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Abstract

The study explores the microbiological quality of saithe fillets cooked to an internal temperature
of 72°C and subsequently cold-packaged under both modified and unmodified atmospheres.
Through collaboration with a municipality, knowledge exchange has been facilitated, potentially
identifying areas for future development within the subject area. The purpose of this study is to
investigate how different packaging methods and storage times affect the microbiological quality
of fish, with a focus on mesophilic aerobic microorganisms and coliform indicator bacteria
within the Enterobacteriaceae family. In addition to the experimental investigation, an extensive
literature review has been conducted to compare and relate our findings to previous research in

the field.

The main findings of the study indicate that at an internal temperature of 72°C, no identifiable
growth of mesophilic aerobic microorganisms or coliform indicator bacteria occurs based on the
method used. Furthermore, no correlation between microbiological activity and decreased pH
value was observed. However, a possible correlation between increasing pH value over time and
microbiological activity was noted, suggesting a potential need for further investigation. Despite
microbiological activity being unidentifiable within our limitations, sensory observations
revealed that the fish was not palatable, which is of significant importance. The conclusion
drawn is that the fish is likely to be considered microbiologically safe at an internal temperature
of 72°C, but further specific microbiological sampling should be conducted to ensure safety, and
despite likely safety, this internal temperature is not optimal from a sensory perspective.
Furthermore, the study provided insight into opportunities for development regarding
communication and routines with the collaborative partner to ensure that produced food holds a

quality level from both safety and sensory perspective.



Sammanfattning

I studien utforskas den mikrobiologiska kvaliteten hos sejfiléer som tillagas till 72°C 1
innertemperatur och sedan kallpaketeras under bade modifierad och icke-modifierad atmosfar.
Genom ett samarbete med en kommun har vi kunnat utbyta kunskap och eventuellt identifiera
omraden for framtida utveckling inom &mnet. Syftet med denna studie ar att undersoka hur olika
forpackningsmetoder och lagringstider paverkar den mikrobiologiska kvaliteten hos fisk, med
fokus pa mesofila aeroba mikroorganismer och koliforma indikatorbakterier inom familjen
Enterobacteriaceae. Utdver den mikrobiella undersokningen har en omfattande litteraturstudie

genomforts for att jamfOra och relatera vara resultat till tidigare forskning inom omrédet.

Huvudresultaten av studien visar att vid en innertemperatur pd 72°C sker ingen identifierbar
tillvixt av mesofila aeroba mikroorganismer eller koliforma indikatorbakterier utifrdn den
anvinda metoden. Vi kunde inte heller observera ndgon korrelation mellan mikrobiologisk
aktivitet och sdnkt pH-vdrde. Daremot noterades en mojlig korrelation mellan 6kande pH-vérde
over tid och mikrobiologisk aktivitet, vilket indikerar ett potentiellt behov av ytterligare
undersokningar. Trots att mikrobiologisk aktivitet var oidentifierbar enligt vdra avgransningar
visade sensoriska observationer att fisken inte var aptitretande, vilket dr av stor betydelse.
Slutsatsen dr att fisken troligen kan betraktas som mikrobiologiskt séker vid en innertemperatur
pa 72°C men att ytterligare specifika mikrobiologiska provtagningar bor goras for att sdkerstilla
sakerheten, samt att trots trolig sékerhet sd dr denna innertemperatur inte optimalt ur en sensorisk
synvinkel. Vidare gav studien insikt 1 att det finns utvecklingsmojligheter géllande
kommunikation och rutiner hos samarbetspartnern for att sédkerstdlla en standardiserad
arbetsgdng samt en kvalitet pd producerade matrétter ur perspektiven, sékerhet och sensorisk

upplevelse.
Nyckelord

Fisk, havet, kemiska processer i fisk, mikrobiologisk aktivitet, mikroorganismer, ndringsinnehall,
kallpaketerade matritter, transport, lagring, modifierad atmosfir, icke modifierad atmosfar,

vakuum, luft.



