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Sammendrag/anbefalinger:

Gjennom spektrofotometriske malinger av hemoglobin i fiskemuskel og avbildende spektroskopi er tre ulike grupper
med flekket sild studert for 8 avdekke hvordan pumpetrykk pavirker mengde restblod i silden. Effekten pa mengde
restblod ble studert for tre ulike pumpetrykk, 80, 120 og 160 bar. Resultatene viste at det var signifikant mer restblod i
filetene hvor pumpetrykket var 160 bar og at variasjonen innad i hver gruppe var veldig stor.

English summary/recommendation:

A study of the effect of pumping pressure on residual blood in herring was carried out. The amount of residual blood
was quantified by photo spectroscopic measurements of hemoglobin content and imaging spectroscopy. The effect was
documented for three different pumping pressures, 80, 120 and 160 bars. The results showed significantly higher blood
content in herring pumped at 160 bars as compared to the other groups. There was high variation in blood content

within each group.
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1 Bakgrunn

Innenfor prosjektet «Kvalitetsavvik sildefilet», som er finansiert av Fiskeri- og havbruksnaeringens
forskningsfond (FHF), var det definert en aktivitet som gikk pa spektroskopisk karakterisering av
sildefilet utsatt for ulikt pumpetrykk. Malsettingen var a kunne karakterisere mange fileter innenfor
hver gruppe og basert pa spektroskopiske malinger estimere blodinnholdet i hver filet. Pa denne
maten kan ulike behandlinger ssmmenlignes og eventuelle forskjeller i blodinnhold pavises.



2 Material og metode

2.1 Rastoff

NVG sild ble fanget med not i desember 2012. Fisken ble pumpet om bord med 3 forskjellige trykk,
henholdsvis 80, 120 og 160 bars. Fisken ble deretter kjglt i RSW-tanker fgr den ble levert etter 2
dager til Austevoll Fiskeindustrier. Deretter ble fisk av hver gruppe pakket, fryst og sendt til Nofima i
Tromsg. Det vil si at den eneste forskjellen i behandlingen som disse sildene har veert utsatt for er
ulikt pumpetrykk. Sildene ble sa tatt ut av frysen og tint i kasser pa kjglerom i 2 dggn fgr
spektroskopimalinger ble gjennomfgrt. Etter at spektroskopien var utfgrt ble 10 fileter tilfeldig valgt
ut fra hver kasse for spektrofotometrisk maling av hemoglobinkonsentrasjon.

2.2 Spektrofotometrisk maling av hemoglobin i fiskemuskel

En metode som er rask, enkel og relativ sikker er Hornsey’s hem-jern metode (Hornsey, 1956),
beskrevet av Carpenter og Clark (1995). Metoden gar ut pa 8 omdanne hemoglobinet til et stabilt
fargepigment ved hjelp av kjemikalier (Aceton og saltsyre). Hemgruppen i hemoglobinet blir
omdannet til surt hematin (Fe2+ til Fe3+), som gir et stabilt fargepigment. Et fargepigment har sitt
spesielle  omrdde hvor |lys absorberes og hemjern metoden maler pd vannlgselige
hematinkomponenter ved 512 og 640 nm.

Framgangsmate:

O Tre paralleller pa 5.0 gram muskel veies inn i 50 ml sentrifugergr (En prgve med 4,5 ml
destillert vann brukes som blankprgve)

0 Vannmengde i 5 gram beregnes muskel og tilsett mer vann til hver prgve, slik at den totale
vannmengden blir 4,5 ml (vann i muskel + tilsatt vann = 4,5 ml)

0 Tilsett deretter 20,5 ml surt aceton til hver prgve

0 Blandingen homogeniseres og settes i kjgleskap i en time for a sikre at hemoglobinet skal
omdannes til surt hematin

0 Blandingen filtreres deretter giennom en Whatman filterpapir (No 1)

O Etter filtrering avleses absorbansen til supernantanten ved 640 nm eller 512 nm. NB! Ved
maling pa fet fisk kan fett pavirke malingene, ved at det skapes blakking av filtratet. Hvis sa
skjer, ma prgven filtreres pa nytt

