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Sammendrag

Et forsgk med laks ble gjennomfgrt i lukkede minimerder i sj@ med to ulike strgmhastigheter i
perioden juni 2015 til november 2015 ved Norsk Havbrukssenter. Tre merder hadde lav
strgmhastighet pa 8 cm/s og tre merder hadde hgy strgmhastighet pa 22 cm/s, tilsvarende 0.2
og 0.5 kroppslengder per sekund ved start av forsgket. Ved start og avslutning av forsgket ble
all fisk veid og malt, og ved midtveisuttak i august ble 50 fisk per merd veid og malt. Ved
start, midtveis og ved avslutning av forsgket ble 15 fisk fra hver merd tatt ut for analyse av

enzymene cathepsin B, B+L og H, tekstur, filetspalting, farge og kjemisk innhold i filet.

Laks som svgmte under hgyere strgmhastighet hadde hgyere vekt (+8%) enn gruppa pa lav
strgmhastighet ved avslutning av forsgket, mens det ikke ble funnet forskjell i lengde. Ved
avslutning av forsgket i november ble det funnet signifikant lavere enzymaktivitet i gruppen
holdt pa hgy strgmhastighet enn i lav strgmhastighet (p<0.05). Liten fisk hadde signifikant
hgyere cathepsin B, B+L og H aktivitet enn stgrre fisk. Det ble ogsa funnet at hunfisk hadde
litt hgyere cathepsin H-aktivitet enn hanfisk. Cathepsinativitet 1 laks korrelerte positivt med
filetspalting, vanninnhold og proteininnhold. Cathepsinaktivitet korrelerte negativt med a*-

og b*-verdier og fettinnhold.
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Summary

In this project, salmon were conducted into closed mini cages in the sea with two different
water speed during the period June 2015 to November 2015 at Norsk Havbrukssenter. Three
cages were given low water speed of 8 cm/s and three cages were given high water speed of
22 cm/s, corresponding to 0.2 and 0.5 body lengths per second at the start of the experiment.
At the start and end of the experiment, all fish were weighed and measured, and by halfway
sampling in August 50 fish per cage were weighed and measured. At the start, halfway and at
the end of the experiment 15 fish from each cage was removed for analysis of the enzymes

cathepsin B, B + L and H, texture, gaping, color and chemical content in the fillet.

At the end of the experiment, salmon kept in high water speed had higher weight (+ 8%) than
the salmon kept in low water speed. There was no difference in length. At the end of the
experiment in November it was found significantly lower enzyme activity in the group kept in
high water speed than kept in low water speed (p < 0.05). Small fish had significantly higher
cathepsin B, B + L and H activity than larger fish. It was also found that females had slightly
higher cathepsin H activity than males. Cathepsin activity in salmon correlated positively with
gaping, water content and protein content. Cathepsin activity was negatively correlated with a

* _and b * values and fat.
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1.0. Innledning

Sjgmat fra fiskeri og akvakultur bidrar til viktige n@ringsstoffer til verdens befolkning;
proteiner og essensielle aminosyrer, vannlgselige vitaminer A og D, mineraler og sporstoffer,

samt flerumettede fettsyrer (Vinagre et al,. 2011).

Verdens sjgmatproduksjonen har gkt fra cirka 60 millioner tonn i 1970 til i overkant av 164
millioner tonn 1 2014. Sjgmatproduksjon 1 Norge var 1 2014 cirka 3,8 millioner tonn. Det er en
gkning pa 13 prosent sammenlignet med ti ar tilbake. @kningen kommer i hovedsak fra
oppdrett av laks og grret, hvor det fra 1980-tallet og frem til i dag har skjedd en betydelig
positiv utvikling innen avl, sykdomsbekjempelse og teknologiutvikling (Nerings- og

fiskeridepartementet, 2015a).

1.1 Lakseproduksjon i Norge

Laks er den dominerende arten innen norsk havbruksnaring. Mens det 1 1980 ble produsert
4000 tonn (tilsvarer omtrent det man produserer pa en gjennomsnittlig lokalitet i dag) ble det i
2014 solgt i overkant av 1,3 millioner tonn laksefisk. Av dette utgjor produksjon av Atlantisk
laks (Salmo salar) omtrent 1.258 000 tonn, mens regnbuegrret (Oncorhynchurs mykiss/Salmo
gairdneri) star for omtrent 69 000 tonn og grret (Salmo trutta) beskjedne 76 tonn. Etter ar
med eventyrlig vekst har imidlertid lakseproduksjonen stagnert de siste arene (Figur 1)

(Fiskeridirektoratet.no, 2016; Narings- og fiskeridepartementet, 2015a).
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Figur 1. Utviklingen i solgt mengde slaktet laks, oppgitt i tonn, i Norge i perioden 2005-2014.
Data er hentet fra Fiskeridirektoratets statistikkbank.



Laksen oppnar hgy pris og det er svert god lgnnsombhet i den norske lakseoppdrettsnearingen,
det er et tydelig signal om at verden vil ha mer laks (N@rings- og fiskeridepartementet,
2015b). Produksjon av laks, grret og regnbuegrret er imidlertid ikke markedsstyrt.
Vekstmuligheter er regulert av myndighetene gjennom et tillatelsessystem og tidspunkt for
vekst, antall nye tillatelser/vekst pa eksisterende tillatelser, geografisk spredning og vilkar

fastsettes av departementet (Akvakulturloven, 2005).

1.2. Lukket merdteknologi

Tradisjonelt lakseoppdrett foregar i apne merdanlegg i sj@g. Dette er en effektiv
produksjonsform som gir god utnyttelse av vare naturgitte forhold. Norske myndigheter
uttrykker gnske om videre vekst i havbruksnaringen, men det er en forutsetning at dette skal

skje innenfor miljgmessige berekraftige rammer (Na&rings- og fiskeridepartementet, 2015b).

Ingen kan med sikkerhet si at neringen ikke vil vare avhengig av nye teknologier for a sikre
barekraftig drift i fremtiden (Teknologiradet, 2012). Siste ars store utfordringer spesielt i
forhold til lakselus og rgmming aktualiserer bruken av lukkede merder. Interessen kan
betraktes som stor for denne anleggstypen, bade hos oppdrettsselskaper, utstyrsleverandgrer,
forsknings- og utviklingsmiljger og interesseorganisasjoner (Iversen et al, 2013).
Myndighetene har tildelt flere akvakulturtillatelser pa vilkar om at produksjonen skal skje
med lukket merdteknologi og gnsker a apne for a kunne tildele vederlagsfrie tillatelser til

landbasert oppdrett av laksefisk (Narings- og fiskeridepartementet, 2015b).

Det pagar flere interessante utviklingsprosjekter med lukkede anlegg. De som er kommet
lengst kan fortsatt sies a vare pa et pilot-/demonstrasjonsstadium (Jensen, 2012). Ulike
teknologiske 1gsninger for lukkede anlegg i sj@ er under utvikling; merder med fleksible
vegger av tekstilmaterialer eller plast, og merder med rigide vegger av betong, stal eller

glassfiber.

Akvadesign i Nordland, som har utviklet merdene som benyttes i vart prosjekt, har drevet
med utvikling av lukkede merdkonsept i ulike stgrrelser. Merdene er basert pa tekstilposer

med flyteringer 1 plastelementer (Figur 2) (Aadland, 2015).
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Figur 2. Prinsippskisse av en lukket merd med fleksible vegger. Hentet fra Aftenposten.

For at lukkede anlegg skal kunne tas i kommersiell bruk er det ngdvendig a dokumentere og
optimalisere drift i slike systemer. Lukkede anlegg reiser nye utfordringer blant annet i
forhold til fiskehelse- og velferd, energibruk, arealtilgang, pumping av vann ved eventuelt
driftsstans og lgnnsomhet. Bruk av lukkede anlegg kan ogsa rokke ved Norges stgrste

naturlige fortrinn som oppdrettsnasjon, nemlig tilgangen pa rent vann og gode strgmforhold

(Teknologiradet, 2012).

Pa den annen side er det mange fordeler med a lage en tett barriere mellom fisk og
omkringliggende vannmasser; faren for smitte og spredning av sykdom reduseres, det er
mulighet for kontrollert oksygentilfgrsel, slammet kan pumpes opp og gjenbrukes som for
eksempel gjgdsel, vann kan hentes fra dyp hvor det er farre patogener enn i de gvrige
vannmassene og man kan pavirke svgmmehastigheten ved a kontrollere strgmhastigheten.

Med lukket merdteknologi kan ogsa nye omrader uegnet for apne merdanelegg tas i bruk.

Mange oppdrettere har i dag store kostnader forbundet med lakselus, sykdom og rgmming og
overstiger dette kostnadene knyttet til strgmbruk pa resirkulasjon og pumping av vann i
lukkede anlegg, kan lukket teknologi vare konkurransedyktig. Ettersom dybden pa
vanninntaket kan varieres slik at temperaturen tilpasses optimal tilvekst og forutnyttelse
(Iversen et al., 2013), er det potensiale for gkt vekst da fisk vokser fortere med hgyere
temperaturer (Handeland et al, 1998).



God vekst, lav kjgnnsmodning, lite sykdom og god velferd er en forutsetning for at lukkede
anlegg skal fa fotfeste i norsk oppdrettsnering. Likesa ma fisken holde god kvalitet slik at
produktet godtas i markedet. Kunder av norsk laks klager pa filetspalting og blgt tekstur (Espe
et al., 2004; Mgrkgre, 2008), ujevn farge og melaninflekker (Kiessling et al, 2006; Mgrkgre,
2012). En av pavirkningsfaktorene er miljget fisken lever i, og trening har positiv effekt for
vekst og kvalitet (Totland et al., 1987). For denne teknologien tas 1 bruk i norsk
oppdrettsnaring er det viktig med gkt kunnskap innen drift og utfordringer i slike lukkede

anlegg.

