikke helt
overens med den pastanden, ettersom pH i intakt muskel i vare funn er hgyere
enn pH i homogenatene. Dette kan skyldes tilfeldigheter, og undersgkelsen var er

kun gjennomfgrt pd 2 laks. Verdien i intakt muskel 3 dager pm var i dette
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forsgket ogsa cirka 0,2 enheter hgyere enn hva vi fant i de fgrste forsgkene med
laks (se figur 10c). Alternativt sd er ikke endelig muskel-pH oppnddd etter 3
dager i analysen av intakt muskel 3 dager pm.

[ laktatmadlingene ble det funnet at laktatnivdet i homogenatet tilsatt
natriumiodoacetat var noe lavere enn i homogenatet uten enzymhemmer. I
muskelen var nivdet mye lavere enn i begge homogenatene. Satt i sammenheng
med forskjellen registrert i pH mellom homogenat og maling gjennomfgrt i intakt
muskel ved tid O er det naturlig. Ettersom opphopningen av laktat korrelerer
med nedgangen i pH. Dermed vil det veaere naturlig at laktatnivaet er hgyere i
homogenatet enn i muskelen. Det skal nevnes at instrumentet brukt til
laktatmalingene er beregnet pa blod og standardavviket i malingene, spesielt i
intakt muskel, er stort. I tillegg er malingene i intakt muskel gjennomfgrt pa laks,
men malingene gjennomfgrt i homogenat er gjennomfgrt pa torsk. For &
undersgke om dette instrumentet beregnet pa blod ogsd kan anvendes pa
muskel burde nok forsgket ha veert med omfattende. For eksempel analysert
laktatinnholdet i intakt muskel pa samme tidspunkt under lagring som pH med

stikkelektrode.

6 Konklusjon

Bruk av stikkelektrode i intakt muskel er sannsynligvis den eneste palitelige
metode for 3 bestemme pH i en pre-rigor fiskemuskel. Oppmaling av muskel selv

med glykolysehemmeren natriumiodoacetat, er lite egnet.

Hastigheten av glykolysen bestemt med maling av pH, gkte kraftig som

falge av homogenisering.

* Bruk av natriumiodoacetat i Igsningen tilsatt muskelvev fgr
homogenisering, forhindret ikke det initielle fall i pH ved tid 0.

* [tillegg fgrte oppmaling av muskel med bare 0,15 M KCl til en misvisende
hgy “endelig” pH post rigor.

* Som forventet fgrte bruk av natriumiodoacetatet til at muskel-pH forble

stabil hgy under lengre tids lagring av homogenat.
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