0 Hemoglobinmengden i muskelprgven beregnes ved hjelp av standardkurven

2.3 Avbildende spektroskopi

Instrumenteringen bestar av en transportbandmodul fra Baader, et avbildende spektrometer fra
Norsk Elektro Optikk og en spesialtillaget lyskilde. Transportbandet gar med en hastighet pa 40 cm/s
og det avbildende spektrometeret avbilder en stripe pa tvers av transportbandet 400 ganger i
sekundet. Slike etterfglgende striper settes sammen i datamaskinen til et hyperspektralt bilde. Bildet
har en romlig oppl@gsning pa 0.5 mm x 1.0 mm, der hvert piksel kan representeres med et spekter
som beskriver energifordeling til lyset med 10 nm opplgsning i omradet 400-1000 nm.
Maleoppsettet refereres til som interaktans der to lyslinjer projiseres ned pa prgven, en pa hver side
av stripen som males. Ved a projisere lyslinjene ned pa prgven i en avstand fra malestripen unngas



det at refleksjoner fra overflaten blir malt. Alt lyset som registreres fra stripen som avbildes har
beveget seg inne i fisken mellom belysningsstripene og malestripen. Dette illustreres veldig godt i
Figur 1 som viser en laksefilet som ligger inne i maskinen slik at begge lysstripene er pa fileten.
Arsaken til at fileten lyser opp rundt de kraftige lysstripene er lys som har vaert inne i fileten og
kommer ut igjen.

Figur 1 Laksefilet med projiserte lyslinjer som viser interaktansoppsettet. Spektrografen registrerer hvor mye lys som
kommer ut av fileten midt mellom lysstripene.

Pa denne maten far vi en maling av innsiden av fileten, ikke bare overflaten, og malemetoden kan
brukes pa fileter bade med og uten skinn.

2.4 Dataanalyse

| alt 128 sildefileter ble avbildet spektroskopisk. Av de 128 filetene ble 30 analysert for
hemoglobininnhold ved hjelp av Hornsey’s hem-jern metode. For & evaluere hvorvidt spektroskopi
kan brukes for & male hemoglobininnholdet i sildefiletene ser vi etter sammenhenger mellom de to
metodene. Dette er ikke enkelt, og for a gi et overblikk over datasettet er det i Figur 2 vist RGB-bilder
av de 30 filetene hvor hemoglobininnholdet ble malt sortert fra minst til mest hemoglobin. | gvre
venstre hjgrne vises den fileten med minst malt hemoglobininnhold, mens den med hgyest malt
hemoglobin er vist i nedre hgyre hjgrne.

For a kunne sammenligne de to teknikkene trekkes det ut «egenskapsvektorer» fra de malte bildene.
Dette er forspkt gjort i forskjellige omrader pa fisken. Da det var en del av venstrefileten som ble
brukt til Hornsey’s analyse har vi ekstrahert egenskapsvektorer til videre prediksjon fra samme filet.
Figur 3 viser 3 ulike typer masker som er forsgkt brukt.

Umiddelbart er det vanskelig & se en sammenheng mellom RGB-bildene og de malte hemoglobin-
verdiene, hvilket ogsa er indikert i Figur 4 hvor middelspektre fra alle 30 sildefileter er vist og farvet
efter hemoglobininnhold. En arsak kan vaere at tykkelsen pa sildefiletene har for stor innflytelse pa
malingene og dermed @delegger signal- til stgyforholdet. Vi har forsgkt a kompensere for denne
tykkelsesvariasjon ved a forprosessere bildene. Metodene som er forsgkt brukt til forprosessering er
standard normal variate (SNV) og Savitzky Golay’s glatting og derivasjon, samt enkel
middelverdisentrering.
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Figur 2 RGB-representasjon av de 30 filetene med malt hemoglobininnhold.
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Figur 3  Masker som er forsgkt brukt til G generere Figur 4  Middelspektrum fra hver av de 30 sildefiletene
egenskapsvektorer til prediksjonsalgoritmene (det er midlet over begge filetene)

Forprosesseringsmetodene ble evaluert ved a lage scoreplotts og a bruke forprosesserte spektre i
prediksjonsmodellene, men ingen av de undersgkte metodene forbedret ytelsen. Av de
egenskapsvektorene vi har forsgkt at bruke har vi ikke funnet noen som er markant bedre enn enkle
middelverdier trukket ut fra den grgnne konturen i Figur 3.



3 Resultater

3.1 Spektrofotometrisk maling av hemoglobin i sildemuskel
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Figur 5 Hemoglobin i muskel pd sild pumpet med 80, 120 og 160 bars trykk. a) utelatt en uteligger i analysen n=[9, 10,
10] og b) alle filetene med, n=[10, 10, 10].