1.3. Fiskemuskelen

Det er tre ulike typer muskulatur; tverrstripet, glatt og hjertemuskulatur. Av disse er
tverrstripet muskulatur den dominerende typen i fisk (Kristinsson & Rasco, 2000).
Fiskemuskelen kan utgjgre opptil 60% av den totale kroppsvekten (Listrat et al., 2016).
Forskjellene mellom fiskemuskel og muskel til landlevende dyr skyldes hovedsakelig ulike
krav til muskulaturen knyttet til svgmming og oppdrift, og fisk har derfor mindre bindevev
enn landlevende dyr (Kristinsson & Rasco, 2000). Fiskemuskelen er oppbygd som skiver,
myotomer, som er adskilt av bindevevshinner, myosepter. Myotomene bestar av parallelle

muskelfibre (muskelceller) som strekker seg fra myosept til myosept (Figur 3).
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Figur 3. Muskulatur hos laks i form av en filet, delt inn i myotomer og myosept (hvit tverrgdende stripe) som danner en form
av W. Viser ogsa lokalisering av ro¢d og hvit muskulatur. Hentet fra Listrat et al 2016.

Muskelfibrene inneholder blant annet myofibriller som bestar av proteinene aktin og myosin.
Myofibrillene opptar nesten hele det intracellulere volumet 1 muskelfiberet (Listrat et al.,
2016). Myosin, som er det vanligste muskelproteinet, utgjér omtrent 38% av den totale
mengden muskelprotein, mens aktin er det nest viktigste og utgjor omtrent 13% (Caballero et

al., 2009; Kristinsson & Rasco, 2000).



Myofibrillene er delt opp i avsnitt av tversgaende proteinskiver, Z-linjen, hvor aktintradene er
festet. Avsnittet mellom to Z-linjer kalles sarkomer og det er dette avsnittet som er den
funksjonelle enheten (Lynum, 1997). Det er interaksjonen mellom aktin og myosin som

genererer kraften til muskelkontraksjon (Caballero et al., 2009).

Den tverrstripete muskulaturen hos fisk kan besta av tre ulike typer muskelfiber: rgde, hvite
og rosa avhengig av mengden muskelmyoglobin (Bone, 1978; Johnston & Goldspink, 1977).
Rgde muskelfibre har hovedsakelig aerob forbrenning og kjennetegnes av hgyt innhold av
oksidative enzymer, mitokondrier, fett og kapillarer og brukes til langsom svgmming. Hvite
muskelfibre har hovedsakelig anaerob forbrenning og kjennetegnes av lavt innhold av
mitokondrier, fett og kapillerer og brukes mest ved kortvarige kraftanstrengelser. Rosa
muskelfiber er en mellomting mellom hvite og rgde fibre. Atlantisk laks har ikke rosa

muskelfibre (Kiessling et al., 2006; Sénger & Stoiber, 2001).

Hovedkomponenten i bindevevet i fiskemuskelen er kollagen, som er et fibrgst glykoprotein
(Sudrez et al., 2005), og mengde kollagen varierer mellom ulike fiskearter fra 0,34 til 2,19 % i
vatt muskelvev (Sato et al., 1986).

I motsetning til fugl og pattedyr, som i all hovedsak vokser ved at muskelfibrene gker i
stgrrelse (hypertrofi) etter at de er klekket/fgdt, vokser fisk bade ved hypertrofi og ved
dannelse av nye muskelfibre (hyperplasi) gjennom en stgrre del av livet (Greer-Walker,

1970).

1.4. Rigor mortis

Forandringer 1 fiskemuskelen post mortem har stor betydning for oppdrettsne@ringen da dette
pavirker filetkvalitet og kundens aksept av produktet (Caballero et al., 2009; Vinagre et al.,
2011). Fa minutter etter slakt oppstar biokjemiske endringer i muskelen. Den mest markante
endringen fiskemuskelen gjennomgar i Igpet av de fgrste timene etter slakt er rigor mortis.
Denne prosessen er delt inn 1 ulike faser; pre rigor, rigor mortis, og post rigor. Under pre rigor
fasen forblir musklene myke i noen timer og opprettholder konstant ATP (adenosintrifosfat)-
niva. Rigor mortis initieres av synkende ATP- niva og reaksjonen skjer nar ATP- nivaet nar
en viss terskelverdi (2 uM). Det dannes permanente band mellom aktin og myosin-
filamentene, og dette medfgrer at muskelen mister elastisiteten og blir hard (Delbarre-Ladrat
et al., 2006). Opplgsningen av rigor i post rigor-fasen gker blgtgjgringen av muskulaturen

hovedsakelig pa grunn av proteolyse (prosessen nar proteiner kappes opp i mindre biter) av



muskelproteiner (Ayala et al., 2010). pH 1 muskel synker sakte fra ngytral rett etter slakt, til 6
eller lavere (Delbarre-Ladrat et al., 2006).

1.5. Enzymer

Enzymer er spesielle proteiner som katalyserer bestemte kjemiske reaksjoner i kroppen.
Enzymene virker ved a redusere aktiveringsenergien for reaksjonen og gjgr at reaksjons-
hastigheten gker. Stoffer som pavirkes av et enzym kalles substrat. Enzymet binder seg til
substratet med svake bindinger og dette katalyserer den kjemiske reaksjoner som fgrer til et
produkt. Temperatur og pH pavirker proteinenes form og dette er faktorer som har stor
innvirkning pa enzymenes aktivitet. Ulike enzymer er derfor aktive ved ulike pH-verdier

(Bjalie et al., 1998).

I organismen finnes et vidt spekter av ulike enzymer med forskjellige virkeomrader og
oppgaver. Enzymene har en systematisk navngivning, bortsett fra noen fa unntak. Enzymene
er klassifisert med utgangspunkt i dets funksjon og er fordelt pa seks hovedgrupper;
oksidoreduktaser, transferaser, hydrolaser, lyaser, isomeraser og ligaser, etter arten av den
reaksjon den katalyserer. De har et systematisk nummer og systematisk beskrivende navn som
skal ende pa —ase (Fossum, 2016; Kierulf, 2009). Hovedgruppen er videre fordelt pa
undergrupper og undergruppers grupper (Figur 4).

Enzymene i hovedgruppen hydrolaser katalyserer spalting med vann, og undergruppen
peptidaser katalyserer spaltingen av peptidbindinger 1 proteiner (Fossum, 2016). Peptidasene
deles ofte inn 1 endopeptidaser og eksopeptidaser. Endopeptidaser bryter ned proteiner midt i
molekylet, mens eksopeptidaser spalter peptidbindinger i enden av molekylet. Enzymene som
analyseres 1 denne oppgaven, cathepsinene B, B+L og H, tilhgrer undergruppen cycteine
endopeptidaser (Hauge, 2009; McDonald, 2010). Endopeptidaser finnes hovedsakelig 1
muskelfiber, cytoplasma og ekstracellulaer matriks (nettverk av fiberdannende proteiner og
polysakkarider i vevet rundt cellene) i bindevevet som omgir muskelcellene i fisken. De fleste
endopeptidasene er lysosomale (finnes i lysosomene, membranavgrenset celleorganell) eller
cytosolisk (finnes 1 cytosol), men noen finnes i sarkoplasma og assosieres med myofibriller

eller makrofager (Jiang, 2000).
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Figur 4. Oversikt og gruppeinndeling av enzymene som er inkludert i prosjektet (farget gratt) eller omtalt i oppgaven, slik de
er funnet i fisk.

1.5.1. Proteolytiske enzymer

Proteolytiske enzymer (peptidaser) er funnet i alle levende organismer og 1 alle typer vev. Den
stgrste aktiviteten er funnet i innvoller og lever, men det er ogsa en betydelig aktivitet i
muskelvev (Hultmann, 2003). I levende organismer spiller disse enzymene en viktig rolle i

protein turnoveren (Métyén et al., 2013).

Det er flere proteolytiske enzymer tilstede 1 fiskemuskelen, deriblant cathepsiner, calpainer og
matrix metalloproteaser, som antas a ha en viktig rolle i mgrningsprosessen post mortem
(Ladrat et al., 2003; Okitani et al., 1980). Forelgpig har det ikke satt seg en felles oppfatning
av de komplekse mekanismene som er ansvarlig for post mortem forandringene i
fiskemuskelen (Delbarre-Ladrat et al., 2006), og litteraturen er sprikende. Den synkende
intracelluleer pH post mortem er en mulig arsak til at membranen rundt lysosomene brister
slik at de lysosomale enzymene frigjgres (Ando et al., 2001). Etter dgden forsvinner de
biologiske reguleringsmekanismene av enzymene og de hydrolyserer muskelprotein og lgser

opp rigor mortis (Hultmann, 2003).

Matrix metalloprotease er et proteolytisk enzym som antas a ha en rolle i

nedbrytningsprosessen (Chéret et al., 2007). Enzymet kan bidra til ugnskede forandringer 1



teksturen som blant annet filetspalting som fglge av nedbrytning og svekking av bindevev

med pafglgende blgt fiskemuskel (Ando et al., 1995).

Calpainer har flere funksjoner i biologiske prosesser, blant annet oppbygning av cytoskjelett,
celledifferensiering og apoptose (nedbrytning av celler) (Khorchid & Ikura, 2002). I pattedyr
er post mortem-forandringene knyttet til calpainene, men dette enzymets rolle i fisk er
omdiskutert (Verrez-Bagnis et al., 2002). Det antas at de deltar i muskelnedbrytning post
mortem ved a bryte myofibrillproteiner (Ladrat et al., 2000).

Calpainer er funnet a vare aktive i de forste dagene post mortem med hgy pH, mens
cathepsinenes aktivitet gker gjennom lagringsperioden ettersom pH synker (Li et al., 2012;
Sentandreu et al., 2002). Calpainer kan bli inaktivert nar muskel-pH blir sa lav som 5.5-5.8
(Kanawa et al., 2002). Calpainer og cathepsiner komplementerer trolig hverandre og bidrar i

synergi til hurtig proteolyse av muskelproteiner (Ayala et al., 2010).