Forord

Detta examensarbete har skrivits av Malin Persson och Petter Siljedahl och grundar sig i ett
intresse for mikrobiologi inom livsmedel. Under en praktik inom den omndmnda kommunen
hostterminen 2024 vicktes en fragestillning kring hur linge tillagad och paketerad fisk faktiskt
haller, utifran ett livsmedelssdkert perspektiv. En frdga som manga inom livsmedelsbranschen
funderar kring och faktiskt inte riktigt vet svaret pa. Fragestillningen omarbetades och blev en
vetenskaplig fraga vilket resulterade i att fardiglagad och kallpaketerad fisk blev huvuddamnet for

denna studie, och darefter drog arbetet igang varen 2024.

Vi vill tacka den omndmnda kommunen for att vi fick ta del av rutiner och material inom deras
maéltidsdistribution samt att vi fick dran att nyttja kommunens lokaler och expertis under arbetets
gang. Ett stort tack till vara handledare Ia Rosenlind och Olena Prykhodko for all hjalp och till

sist vill vi d4ven tacka var examinator Asa Hakansson.

Malin Persson
Petter “Biceps” Siljedahl
[2024-05-08]
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1. Inledning

I samrad med en utvald kommun identifierades ett problem angiende lagring av fiskritter inom
deras maltidsdistribution. Den ursprungliga informationen var att matrétter innehdllande fisk
hade en héllbarhetstid pa 8 dagar efter tillagning och paketering, medan dvriga matritter hade 12
dagar. Motiveringen till lagringstiden var att fisk generellt sett har en kortare héllbarhetstid och
ar ett kdnsligt livsmedel. Kommunen sag ett behov av att utforska mojligheten att forlinga
héllbarhetstiden for fisk och dirmed forbittra logistiken, utan att kompromissa med

livsmedelssidkerheten.

Det visade sig senare att lagringstiden for tillagade fiskrétter var 12 dagar i modifierad atmosfar.
Det innebér att fisk, liksom Ovriga ritter, ges samma héllbarhetstid. Detta skapade misstanke om
att fisken inte kunde stéllas som likvardig till 6vrig forpackad mat ur en mikrobiologisk

sdkerhetsaspekt ndr det géller lagringstiden.

Detta examensarbete syftar till att utforska och analysera hur lagringsmetoder med modifierad
och ej modifierad atmosfir paverkar lagring och héllbarhet for fiskrétterna. Malet &r att foresla
lampliga forbéttringar for att sékerstéilla en hallbar och séker hantering av fiskprodukter. Genom
en mikrobiell undersokning kan man verifiera huruvida den mikrobiologiska sékerheten ar
sdkerstdlld. Under den mikrobiella undersokningen kommer det att undersékas om den
fardiglagade och kallpaketerade fisken kan lagras lika linge som Ovriga matrétter, sett utifran

nuvarande rutin.

Kommunen har ocksa visat intresse for att utforska hur den mikrobiella kvaliteten paverkas nér
modifierad atmosfdr inte anvénds vid paketering. Enligt den nuvarande rutinen lagras rétter med
fisk 1 hogst 3 dagar om modifierad atmosfdr inte anvinds. Intresset for en rutin med
forpackningar utan modifierad atmosfar grundas i ett eventuellt krisberedskap, dér omdirigering

av rutiner kravs utifrdn en fordndrad produktion.



Ett resultat dir mojlighet till 6kad lagringstid utan mikrobiella risker pdvisas, bdde under
modifierad och ej modifierad atmosfdr, kan leda till en effektivisering av logistiken roérande

partens maltidsdistribution for dldreomsorgen.

Den mest forekommande fisken som anvands for fiskratter hos kommunens maltidsdistribution
ar sej, (Pollachius virens, eng. saithe, pollock), pd grund av tillgdnglighet och pris. Denna studie

kommer dérfor vara fokuserad pa denna typ av fisk.