Nar det gjelder mengde hemoglobin i sildemuskelen, ser det ut til at pumpetrykket pavirker
konsentrasjonen i muskel, men det var stor variasjon innad i enkelte gruppene. En del av variasjonen
kan komme av stor individforskjell med tanke pa stress og pavirkning under fangst, noe som kan
bidra til gkt blodmengde i muskel. | gruppen med filet som ble utsatt for 80 bar pumpetrykk, var det
en uteligger med tanke pa restblod. Denne uteliggeren bidro til stort standardavvik og ulik varians,
sammenlignet med 120 og 160 bars-gruppene. En Dunnets test ble derfor benyttet til a8 predikere
mulige signifikante forskjeller mellom gruppene. Vi fjernet fgrst uteliggeren fra 80 bars-gruppen
(Figur 5a), f@r vi giennomfgrte statistikkberegning av data. Vi ser da at 80 (n=9) og 120 (n=10) bars
pumpetrykk medfgrer signifikant (P<0.05) lavere hemoglobin i muskelen, sammenlignet med sild
som ble pumpet ved 160 (n=10) bar. Nar uteliggeren fra 80 bars-gruppen inkluderes i datamaterialet,
ser vi ingen signifikante forskjeller (P=0.055) i hemoglobinnivaet i muskel mellom 80 og 160 bar
(Figur 5b). Uansett, med tanke pa forskjell i hemoglobinmengde i muskel hos sild som ble pumpet
ved 120 og 160 bars trykk, kan vi konkludere med at lavere pumpetrykk kan redusere rgdfargen i
muskel hos sild.

3.2 Estimert blodinnhold basert pa hyperspektral avbildning

Prediksjon av hemoglobin i sildefilet med utgangspunkt i hyperspektral avbildning har ikke gitt
tilfredsstillende resultater. PCA plots, Figur 6, hvor de 30 prgvene er vist som scores er farget etter
hemoglobininnhold, viser en svak tendens i 5 og 6 principal komponent. Loadings for disse to
variasjonsretninger viser topper omkring 600 nm, vist i Figur 7. En PLS-modell basert pa samme
egenskaper med 7 komponenter funnet ved trening pa 20 observasjoner og evaluert pa 10
observasjoner er i stand til at prediktere hemoglobininnholdet med en RMSEP pa 0.269. Denne
modellen vises i Figur 8. Brukes denne modellen til 3 prediktere de resterende 98 spektrale bildene
fas en hemoglobinfordeling som vist i Figur 9. Det ses at det er negative verdier hvilket skyldes
usikkerhet i modellen. Utslagene er store hvilket noe som tyder pa en svak modell. Bruk av T-tester
indikerer at det kun er signifikant forskjell mellom gruppene 80 og 120 bar pa et 5 %-niva. Som
beskrevet over ble ogsa uteliggere forsgkt fijernet, men det hadde ikke stor innflytelse pa resultatet.
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Figur 6 PCA av SNV forprosessert data. 5. og 6. Figur 7 Principalkomponent, 5 og 6 loadings. Disse har
komponent indikerer en mulig tendens begge en positiv top omkring 600 nm. og en
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Figur 8  Ngyaktighet til PLS-prediksjoner av et ukjent Figur 9  Estimert hemoglobininnhold fordelt pé de 3

testsett pd 10 observasjoner, tatt ut av de 30 gruppene med fisk 80, 120 og 160 bar for de 98
mdlinger vi har analyseret. filetene som kun ble mdélt ved spektroskopisk
avbildning

Der er altsa indikasjoner for at det kan la seg gjgre & male hemoglobininnhold ved hjelp av
interaktansspektroskopi, men usikkerheten er stor og det vil kreve flere malinger for & avgjgre hvor
ngyaktig hemoglobininnholdet kan males basert pa interaktansspektroskopi.




4 Konklusjon

Basert pa spektrofotometrisk maling av hemoglobininnhold pa 30 fileter er det tydelig at det er
signifikant mer blod i silden som ble pumpet pa 160 bar sammenlignet med de to andre gruppene.
Variasjonen innad i gruppene er stor. Det a8 kun ha 10 fileter fra hver gruppe som utgangspunkt for
modellering av spektroskopimalingene viste seg utilstrekkelig, men resultatene viser at det er
sannsynlig at et st@rre prgvemateriale kunne gitt mer ngyaktige malinger av hemoglobin basert pa
spektroskopidataene. Den stgrste utfordringen for spektroskopimalingene er knyttet til tykkelse pa
filetene. Sildefileter er mye tynnere enn torskefileter som maleoppsettet er optimalisert for.
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