1.5.2. Cathepsiner

Det er kjent at lysosomene kan inneholde omkring 13 ulike typer cathepsiner, hvorav
cathepsin B, D, L og H er viktigst i fiskemuskelcellene (Aoki et al., 2000; Sentandreu et al.,
2002).

Cathepsinene syntetiseres 1 cellene som preproenzymer. I etterfglgende synteser fjernes
prepeptiden i lgpet av passasjen til endoplasmatisk retikulum og procathepsiner gjennomgar

en proteolytisk prosess til den far sin aktive, ferdige form (Turk et al., 2000).

Aktiviteten til cathepsinene kontrolleres av flere faktorer, som pH, redoks potensial, mengden
proenzymer/forlgpere og mengden inhibitorer (Sentandreu et al., 2002). Cathepsin B, H og L
er regulert in vivo (levende organismer) av peptidaseinhibitoren cystatin (Turk & Bode,
1991). Cystatin er lokalisert i cytoplasma, adskilt fra cathepsinene, og kan hindre ugnsket

cathepsinaktivitet utenfor lysosomene (Sentandreu et al., 2002).

Cathepsin B, L og H synes a vare allestedsnervarende i celler hos pattedyr (Stoka et al.,
2005). De kan degradere proteiner ogsa utenfor lysosomene, og prosessere andre proteiner
som renin og thyroglobulin (forlgper til thyroidea hormoner) og de er funnet a vere involvert
1 flere sykdommer som kreft, Alzheimers, Multiple Skrerose (Adams et al., 1995) og
muskeldystrofi (Turk et al., 2000).

Hos fisk finnes cathepsinene hovedsakelig i lysosomene og er derfor for det meste inaktive i

levende fiskevev (Delbarre-Ladrat et al., 2006). Det er imidlertid funnet at nivaet av cathepsin



B og L gkte i ketalaks under gyting (Konagaya, referert i Shahidi & Botta, 1994). De er ogsa
funnet som makrofag-aktige fagocytter mellom muskelfibrene og har sterk tilknytning til
blgtgjgringen av muskelen under gyting hos laks (Jiang & Chen, 1999). Det kan tyde pa at de
er viktig for produksjon av gonader under kjgnnsmodning og gyting nar fisk slutter a spise og

bruker proteinene til a produsere gonader.

Cathepsinenes rolle 1 nedbrytningsprosessen post mortem er omdiskuterert (Sentandreu et al.,
2002). Cathepsiner antas a vare involvert i blgtgjgringen av bade patterdyr- og fiskemuskel
post mortem (Bahuaud et al., 2008; Chéret et al., 2007; Martinez et al., 2011; Yamashita &
Konagaya, 1990), ved at de degraderer myofibriller eller bindevev (Ladrat et al., 2003; Sato et
al., 1986; Yamashita & Konagaya, 1990). Hoy cathepsinaktivitet relateres til blgt tekstur 1
Atlantisk laks (Salmo salar) (Larsson et al., 2012) og er funnet a medfgre redusert holdbarhet

pa kveite (Hippoglossus hippoglossus) (Hagen et al., 2008).

Flere studier trekker frem cathepsin B, L, H og D som de viktigste cathepsinene involvert i

aldring av muskelen (Ahmed et al., 2015; Chéret et al., 2007; Delbarre-Ladrat et al., 2006).

Cathepsinene B, B+L og H assosieres vanligvis med muskelceller, men det er oppdaget
cathepsin L 1 blodceller hos flere fiskearter (karpe, amberjack og rgd sea bream)
(Ahimbisibwe et al., 2010). Dersom fisk utsettes for stress fgr slakt som fgrer til pH 1 blodet
synker, kan cathepsin L fra blodet ogsa bidra til hurtigere degradering muskelvev om fisken

ikke slgyes og vaskes (Jacobsen et al., 2015).

Aktiviteten av disse enzymene gker vanligvis med tiden post mortem, og de er svart aktive
ved lav pH (Gaarder et al., 2012). Optimum pH for cathepsin B og L er mellom 5.5- 6.5, og
optimal pH for cathepsin H er under 6.5- 6.8 (Sentandreu et al., 2002). Cathepsin B, H og L
kan bli irreversibelt inaktivert ved pH over 7. pH optimum for det enkelte enzym kan variere

mellom ulike fiskearter (Ahmed et al., 2015).

De tre cathepsinene B, D og L kan ha en synergieffekt pa hverandre ved at enkelte
komponenter kan degraderes nar alle tre enzymene er tilstede, men ikke av hvert enzym alene

(Delbarre-Ladrat et al., 2004).

Molekylvekta til cathepsin B varier mellom ulike arter og hos laks er den funnet a vare 28
kDA. Cathepsin B klyver flere syntetiske substrater og har kapasitet til a degradere Z-Arg-
Arg-MCA og Z-Phe-Arg-MCA. Aktiviteten av cathepsin B er rapportert a vaere 29.7 ganger



hgyere 1 fiskemuskel enn 1 storfekjgtt. Dette sier noe om hvor viktig rolle dette enzymet har i

forbindelse med tekstuelle forandringer i fiskemuskelen (Chéret et al., 2007).

Molekylvekt for cathepsin L er for flere fiskearter (chum salmon (O.keta), blue scad
(Decapterus maruadsi), sglvkarpe (Hypophtalmichthys molitrix), makrell (S. Australasicus)),
funnet a vaere 30 kDA (Ahmed et al., 2015). Cathepsin L er svert sensitiv mot det syntetiske
substratet Z-Phe-Arg-MCA (Barrett & Kirschke, 1981), og har kapasitet til a degradere
mange ulike proteiner og myofibriller (Ahmed et al., 2015). Det er funnet at cathepsin L, men
ogsa cathepsin B i noen grad, er medvirkende i bekjempelsen av enkelte virusinfeksjoner
(Ebert et al., 2002). Aktiviteten til cathepsin L er funnet a vere fire ganger hgyere i muskel
hos sea bass enn i storfekjgtt (Chéret et al., 2007). I forsgk pa makrell er det funnet at
degradering av muskelvev i hovedsak skyldes aktiviteten til cathepsin L (Aoki & Ueno,
1997). Det er funnet signifikant negativ korrelasjon mellom filetfasthet og niva av cathepsin
L-aktivitet i Atlantisk laks, noe som indikerer at det er en relasjon mellom hgy

cathepsinaktivitet og blgtgjgring av muskelen post rigor (Bahuaud et al., 2010).

Tidligere var det vanlig a bruke betegnelsen cathepsin Bz om enzymet som vi i dag kjenner
som cathepsin H. Ifglge Shahidi og Botta (1994) har det en molekylvekt pa 25 kDA og er
svart varmestabilt. Aktiviteten av Cathepsin H kan testes ved bruk av syntetisk substrat Arg-
MCA. Cathepsin H genererer store peptidfragmenter som trenger videre degradering av andre
peptidaser (Ahmed et al., 2015). Det er gjort fa studier med utvinning og identifisering av
cathepsin H i fiskemuskel og storfekjgtt i forhold til studier knyttet til cathepsin B, D og L,
trolig pa grunn av det lave nivaet av dette enzymet i muskel post mortem. Cathepsin H sitt
bidrag til blgtgjgring av fiskemuskelen post morten synes a vare ubetydelig (Chéret et al.,
2007).

1.6. Kvalitet

Omtrent 80% av norsk laks blir eksportert fersk hel med hode (Narings- og
fiskeridepartementet, 2015b), mens en mindre del blir videreforedlet. En gkt blgtgjgring av
fiskekjgttet kan gjgre den for uegnet for prosessering (Mitchie, 2001). Norsk lakseindustri har
som malsetting a gke produksjon av hgyverdige produkter for a oppna hgyest mulig
lgnnsomhet (Elvevoll et al., 1996). Viktige kvalitetsparametere for fisk er mattrygghet,
naringsinnhold, smak, tekstur, farge og egnethet for bearbeiding og holdbarhet (Haard, 1992).
Filetspalting, blek filet og blgt tekstur er hovedarsaken til nedgradering av Atlantisk laks
(Mitchie, 2001).

10



Teksturen 1 fiskemuskelen er en av de viktigste kvalitetsparameterne i fisk for produsenter,
videreforedler og konsumenter (Gjedrem, 1997; Hyldig & Nielsen, 2001; Listrat et al., 2016;
Rasmussen, 2001; Veland & Torrissen, 1999), og pavirkes blant annet av sammensetningen
av muskelfibre, antall fibre og stgrrelse pa muskelfibrene (Mgrkgre, 2008; Vieira et al., 2007).
Teksturen kan variere med art og stamme innenfor samme art (Mgrkgre, 2008), alder,
stgrrelse, erneringsstatus (Dunajski, 1980), temperatur under lagring (Haard, 1992), mengde
kollagen (Sato et al., 1986), fettinnhold (Johansson et al., 2000), sulteperioder (Einen &
Thomassen, 1998), pH (Dunajski, 1980), stress (Sigholt et al., 1997), trening (Totland et al.,

1987) og post mortem faktorer som glykolyse og rigor mortis (Fauconneau et al., 1995).

Det er funnet sammenheng mellom blgt tekstur og filetspalting, men det trenger ngdvendigvis
ikke a veere det (Mgrkgre, 2008; Mgrkegre & Rgrvik, 2001). Muskelkontraksjoner under rigor
medfgrer ofte separering av muskelsegmentene, filetspalting (Dunajski, 1980), og skjer nar
bindevevet ikke greier & holde sammen muskelsegmentene (LavETy et al., 1988). Det er flere
mulige faktorer som pavirker graden av filetspalting, blant annet stress, handtering pre eller
post rigor samt kollageninnholdet i fiskemuskelen (Kristoffersen et al., 2006). Mye tyder pa at
de underliggende grunnene til at blgt tekstur og spalting oppstar ikke er fullt ut forstatt,

spesielt for spalting, da det er en del motstridende funn pa omradet (Jacobsen et al., 2015).