En vidare upplevelse ar att direktiven om ldmplig innertemperatur skiljer sig at i organisationen.
Ledningen menar péd att en temperatur pad 52°C anvénds for att bibehdlla sensorisk kvalitet.
Didremot anvdnder personalen en innertemperatur till 72°C for att forsdkra sig om att den
forpackade fisken dr sdker ur ett mikrobiologiskt perspektiv, dd maltiderna ska kylas ner och
forpackas 6ver en tid. Differensen mellan 52°C och 72°C kan spela en stor roll i den mikrobiella
kvaliteten, samtidigt som det kan gora skillnad pd den sensoriska kvaliteten. Som tidigare ndmnt
menar ledningen att ritter innehallandes fisk ska mérkas med en hallbarhetstid pa 8, men att de
idag lagras under 12 dagar. Om detta dr en feltolkning av information mellan forfattarna till
denna studie och berdrda parter, eller internt mellan parterna i kommunen, behdver undersokas

narmare.

Kommunen viljer att kopa fryst fisk, vilket kan minska risken for levande parasiter och ge en
smidigare hantering da den kan fortsétta att fryslagras vid leverans. Dock éaterstar risker med
kvarvarande och vixande bakterier. Beroende pa vad resultatet av den mikrobiella
undersokningen kommer att visa, kan eventuellt nya hallbarhetstider faststillas, vilket i sin tur
torde kunna bidra till mindre svinn hos vardtagare. Detta kan dven bidra till vidare positiva
effekter, sdsom ett mindre matsvinn, mindre klimatpaverkan, ett mer kostnadseffektivt arbetssatt

samt ndjdare véardtagare.

1.1 Syfte

Syftet med detta examensarbete dr att undersoka paverkan av modifierad och en icke modifierad
atmosfar inom en fOrpackning samt systematiskt analysera effekterna av lagringsmetod och

tidsaspekter 1 mikrobiell kvalitet hos fisk.



1.1.1 Problemformulering

1. Hur paverkar olika forpackningsmetoder mikrobiologisk kvalitet hos tillagad fisk?

2. Vilken inverkan har varierande lagringstider pd mikroorganismer i tillagad fisk, sérskilt

med olika forpackningsmetoder?

3. Finns det signifikanta samband mellan forpackningsmetod, lagringstid och mikrobiell
kvalitet hos fisk?

4. Vad éar den ldngsta lagringstiden for att sédkerstdlla livsmedelssdkerhet utan att

kompromissa med den sensoriska kvaliteten hos tillagad fisk?

5. Ar produkten som studiens samarbetspartner producerar limplig for konsumtion ur bade
mikrobiologiskt och sensoriskt perspektiv, bade nir nuvarande rutin foljs och nir en

eventuell reservrutin tillimpas?

1.2 Hypotes

Hypotesen for denna studie tros vara att den mikrobiologiska aktiviteten kommer att oka i
korrelation med lagringstid, denna korrelation baseras sedan pa vilken innertemperatur som
anviands da detta kan vara avgorande for mikrobiologisk tillvixt. Det antas att i denna studie
kommer det inte ske ndgon identifierbar mikrobiologisk tillvixt d& innertemperaturen i fisken har

uppmiitts till 72°C.



1.3 Avgrinsningar

- Denna studie avgrinsar sig till att undersoka en specifik fiskart, sej (Pollock, Pollachius
virens), fran en enskild leverantdr och under ett enda provtagningstillfdlle.
Undersokningen kommer att fokuseras pa fryst fisk som tillagas vid en specificerad

temperatur och en given tillagningsmetod.

- Studien kommer att begrénsa sig till att analysera hur den mikrobiella kvaliteten paverkas

och fordndras nér fisken lagras separat utan andra ingredienser.