Fargen pa muskulaturen hos Atlantisk laks er ogsa et svert viktig kvalitetskriteria (Kiessling
et al., 2004). Rgdfargen kommer hovedsakelig fra fortilsetning av carotenoiden astaxathin
som binder seg til aktomyosin-komplekset 1 fiskemuskelen (Henmi et al., 1990). 1
lakseoppdrett utgjgr kostnader til syntetiske fargestoffer en betydelig andel av de totale
forkostnadene (Torrissen et al., 1995). Farge og avsetning av astaxanthin avhenger av flere
faktorer, blant annet biotilgjengelighet (Torrissen, 1985), foringsregime (Einen et al., 1999),
fettinnhold (Torrissen, 1985), tetthet pa muskelfiber (Johnston et al., 2000) og kjgnnsmodning
(Reid et al., 1993), fiskestgrrelse, vekstrate, genetiske faktorer og modningsstatus (Ando et al
1985, Torrisen & Torrisen 1985, Torrisen & Navdal 1984 og Blanc & Choubert 1985 refert i
Torrissen et al., 1995).

1.7. Svemmetrening og pavirkning pa vekst, kvalitet og enzymer

Svgmmetrening blir oppfattet & ha positiv effekt pa fiskevelferden, og det er rapportert at
trening gker vekst og proteindeponering hos flere arter av laksefisk (Castro et al., 2011;
Farrell et al., 1990; Houlihan & Laurent, 1987). Svgmmetrening kan ogsa gi en mer robust

fisk med bedre evne til & motsta sykdom (Castro et al., 2011), en mer homogen vekst innad i
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gruppa (Jobling et al., 1993), redusert stress (Boesgaard et al., 1993) og mindre aggressiv
adferd (East & Magnan, 1987; Jobling et al., 1993). Svgmmetrening kan ha positiv effekt pa
kvalitet, og i en studie hvor en gruppe laks (Salmo salar) ble holdt i forhgyet strgmhastighet
fikk 9.2% flere superior kvalitet ved fastsettelse av kvalitetsnorm enn laksen i

referansegruppen (Totland et al., 1987).

I forhold til vekst finnes motstridende studier pa omradet og i forsgk pa kongelaks (O.
Tshawytscha) og rgdlaks (O. Nerka) ble det ikke registrert positiv effekt av trening pa vekst
(Dougan, 1993). I forsgk utfgrt pa torsk Gadus morhua hadde heller ikke trening innvirkning
pa vekst, noe som ifglge forfatterne kunne komme av for lav svgmmehastighet (Bjgrnevik et

al., 2003).

Svgmmetrening er vist a kunne gi gkt diameter pa muskelfibrene i hvit (Davison, 1994;
Hinterleitner et al., 1992; Totland et al., 1987) og réd muskulatur hos fisk (Séanger, 1992). Det
antas at trening har positiv effekt pa tekstur (Totland et al., 1987) og protein turnover i
regnbuegrret (Houlihan & Laurent, 1987) og det kan redusere stress (Boesgaard et al., 1993).
Dersom fisk utsettes for stress fgr slakt kan dette pavirke enzymaktiviteten i muskulaturen.
Forsgk har vist at aktiviteten av cathepsin B og genuttrykk for cathepsin L og B gker i
muskelen hos Atlantisk laks som blir utsatt for stress fgr slakt (Bahuaud et al., 2010). Forsgk
pa torsk har imidlertid vist at stress ikke har samme effekten. Torsk skiller seg imidlertid fra
andre fiskearter som for eksempel laks og det har vist seg at torsk pavirkes mindre av stress

fgr slakt (Hultmann, 2012; Hultmann, 2015).

Det bgr forskes mer pa enzymniva i muskel og hvordan dette pavirkes av ulike
svgmmehastigheter. Svgmmetrening og pavirkning av cathepsinaktivitet er det ikke gjort
mange studier pa, om noen. Det er fortsatt mange ubesvarte spgrsmal knyttet til biokjemi og
trening og det finnes motstridende studier pa omradet. Det er funnet at intracellulere
peptidaser har gkt genuttrykk ved endring i tekstur (Larsson et al., 2012). Nar vi vet at trening
har innvirkning pa tekstur er det interessant a undersgke om trening ogsa pavirker nivaet av
proteaser, da disse sannsynligvis har betydning for tekstur. Det er viktig a fa mer kunnskap
om laksens behov og drift av lukkede systemer for a sikre god vekst, fiskehelse og velferd
samt kvalitet pa sluttproduktet. Hovedmalet med denne oppgaven var a undersgke om
aktiviteten av enzymene cathepsin B, L og H i laksemuskel pavirkes av ulike
strgmhastigheter, og hvordan enzymaktiviteten samvarierer med fiskestgrrelse og ulike

kvalitetsvariabler som tekstur, filetspalting, farge, protein, fett og vann.
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2.0 Material og metode
2.1. Fiskens historie

I dette prosjektet ble laks (Salmo salar) holdt 1 lukkede minimerder med to ulike
strgmhastigheter pa lokalitet 10898 Lamholmen i Brgnngy kommune, Nordland, 65.5°N
12.1°E.

Fisken kom opprinnelig fra settefiskanlegget 13183 Saglifossen tilhgrende Bindalssmolt AS i
Bindal kommune i Nordland. I november 2014 ble smolt transportert fra Saglifossen og satt ut
i lukkede merder pa lokalitet 33837 Mgllebogen i Bindal kommune. 20. mai 2015 ble fisken
som skulle vere med i det kommende forsgket transportert med brgnnbat og satt ut i en lukket

merd pa lokalitet Lamholmen.

Den 27. og 28. mai 2015 ble 1800 laks (889 + 114 g, 41,6 £ 2 cm) tatt ut og fordelt pa seks
lukkede sméaskala merder pa 30 m?, 300 individer i hver merd. 10. juni 2015 ble det pésatt to
ulike strgmhastigheter.

Fisken ble foret 5 ganger daglig ved hjelp av Betten feeders S1 (Betten Maskinstasjon AS,
Norge) med 7 mm pellets fra Skretting AS.

Temperatur, oksygen, pH og saltholdighet ble malt med smarTROLL Multiparameter
Handheld (In-Situ inc, USA) og OxyGuard CO; Analyzer (OxyGuard International A/S,

Denmark). Sensorer var plassert pa 2 meters dyp, 1 meter fra merdveggen.

Temperaturen 1 merd 2 1 perioden 1. juni til 18. november 2015 varierte mellom
minimumstemperatur pa 8.7°C og maksimaltemperatur pa 14.2°C (Figur 5).

Gjennomsnittstemperatur under forsgket var 10.85°C.

Gjennomsnittlig opplgst oksygen varierte 1 de seks merdene fra 87.2 % metning til 94.4%.

Oksygennivaet var aldri under talbar grense i forsgksperioden

Akkumulering av CO2 og ammonium var moderat og langt under akseptabelt niva gjennom
forsgksperioden: pH>7,5 indikerer en CO»- konsentrasjon under 3 mg/L. og en maksimal TAN

konsentrasjon pa 0.7 mg/L, noe som svarer til mindre enn 1 ug NH3-N/L.
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Figur 5. Temperaturregistreringer i °C merd nr 2 perioden 1. juni til 18. nov 2015.

Merdene hadde kontinuerlig vannutskiftning, estimert vannutskiftningshastighet var 250-275
1/min for hvert bur. Fisketetthet var omtrent 9 kg/m® ved starten av forsgket, og gkte til

omtrent 25 kg/m?® pa slutten av forsgket.

2.2. Stromhastighet

Strgmhastighet ble pasatt ved hjelp av horisontalt monterte innlgpsrgr og en ekstra ventil.
Strgmhastighet ble malt ukentlig ved hjelp av Flow Rate Sensor LQ2-LE, koblet til Labquest
2 (Vernier Software & Technology, US). Merd 2, 3 og 4 hadde lav strgmhastighet og 5, 6 og 7
hadde hgy strgmhastighet, dvs 8 og 22 cm/s som tilsvarer 0.2 og 0.5 kroppslengde per sekund
(KL/s) ved start av forsgket, og 0.1 og 0.4 KL/s ved forsgksslutt. Vann ble hentet fra 25 m
dyp.

2.3. Proveuttak

Det ble gjennomfgrt tre proveuttak for cathepsinanalyser og kvalitetsanalyser, ved oppstart
10. juni, midtuttak 25. august og sluttuttak 17. november 2015.

Fisken ble sultet 1 dag fgr hvert uttak.

Laks ble samlet inn med orkastnot, havet ut og bedgvet med MS222 Tricaine methane
sulphonate (50 mg/L). Det ga en innsovningstid pa ca 1,5 til 2 minutter og samme lengde pa

oppvakningstid.

All fisk ble veid (£ 1g) og lengdemalt (+ 0.5 cm) ved fordeling i merder 27.- 28. mai og ved
avslutning 17. november. I midtuttaket 25. august ble 50 fisk per merd veid og malt. 15 fisk

ble tatt ut fra hver merd til analyse av henholdsvis cathepsiner og kvalitet den 10. juni og 25.
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august. Pa grunn av tekniske problemer ble merd 3 og 5 tatt ut av forsgket i oktober, og ved
sluttuttak 17. november er kun fisk fra merd 2, 4, 6 og 7 veid og malt, samt tatt ut til enzym

og kvalitetsanalyser (Tabell 1).

Tabell 1. Antall fisk analysert for henholdsvis cathepsinaktivitet og kvalitetsvariabler fra de ulike merdene for samtlige uttak
og stromhastighet i hver enkelt merd.

Juni August November

Merd nr Cathepsin Kvalitet Cathepsin Kvalitet Cathepsin Kvalitet
2 (8 cm/s) 15 15 15 15 15 15
3 (8 cm/s) 15

4 (8 cm/s) 15 15 15 15 15 15
5 (22 cm/s) 15

6 (22 cm/s) 15 15 15 15 15
7 (22 cm/s) 15 15 15 15 15

2.4. Forberedelser grovlab Bronngysund

De 15 fisk per merd til enzym og kvalitetsanalyser ble individuelt merket med sauemerke i
gjellen, for gjellebue ble kuttet og fisken fikk blg 1 en halvtime i friskt sjgvann fgr slgying og
vasking. Deretter ble de malt for lengde og vekt fgr fisken ble slgyd og kjgnn registrert.
Slgydvekt ble sa registrert og fisken pakket i isoporkasser med is, for de ble sendt med
Hurtigruta til Nord Universitet og plassert i et kjglerom i +4°C.

2.5. Forberedelser lab Nord Universitet

5 dager post mortem ble fisken filetert. Hele venstre filet ble brukt til analyse av filetspalting.
Farge ble malt i Norsk kvalitetssnitt (NQC) fra venstre filet, og deretter ble to muskelblokker
skjart ut for analyse av skjerekraft. NQC fra hgyre side ble homogenisert 1 en foodprosessor
og brukt til senere analyse av aktivitet av cathepsin B, B+L og H og kjemisk innhold av fett,
protein og vann. Homogenisert fiskemuskelmasse ble frosset ned i zip-poser ved -80°C for

senere enzymanalyser.

2.5.1. Filetspalting

Maling av filetspalting ble vurdert visuelt i hele fileten i henhold til Johnson et al. 2011.
Maling ble gjort etter en skal fra 0-4.0: O er ingen spalting; 0.5 er 1-3 sma spalter (<0.5 cm) i
myoseptet; 1.0 er 4-6 sma spalter; 1.5 er 7-9 sma spalter eller 1-3 medium spalter (0.5-1.5
cm); 2.0 er >10 sma spalter eller 4-6 medium spalter; 2.5 er 7-9 medium spalter eller 1-2 store
spalter (>1.5 cm); 3.0 er >10 medium spalter eller 3-5 store spalter; 3.5 er >6 store spalter; og

4.0 er ekstrem spalting (myotomene faller fra hverandre).
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2.5.2. Farge

Farge ble malt instrumentelt ved bruk av Spectrophotometer CM700d (Konica Minolta,
Japan). Malingene ble utfgrt pa tre ulik plasser rett over lateral linje av NQC. Fargen ble
karakterisert ved a bruke L a b systemet der L* variablen representerer lyshet (L*=0 for svart,
L*=100 for hvit), a* representerer rgd/grgnn (a* positiv representerer rgd farge og a* negativ

representerer grgnn farge), og b* representerer gul/bla (henholdsvis positiv og negativ).

2.5.3. Tekstur

Til & male tekstur ble det brukt en TA-XT2 PLUS texture analyzer med Texture Expert
Exceed 2.52 software (Stable Micro System, England) som var utstyrt med Warner-Bratzler
skjere blad (Zwick, USA). Teksturanalysene ble utfgrt i duplikater. En bit pa 25x25x10 mm
ble skaret ut av fileten med kniv. Skjerebladet pa 3x70 mm ble presset ned pa muskelbiten i
90° vinkel. Hastigheten pa skjarebladet var konstant pa 1 mm/s og skar 120 % gjennom biten.

Maksimal skjerekraft ble malt i Newton.

2.5.4. Vann

Vanninnhold ble funnet ved a tgrke homogenisert muskelmasse. Aluminiumsbeger ble merket
og veid fgr muskel (5 g + 0.05 g) ble veid opp i samme beger. Prgven ble tgrket i ovn pa 105
°C i 20 timer. Prgven ble etter dette veid pa nytt for a finne tgrrvekt. Vanninnhold ble funnet

ved hjelp av fglgende formel:

Vatvekt — Torrvekt «
Vatvekt

100

Vanninnhold (%) =

2.5.5. Protein

Proteininnhold ble funnet ved hjelp av Kjeldahls metode. Homogenisert muskelmasse ble
veid opp (1 g £ 0.05 g) pa nitrogenfritt veiepapir (Kjeltec weighing boat) (GE Healthcare life
science whatman, UK) og overfgrt til store provergr. 2 Kjeltabs etterfulgt av 15 ml konsentrert
svovelsyre (98%) ble tilsatt hvert prgvergr under avtrekksskap. Prgvene ble kokt 1 45 minutter
pa Foss Tecator 2020 digestor (Foss Analytical AB, Sweden) kokeblokk pa 420°C. 75 ml
destillert vann ble tilsatt etter at tubene var avkjglt. Laksens proteininnhold ble analysert i

Kjeltec 2300 (Foss Analytical AB, Sweden) ved bruk av en faktor pa 6.25.
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2.5.6. Fett

Fettinnholdet ble funnet ved a ekstrahere ut fettet med etylacetat. Homogenisert fiskemuskel
(5%0.05 g) ble veid inn og overfgrt til porselensmorter sammen med 20 g vannfritt
natriumsulfat. Dette ble blandet sammen og overfgrt til en 100 ml glassflaske med tett lokk,
og tilsatt 50 ml etylacetat. Glassflasken stod til ekstrahering pa ristebord i 1 time. I
avtrekksskap ble 20 ml av prgven filtrert gjennom et filter (12-15 um) (VWR international,
Belgium) til en malesylinder. 20 ml filtrat ble pipettert til en inndampningsskal, inndampet pa
vannbad 100°C i 15-20 minutter, tgrket tgrkeskap ved 105°C i 15-20 minutter fgr den ble
avkjglt 1 eksikator og veid. Fettinnhold ble beregnet ut fra fglgende formel:

10300 X inndampet (g)
(40 — 2.17 X inndampet (g)) X innveid (g)

Fettinnhold (%) =

2.6. Enzymanalyser cathepsin B, B+L og H

Analysene ble gjennomfgrt etter prosedyrer utarbeidet av @rjan Hagen (Hagen et al., 2008),
som er en modifisert metode etter Barrett & Kirschke (1981). Dette er en indirekte metode
hvor man maler enzymaktiviteten som mengden akkumulert produkt i Igpet av inkuberingen.
Produktet er AMC, cyclohexanamine. Alle substratene har samme AMC-gruppe, men ulike

bindingsseter, og er enzymspesifikke.

2.6.1. Enzym ekstraksjon

Homogenisert muskel av laks (1 g +0.05 g) ble veid opp 1 10 ml plasttuber. Det ble tatt
parallelle prgver av hver fisk. Prgvematerialet ble holdt pa is gjennom hele analysen for a
hindre at temperatur pavirket enzymaktiviteten. Muskelen ble videre homogenisert med 5 ml
kald ekstraksjonsbuffer (50 mM NaOAc, pH 5.0 1 mM Na;EDTA, 100 mM NaCl, 0.2%
Tween 20 eller CHAPS w/v) i til sammen 30 sekunder 1 en Polytron PT 1200 (Kinematica
AG, Luzern, Sveits). Ekstraksjonsbuffer ble tilsatt og muskelmassen homogenisert i to
omganger; 2,5 ml og 15 sekunder hver gang. 1.5 ml av den ekstraherte fiskemuskelen ble
overfgrt til gjennomsiktige eppendorfrgr. Prgvene fikk hvile pa is i 10 minutter fgr
sentrifugering i 30 min ved 20.000g i 4°C. Lipidlaget pa toppen av prgven ble fjernet ved
hjelp av vakuum. 0.6 ml supernantant, veesken som var igjen etter sentrifugering og som
inneholdt de vannlgselige proteinene, ble pipettert ut og fordelt i to nye eppendorfrgr for
videre analyser. Fgrste 0.3 ml gikk til hovedprgven for analysen. Den sekundare

pipetteringen av 0,3 ml gikk til en back-up.

Prgvene ble frosset ned 1 -80°C for senere spektrofotometrisk enzymanalyse.
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2.6.2. Spektrofotometrisk enzymanalyse

Enzymene ble aktivert med assay buffer (Tabell 2). 975 ul assay buffer og 25 pl supernantant
ble tilsatt hver kuvette og fikk hvile i to minutter fgr 1000 ul substrat (Tabell 3) for det
respektive enzymet som skulle analyseres ble tilsatt. Hver fisk ble analysert i duplikater og
analysert for henholdsvis for cathepsin B, B+L og H. Ferdig laget assaybuffer og substrat ble
holdt i vannbad pa 30°C.

Tabell 2. Sammensetning og pH for cathepsin B, B+L og H assay buffer.

Cathepsin B (pH 6.6) Cathepsin B+L (pH 6.0) Cathepsin H (pH 6.6)
200 mM Na-phosphate 200 mM NaOAc 200 mM Na-phosphate
2 mM Na,EDTA 2 mM Na;EDTA 2 mM Na;EDTA
0.05% Tween-20 0.05% Tween-20 0.05% Tween-20

4 mM DTT#* 4 mM DTT#* 4 mM DTT#*

*DDT tilsettes ferskt rett fgr bruk.

Tabell 3. Sammensetning enzymspesifikke substrater.

Enzym Substrat

Cathepsin B benzyloxycarbonyl-Arg-Arg-7-(4-methyl)coumaryl-amide
FW 621.7 (25 mg in 4.02 ml DMSO)

Cathepsin B+L benzyloxycarbonyl-Phe-Arg-7(4-methyl)coumaryl-amide
FW (5§ mg in 3.85 ml DMSO, 10 mM Igsning)

Cathepsin H HoN-Arg-7-(4-methyl)coumaryl-amide.

FW 331.4 (5 mg in 1.51 mil DMSO)

Analysene ble utfgrt i en fluoresserende spektrofotometer av typen VARIAN CoryEclipse
Fluoressence Spectrophotometer (Holger, Oslo, Norge/Agilent Technologies, USA). Kuvetter
med magnetblander ble plassert i spektrofotometeret. Temperaturen var 30°C, innstilling for
excitiation og emission wavelength var henholdsvis 380 og 460 nm. Innstilling for Excitiation
og emission slit gap var 15/10 nm. Varighet pa analysen var satt til 2 minutter med data

intervall pa 0.10 min. Responsvidde var 0.5 min.

Resultatene ble avlest fra programvare. Cathepsinaktiviteten var oppgitt i mmol av 7-amino-
4-methylcoumarin, AMC, per min per gram vat masse; en enhet av enzymaktivitet er definert

som mengden som hydrolyserer 1 mmol av substrat per minutt ved 30°C.

2.7. Statistiske analyser
For statistiske analyser ble SPSS Statistics 24 (IBM, 2016) benyttet, og figurer som
omhandler data er prosessert i Excel (Microsoft, 2013). Datamaterialets gjennomsnittsverdier

med tilhgrende standardavvik ble beregnet. Ekstremverdier ble sortert ut av datamaterialet
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ved hjelp av explore-funksjon 1 SPSS. Data i figurer og tabeller vises som gjennomsnitt +

standardavvik.

Datamaterialet ble analysert for normalitet ved bruk av Kolmogorov-Smirnov og Shapiro-
Wilk test. Homogenitet i varians mellom grupper ble testet ved bruk av Levenes test som er
en parametrisk test. Dersom verdiene i gruppen ikke var normalfordelt og det var ulik varians
mellom gruppene (signifikant ulikhet), ble det kjgrt en ikke-parametrisk Mann-Whitney U
Test.

Enveis variansanalyse (ANOVA) ble brukt for a teste eventuelle forskjeller mellom lav og

hgy strgmhastighetsgruppene.

Pearsons korrelasjonstest er benyttet for a finne om det er korrelasjon mellom enzymaktivitet

og vekt og lengde, tekstur, filetspalting, farge og vann-, protein- og fettinnhold.

Signifikansniva var satt til p<=0.05 for alle testene.
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3.0. Resultater

3.1. Vekt og lengde
Det ble funnet signifikante forskjeller (p<0.001) for vekt i siste uttak. Det ble ikke funnet
signifikante forskjeller for lengde (Tabell 4).

Tabell 4. Gjennomsnittlig vekt (g) og lengde (cm) for laks som har gdtt under henholdsvis lav og hgy stromhastighet, tatt ut
27.-28. mai (n=1800), 26. august (n=300) og 17. november (n=865). a og b indikerer signifikante forskjeller mellom vekst pa
hoy og lav strgmhastighet pa 0.001 niv.

Mai August November
Vekt Lengde Vekt Lengde Vekt Lengde
Lav 884 + 112 41.5+1.6 1395 + 280 48.6 £2.7 2782 + 547* 589+38
Hgy 893 + 115 41.8+24 1442 + 260 49.1+£23 2996 + 567° 58.7+4.8

I mai var gjennomsnittlig vekt (g) og lengde (cm) for hele uttaket sammenslatt 889 + 114 og

41.6 £ 2.0, og tilsvarende sammenslatte data i november var 2892 + 567 og 58.8 +4.3.

3.2. Cathepsinaktivitet

For cathepsin B var det totale gjennomsnittet for hvert uttak 1040 £ 123 i juni, 868 + 254 i
august og 779 + 203 mmol AMC min' g'! i november. Cathepsin B+L hadde en
gjennomsnittlig enzymaktivitet pa 563 £ 110 i juni, 427 + 140 i august og 377 +£93 i
november. Cathepsin H hadde en gjennomsnittlig enzymaktivitet pa 319 + 116, 331 £ 229 og
230 £ 131 for henholdsvis juni, august og november (Tabell 9 a, b og c, i vedlegg).
Gjennomsnittlig aktivitet sank for alle de tre cathepsinene utover i forsgket. Prosentvis
nedgang for aktiviteten av cathepsin B, B+L og H var henholdsvis 25.1 %, 33.0 % og 27.9 %
fra juni til november. I august hadde hgyhastighetsgruppa signifikant hgyere aktivitet for
cathepsin B og B+L sammenlignet med lavhastighetsgruppa. I november var det motsatt, alle
cathepsinene hadde signifikant lavere cathepsinaktivitet i hgyhastighetsgruppa (Figur 6 a, b
og c). Cathepsinaktiviteten var hgyest i lavhastighetsgruppa ved slutten av forsgket.
Prosentvis nedgang i enzymaktivitet fra lavhastighetsgruppen til hgyhastighetsgruppen 1
november var 28.1 %, 17.9 % og 35 % for henholdsvis cathepsin B, B+L og H.
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Figur 6. Gjennomsnittlig aktivitet av cathepsin B (a), B+L (b) og H (c) malt i tre ulike uttak gjennom forsgksperioden. Bld
soyle illustrerer gjennomsnittverdier ved lav stromhastighet og rgd spyle illustrerer gjennomsnittverdiene ved hgy
stromhastighet. Standardavviket er ogsa illustrert. * indikerer om det er signifikante forskjeller mellom cathepsinaktivitet pa
hoy og lav stromhastighet pa henholdsvis 0.01-nivad (**) og 0.05-niva (*).
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Det ble funnet signifikant positiv korrelasjon mellom aktiviteten til cathepsinene B, B+L og

mellom H (p<0.01) (Tabell 5).

Tabell 5. Korrelasjonskoeffisienter mellom aktivitet av cathepsin B, B+L og H sammenslatt alle uttak (n=180). Signifikant
sammenheng pa 0.01-nivd er markert med **.

Cathepsin B Cathepsin B+L Cathepsin H
Cathepsin B 1 377 ,362%
Cathepsin B+L 377 1 ,232™
Cathepsin H 367 ,232" 1

3.3. Korrelasjoner mellom cathepsin og utvalgte kvalitetsvariabler

3.3.1. Korrelasjoner mellom cathepsinaktivitet og vekt og lengde

Enzymaktiviteten og vektregistreringene for uttakene i hele forsgksperioden viser en tydelig
sammenheng mellom aktivitet og vekt for samtlige cathepsiner (Figur 7 a, b og c). Det er
signifikant korrelasjon mellom fiskestgrrelse og enzymaktivitet (Tabell 6). Alle enzymene,
cathepsin B (r=-0.549, p<0.01), B+L (r=-0.485, p<0.01) og H (r =-0.247, p<0.01), viste

negativ korrelasjon med fiskestgrrelse. Liten fisk har stgrre enzymaktivitet enn stor fisk.

Det ble gjort tilsvarende funn for enzymaktivitet og lengde. Enzymene viste negativ

korrelasjon med lengde, og kort fisk har stgrre enzymaktivitet enn lang fisk (Tabell 6).

Tabell 6. Korrelasjonskoeffisient mellom aktivitet av cathepsin B, B+L og H og vekt/lengde (n=150). Signifikant
sammenheng pa 0.05-niva er markert med *, og signifikant sammenheng pa 0.01-niva er markert med **.

Cathepsin B Cathepsin B+L Cathepsin H
Vekt -,549™ -,485™ =247
Lengde -,526™ -,516™ -,240™
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Figur 7. Sammenhengen mellom aktivitet av cathepsin B (a), B+L (b) og H (c), og vekt med trendlinje alle tre uttak (n=180)
sammenslatt. Halvparten av fisken i uttak i august er ikke de samme individer. Formel for trendlinja og R-kvadrert verdi er
vist i diagrammet.
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3.3.2. Korrelasjoner mellom cathepsinaktivitet og tekstur/filetspalting

Det ble ikke funnet signifikant sammenheng mellom enzymaktivitet og tekstur (n=90), men
det ble funnet signifikant positiv forskjell mellom filetspalting og aktivitet for alle
cathepsinene (n=150). Cathepsin B (r=0.311, p<0.01), B+L (r= 0.375, p<0.01) og H (r = 185,
p<0.05) viste positiv korrelasjon med filetspalting. Fisk med mye spalting har stgrre

enzymaktivitet enn fisk med lite spalting.

3.3.3. Korrelasjoner mellom cathepsinaktivitet og farge

Det ble ikke funnet signifikant korrelasjon mellom enzymaktivitet og L- verdi.

Det ble imidlertid funnet signifikant negativ korrelasjon mellom enzymaktivitet og a*- verdi

(rg¢dhet) og b*- verdi (gulhet) (Tabell 7).

Tabell 7. Korrelasjonskoeffisienter mellom aktivitet av cathepsin B, B+L og H og farge mdlt som L-, a*- og b*- verdier

(n=150). Signifikant sammenheng pd 0.05- nivd er markert med *, og signifikant sammenheng pa 0.01- niva er markert med
koK

Cathepsin B Cathepsin B+L Cathepsin H
L-verdi 0.064 0.027 0.031
a*-verdi 421 - 457 -,182"
b*-verdi -,290™ -,230™ -2177

3.3.4. Korrelasjoner mellom cathepsinaktivitet og vann-, protein- og fettinnhold

Det ble funnet en sammenheng mellom cathepsinaktivitet og innhold av vann, protein og fett.
Cathepsinaktiviteten var positivt korrelert mot vann (p<0.01) (Tabell 8). Enzymaktiviteten
gker med gkende vanninnhold. Cathepsin B og B+L viste positiv korrelasjon mot protein
(p<0.01), men det ble ikke funnet korrelasjon mellom cathepsin H og protein. Aktiviteten av
cathepsin B og B+L gker med gkende proteininnhold. Det ble funnet negativ korrelasjon
mellom aktiviteten av alle cathepsinene og fett (p<0.01). Cathepsinaktiviteten synker med

gkende fettinnhold.

Tabell 8. Korrelasjonskoeffisienter mellom aktivitet av cathepsin B, B+L og H, og vann-, protein- og fettinnhold (n=150).
Signifikant sammenheng pa 0.01-niva er markert med **.

Cathepsin B Cathepsin B+L Cathepsin H
Vann 4617 3217 297"
Protein 366" ,494™ 0.091
Fett -,480™ -,388™ -,289™
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3.3.5. Korrelasjoner mellom cathepsinaktivitet og kjpnn
Det ble ikke funnet signifikant korrelasjon mellom aktiviteten av cathepsin B og B+L og
kjgnn. Cathepsin H viste en negativ korrelasjon med kjgnn (r = -0.181, p<0.05, n=150), noe

som betyr at aktiviteten av cathepsin H er noe hgyere i hunnfisken.
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4.0. Diskusjon

Nar strgmhastigheten gker ma fisken svgmme tilsvarende hurtigere for a opprettholde sin
posisjon og unnga a havne i karveggen (D. Johansson et al., 2014). Det kan vere vanskelig a
fa til lik strgm i hele merden (Solstorm et al., 2015) og i sirkuleere kar kan vannstrgmmen
vare hele tre ganger hgyere mot karveggene enn i senter (Duarte et al, 2011). Solstorm et al.
(2015) anser lengdestrgmsrenner & gi et mer korrekt bilde av faktisk strgmhastighet og en
jevnere strgmhastighet i enheten. Vanskeligheter med @ male homogeniteten i vannstrgmmen
og faktisk svemmehastighet i sirkulare kar kan derfor forklare hvorfor det finnes sprikende

resultater i litteraturen.

Vare funn med hgyere vekst med gkt strgmhastighet er i samsvar med flere andre studier
(Bugeon et al. 2003, Lefevre, & Fauconneau, 2003; Castro et al., 2011; Christiansen &
Jobling, 1990; Davison, 1997; Totland et al., 1987). Yngel av Atlantisk laks er funnet a ha
best tilvekst pa svgmmehastighet tilsvarende 1.5 KL/s (Jgrgensen & Jobling, 1993). For pre-
smolt fant Castro et al (2011) 20% gkt vekst nar laksen matte svgmme kontinuerlig eller i
intervaller i hastigheter tilsvarende 0.8-1.0 KL/s sammenlignet med kontrollgruppen (0.05
KL/s). Solstorm et al. (2015) fant maksimal vekst pa svgmmehastigheter tilsvarende 0.8 KL/s
hos post-smolt av Atlantisk laks 1 forhold til referansegruppen (0.2 KL/s). Ved hgyere
svommehastigheter (1.5 KL/s) ble veksten redusert.

For grret (Salmon gairdneri) er det funnet at maksimal tilvekst var ved svgmmehastighet
tilsvarende 1 KL/s (Walker & Emerson, 1978). Svgmmetrening gir ogsa en mer robust fisk,
og en robust fisk vokser bedre (Castro et al., 2011). @kt svgmmehastighet er vist & gi mindre
aggresjon (East & Magnan, 1987) og agonistisk oppfe@rsel krever mer energi (Adams et al.,
1995). Dette kan forklare noe av den gkte veksten ved gkt strgmhastighet. I tillegg bidrar
svgmmetrening til bedre forutnyttelse og at appetitten gker slik at fisken spiser mer (Davison

1989 referert 1 Davison, 1997).

En annen studie viste at hgyere strgmhastighet i 8 mnd hadde betydelig effekt pa vekst og
muskelsammensetning hos Atlantisk laks. @kt stremhastighet ga en vektgkning pa nesten
40% i forhold til referansegruppen. Maling av fiberstgrrelse i r¢d og hvit muskulatur viste at
den stgrste forskjellen i vekst fantes i hvit muskulatur (Totland et al., 1987). Dette kan vere
en medvirkende arsak til at svgmmetrening gir gkt vekst. Det er lite informasjon som
forklarer mekanismene som bidrar til at svgmmetrening gir gkt vekst, men kvantitative og

kvalitative endringer 1 muskulaturen bidrar til denne veksten (Palstra & Planas, 2011).
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Svgmmetrening er vist a gi hypertrofi av muskelceller (Davison, 1997; Totland et al., 1987),

men det er usikkert om det ogsa kan bidra til hyperplasi.

For a oppna maksimal effekt pa tilvekst med svgmmetrening er det viktig at fisken ikke blir
overtrent og det er en gvre grense for nar gkt strgmhastighet gar pa bekostning av fiskevelferd
og vekst (Davidson & Goldspink, 1977; East & Magnan, 1987; Farrell et al., 1991; Jgrgensen
& Jobling, 1993; Solstorm et al., 2015). Overtrening fgrer til hgyt energibruk som gjgr at
fisken ikke klarer a opprettholde vekst, energien brukes til 4 opprettholde svgmmehastigheten

(Solstorm et al., 2015).

Vare resultater ga hgyest vekst ved 0.5 KL/s, og sett i lys av andre arbeider er det kanskje

sannsynlig at optimal svgmmehastighet for stor Atlantisk laks ligger mellom 0.5 og 1.0 KL/s.

I vart prosjekt fant vi lavere cathepsinaktivitet i hgyhastighetsgruppa enn i
lavhastighetsgruppa i november (23 uker etter forsgksstart). Tatt i betraktning at cathepsin B
og L antas a vere de viktigste bidragsgyterne til degradering av protein i fiskemuskelen
(Delbarre-Ladrat et al., 2006), at proteolytiske enzymers aktivitet pavirker tekstur (Bahuaud et
al., 2008; Chéret et al., 2007; Larsson et al., 2012) og at svgmmetrening antas a ha positiv
effekt pa tekstur (Totland et al., 1987) var det forventet a finne lavere aktivitet av cathepsin B
og B+L i hgyhastighetsgruppen enn i lavhastighetsgruppen. Det har ikke lyktes a finne
tilsvarende studier som kan legges til grunn som direkte forklaring, men det kan stilles
spgrsmal om vare funn kan skyldes at trening medfgrer lavere produksjon av cathepsin, eller
om muskulaturen blir mindre tilgjengelig for proteolytisk nedbrytning nar den er veltrent. |
fglge Yates et al. (1983) kan enzymaktivitet pavirkes av forandringer i pH og intramuskulaer
1onestyrke 1 muskelen post mortem, eller av at ph og endringer i ionestyrke former
myofibrillproteinene pa en mate som gjgr de mer mottakelig for proteolytisk kutting. I fglge
Hagen et al. (2008) er ikke de biologiske faktorene som fgrer til gkt cathepsinaktivitet kjent,
men det kan komme av en gkning i aktivering og sekresjon av cathepsin proenzymer som er
lagret 1 lysosomene, gkt transkripsjon, redusert mengde inhibitorer 1 muskulaturen eller en
kombinasjon av disse. Nomata et al. (1985) rapporterte om en senking av spesielle inhibitorer
for blant annet calpainaktivitet i muskulaturen hos kjgnnsmoden ketalaks i sammenlignet med
umoden laks, og det kan stilles spgrsmal om de samme faktorene kan pavirke
cathepsinaktiviteten. Det er mulig at pH ogsa pavirker dannelse av enzymer (Olsson et al.,
2003), og at muskelstrukturen endres av trening slik at den blir mindre tilgjengelig for

proteolytisk nedbrytning.
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Cathepsinaktiviteten korrelerer med fiskestgrrelse i var studie, og en arsak til at vi sa lavere
cathepsinaktivitet 1 hgyhastighetsgruppa kan vare at denne fisken er stgrre. At fisk som
tvinges til a svgmme hurtigere har lavere cathepsinaktivitet kan skyldes at den vokser raskere,
er mindre aggressiv eller at fisken er sa opptatt av a bygge muskler at andre metabolske
aktiviteter overstyres, eller en kombinasjon av disse. Cathepsinanalyser av de ulike uttak viser
ogsa at aktiviteten reduseres for alle enzymene mot slutten av forsgket. Det kan forklares med

at fisken vokser da stgrre fisk har lavere enzymaktivitet.

Cathepsin H er ansett & vere ubetydelig i fiskemuskelen (Chéret et al., 2007), og det var ikke
forventet a finne sarlig aktivitet av denne, eller forskjell mellom gruppene pa hgy og lav

strgmhastighet. Det fantes likevel forskjell i aktivitet av cathepsin H.

Bahuaurd et al. (2008) fant signifikant korrelasjon mellom enzymaktivitet av cathepsin B og
L og degradering av muskel hos Atlantisk laks og Delbarre-Ladrat et al. (2006) antok at
cathepsin B og L var de viktigste bidragsgyterne til proteinnedbrytning i fiskemuskelen. Det
var derfor forventet a finne sammenheng mellom tekstur og cathepsinaktivitet i vart prosjekt,
men resultatene viser ingen slik sammenheng. Datagrunnlaget for korrelasjonstesten mellom
tekstur og enzymaktivitet var mangelfullt og kan vare en medvirkende arsak til at denne
forventede sammenhengen ikke fantes. I en studie for a finne effekten av svgmming pa
muskulatur pa torsk Gadus morhua, ble det riktignok ikke gjort funn som tilsa at svgmming
hadde effekt pa tekstur, men forfatterne konkluderte med at svgmmehastigheten burde gkes

for a finne en effekt av svemming pa tekstur (Bjgrnevik et al., 2003).

Svgmmetrening kan som tidligere nevnt redusere aggresjon (East & Magnan, 1987) og stress
(Boesgaard et al., 1993), og stress kan medfgre hgyere enzymaktivitet post mortem (Bahuaud
et al., 2010). Dette kan ogsa vere en medvirkende arsak til at svgmmetrening pavirker tekstur
og viser at ulik behandling av levende fisk pavirker enzymaktiviteten etter dgd. Det synes
som at de lysosomale cycteine cathepsinene i fisk er mest aktive etter at fisken er dgd. Fisken
bruker cathepsiner i levende live nar de trenger tilgang pa egne muskelproteiner i forbindelse
med oppbygging av gonader (Shahidi & Botta, 1994) eller ved darlig tilgang pa mat
(sulteperioder). Det er derfor liten grunn til at disse enzymene blir aktivert i den levende
fisken i vart forsgk ettersom det a svgmme under disse strgmhastigheter gir ikke behov for

mer tilgang pa muskelprotein.
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Larsson et al 2012 analyserte genuttrykk for utvalgte proteaser i1 laks som hadde varierende
tekstur fra veldig blgt til fast. De fant positiv korrelasjon mellom fasthet i tekstur og gkt
genuttrykk for cathepsin H og C.

Det ble funnet positiv korrelasjon mellom filetspalting og enzymaktivitet i vart prosjekt. I
felge Mgrkgre (2008) har filetspalting ofte sammenheng med tekstur, men ikke alltid. Det er
foreslatt at filetspalting post mortem kan relateres til aktiviteten av et annet proteolytisk
enzym, metallo kollagenase (Ando et al., 1995), men de underliggende arsakene til at
filetspalting oppstar er fortsatt ikke fullt ut forstatt. Andre pavirkningsfaktorer er temperatur,
grundig rengjgring av bukhulen (Jacobsen et al., 2015) og fileteringsmetode og det er en
forutsetning at alle individene er filetert likt for a kunne utelukke at resultatene er pavirket av
handtering. Fletcher et al (1997) fant ikke signifikant forskjell i filetspalting hos kongelaks

mellom gruppen som hvilte og de som trente.

Andersen et al 1997 refererer til en tidligere studie de har gjennomfgrt i 1994 hvor det ble
funnet en sammenheng mellom spalting og proteininnhold; fileter uten spalting hadde

signifikant hgyere proteininnhold enn fileter med spalting.

I denne oppgaven ble det funnet positiv korrelasjon mellom aktivitet av cathepsin B og B+L
og proteininnhold, og mellom aktivitet av samtlige cathepsiner og vanninnhold. Det trenger
ikke a bety at proteininnholdet er avhengig av enzymaktiviteten, men samvariasjonen kan
skyldes andre arsaker. Det ble funnet negativ korrelasjon mellom enzymaktiviteten og
fettinnhold. Sammenhengen mellom cathepsinaktivitet og fett kan skyldes at stor fisk
inneholder mer fett og i var studie hadde den stgrste fisken lavere enzymaktivitet. Mye fett gir
plass til mindre vann og proteiner og kan forklare hvorfor det var positiv korrelasjon mellom

cathepsinaktivitet og protein- og vanninnhold.

Vare funn med positiv korrelasjon mellom cathepsinaktivitet og vanninnhold kan forklares
med at myofibrillenes struktur er viktig for vannbindingsevnen (Huff-Lonergan & Lonergan,
2005), og det er sannsynlig at degradering av myofibriller vil pavirke vannbindigsevnen og
muligens forarsake lekkasje av vaske fra muskelvev, spesielt under prosessering. Bade
cathepsin B, L og H kan degradere strukturelle muskelproteiner som myofibriller (Aoki &
Ueno, 1997; Okitani et al., 1980) og kan derfor potensielt pavirke vanninnholdet i

fiskemuskelen.

Solstorm et al (2015) fant at lav svgmmehastighet kan gi hgyere fettinnhold og lavere

proteininnhold i fiskemuskelen enn moderat til hurtig svemmehastighet. Dette kan forklares
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med Farell et al (1991) og Lauff og Wood (1996) sine funn om at gkt svemmetrening ga gkt
fettforbrenning hos trenet regnbuegrret. Houlihan & Laurent (1987) fant at gkt

svgmmehastighet ga gkt proteininnhold i fiskemuskelen.

I vart prosjekt ble det funnet en negativ korrelasjon mellom enzymaktiviteten og rgdheten og
gulheten i fiskemuskelen, altsa gkt enzymaktivitet i fileter med mindre grad av rgdhet og
gulhet. Cathepsiner er funnet a bidra til utvikling av blakket farge i Atlantisk kveite (Hagen,
2011). De viktigste proteolytiske enzymene, som cathepsiner (B, B+L, D og H) og calpainer
bryter ned viktige strukturelle proteiner som myosin, troponin, tropomyosin, kollagen,
desmin, dystrophin, tubulin og titin (Aoki & Ueno, 1997; Delbarre-Ladrat et al., 2004;
Yamashita & Konagaya, 1991), proteiner som ogsa trolig bidrar til blank gjennomskinnelig
farge (Hagen, 2011). Robb et al (2000) fant at slaktemetode kan pavirke farge i muskel hos
regnbuegrret, og foreslar at endring i farge skyldes endringer i muskelstrukturen. Filletering
pre rigor i stedet for post rigor har vist at muskelen far sterkere rgdfarge (Einen et al., 2002).
Rigor forer til en blgtere tekstur (Ayala et al., 2010) og filetoverflaten er viktig for refleksjon
av farge. Forklaringen kan veare at nar gkt enzymaktivitet fgrer til mer proteinnedbrytning
pavirker dette hvordan fargen oppfattes. Det kan vere en medvirkende arsak til at vi fant
negativ korrelasjon mellom rgdhet og gulhet og enzymaktiviteten i vart prosjekt.
Samvariasjonen vi fant mellom farge og cathepsinaktivitet kan ogsa skyldes variasjon i fett-
og proteininnhold i fiskemuskelen. Avsetning av astaxanthin hos Atlantisk laks er funnet a
avhenge av flere faktorer, blant annet fettinnhold i foret (Torrissen, 1985). Farge pa fileten
avhenger ogsa av tettheten pa muskelfibrene; Mange sma muskelfiber gir en kraftigere visuell
rgdfarge i laksefisk (Johnston et al., 2000). Det er ogsa gjennomfgrt studier som ikke finner

denne sammenhengen mellom fibertetthet og rgdfarge (Sigurgisladottir et al., 2001).

I forhold til andre studier pa strgmhastighet og pavirkning fiskemuskulatur er det brukt hgyere
strgmhastigheter. I dette forsgket tilsvarte hgy strgmhastighet (22 cm/s) 0,5 KL/s. Den vokste
1 lgpet av forsgksperioden og faktisk svgmmehastighet var enda lavere ved forsgkets slutt (0.4
KL/s). I tillegg er fisken i forsgket stor i forhold til andre forsgk, og det er mulig mindre fisk
pavirkes sterkere av ulike svgmmehastigheter enn stor fisk. Plasma kortisol brukes som
indikator pa stress i fisk (Gall & Pickering, 1992) og stress har forarsaket en gkning i plasma
kortisol i flere fiskearter som grret og Atlantisk laks (Thomas et al., 1999), regnbuegrret
(Lefevre et al., 2008) og sea bream (Lupatsch et al., 2010). Boesgaard et al (1993) fant at
mengden plasma kortisol hos Atlantisk laks ble redusert nar svgmmehastigheten gkte fra

umalbar til 0.5 KL/s. Dette betyr at selv om det i vart prosjekt var relativt lav strgmhastighet
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selv for hgyhastighetsgruppa i forhold til andre studier, var strgmhastigheten likevel stor nok
(0.5 KL/s) til a kunne pavirke stress, og resultatene viser signifikante forskjeller mellom hgy

og lav strgmhastighetsgruppene

Bedgvelsesmetode fgr slakt har ogsa vist a gi utslag pa flere av kvalitetsparameterne, som
tekstur, farge og vannbindingsevne, og den underliggende arsaken er trolig hvor stressa fisken
blir med ulike bedgvelsesmetoder og dermed pavirker pH i muskel (Kiessling et al., 2004).
Kvalitet pa oppdrettsfisk er ogsa sesongavhengig og varierer med arstid (Olsson et al., 2003),
og proteininnhold og peptidaseaktivitet kan variere med miljgforhold og fysiologiske faktorer
(Delbarre-Ladrat et al., 2006). Forskjeller i filetspalting relateres ogsé til sesong (LavETy et
al., 1988). Forskjellene er imidlertid sma (Espe et al., 2004), men det kan tenkes at kvalitet fra

juni til november ogsa kan pavirkes av sesong.
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5.0. Konklusjon

Forsgket viser at stor laks som svgmmer i hgy strgmhastighet pa 22 cm/s etter 23 uker har
lavere aktivitet av cathepsin B, B+L og H enn laks som svgmmer i lav strgmhastighet pa 8
cm/s i samme periode. Hgy strgmhastighet ga ogsa 8% hgyere vekt sammenlignet med lav
strgmhastighet. Stor laks har lavere cathepsinaktivitet enn mindre fisk. I tillegg viser forsgket
at det var positiv korrelasjon mellom cathepsinaktivitet og filetspalting, vanninnhold og
proteininnhold. Det var negativ korrelasjon mellom cathepsinaktivitet a*- og b*-verdier og

fettinnhold.
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7. 0. Vedlegg
7.1. Cathepsinaktivitet

Tabell 9 Gjennomsnittlig enzymaktivitet for juni (a), august (b) og november (c)oppgitt i mmol AMC min g™/,

standardavvik, og antall fisk fra hvert uttak etter korrigering for ekstremverdier.

a) Cathepsinaktivitet 10. juni 2015

Enzym Strgmhastighet N Gjennomsnitt Standardavvik
Cathepsin B Lav 28 998 117

Hoy 26 1085 114

Total 54 1040 123
Cathepsin B+L Lav 30 560 105

Hoy 30 565 116

Total 60 563 110
Cathepsin H Lav 28 360 130

Hoy 29 279 84

Total 57 319 116

b) Cathepsinaktivitet 25.august 2015.

Enzym Strgmhastighet N Gjennomsnitt Standardavvik
Cathepsin B Lav 44 830 246

Hoy 15 981 251

Total 59 868 254
Cathepsin B+L Lav 44 391 134

Hoy 15 534 98

Total 59 427 140
Cathepsin H Lav 45 315 240

Hoy 15 378 194

Total 60 331 229

¢) Cathepsinaktivitet 17. november 2015.

Enzym Strgmhastighet N Gjennomsnitt Standardavvik
Cathepsin B Lav 30 898 205

Hoy 27 646 84

Total 57 779 203
Cathepsin B+L Lav 30 414 90

Hoy 30 340 81

Total 60 377 93
Cathepsin H Lav 30 279 126

Hoy 30 181 120

Total 60 230 131
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Tabell 10. Gjennomsnittlig cathepsinaktivitet i november for laks som har gdtt under hgy eller lav stromhastighet i 23 uker
fordelt pa merd. Cathepsinaktivitet oppgitt i mmol AMC pr min-1g-1 vdtvekt.

Merd Gruppe Cathepsin B Cathepsin B+L Cathepsin H
2 Lav 952 £242 398 + 80 265 £ 134
4 Lav 844 + 149 430 £ 99 293 £119
6 Hoy 645 +93 293 + 66 131 £102
7 Hoy 647 +79 386 + 66 230 +119
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