- Den mikrobiologiska analysen kommer att fokusera pd att undersoka den totala tillvixten
av mesofila aeroba mikroorganismer, vilket innebdr organismer som trivs i mattliga
temperaturer (20-45°C) med tillging till syre, samt nérvaron av koliforma

indikatorbakterier i familjen Enterobacteriaceae.

- Studien utgir ifrdn den tillagningsmetod som anvédnds inom kommunen, vilket &r
tillagning 1 ugn med tillférsel av anga. Den mikrobiella provtagningen undersoker
dirmed inte hur olika tillagningssidtt péaverkar den mikrobiella kvaliteten.
Forpackningarna for matritterna dr inte sterila och behandlas ej med steriliseringsteknik
sasom UV-strdlning eller behandling med etanol innan provtagning. Fisken provtas inte

for undersdkning av mikrobiell forekomst innan och precis efter tillagning.

- I den mikrobiella undersdkningen tas ingen hénsyn till att den kallpaketerade fisken
kommer ateruppvirmas i mikrovdgsugn alternativt ugn nir den bedoms som tjénlig eller

ej. I verkligheten skulle denna process kunna eliminera potentiella mikroorganismer.

- Huvudfokus i denna studie dr den mikrobiella undersdkningen grunden till en utredning
av samband mellan lagringstid och mikrobiell tillvixt. Genom litteraturstudie undersoks
ett bredare spann av vad som kan péaverka kvaliteten hos fisk, och agerar som

diskussionsunderlag.



2. Teoretisk bakgrund

Foljande litteraturstudie har anvénts som bas och fordjupning i &mnet mikrobiologi i relation till
kvalitet hos fisk. Detta for att fa en djupare forstaelse for hur olika faktorer har en inverkan pé
fisken och hur effekten av dessa paverkar den tillagade fiskens slutgiltiga kvalitet och
livsmedelssidkerhet. En djupare forstdelse underléttar analysen, och kan ddarmed skapa en bittre

formaga att dra slutsatser kring det slutgiltiga resultatet.

2.1 Positiva aspekter med fisk; kulturell, niringsmassig och samhiillelig betydelse

Fisk har en stor betydelse i samhéllet och forséljningen av livsmedel med ursprung frén virldens
hav och sjéar har 6kat successivt med tiden. Idag har cirka 87,5 miljoner ton mat hirkomst fran
hav och sjoar i form av fisk, skaldjur, alger och musslor. Trots ett mer kontrollerat fiske och
odling av havsmat har man &ndéd sett att vattenkvaliteten har fordndrats samt att antalet
insjuknade fiskar och havsdjur har okat. I samband med sjukare havsdjur Okar risken att
manniskor blir sjuka vid konsumtion av fisk och Ovriga havsdjur, frimst pa grund av
mikrobiologiska hot. (Dayana Senthamarai, Rajan & Bharathi 2023) Darfor ar det viktigt att se
till att dta fisk fran omrdden med godtagbar kvalitet inom omrédet dér fisk ska tas upp, for att
sdkerstilla en sdker och konsumerbar fisk. Exempel pa mirkningar som ser dver detta &r MSC,

ASC och KRAV-miérkning. (Livsmedelsverket 2024a)

Aven Sveriges befolkning har linge itit fisk vilket har influerat den svenska kosten. Traditionella
ritter som surstromming, sillinldggningar samt lutfisk &r ritter som oftast forekommer pa bordet
under firandet av olika traditioner. Férutom de historiska aspekterna har dven fisk andra fordelar,
bland annat dess hoga proteininnehall, ldga halter av fett samt att det dr ett miljovénligt alternativ

till det roda kottet.

Fettet 1 fisk a4r av hog kvalitet da det innehéller den flerométtade fettsyran omega 3, som inte
aterfinns 1 det roda kottet. Fordelen med fleromittade fetter dr att risken for hjart- och
kirlsjukdomar minskar, vilket kan leda till ett hdlsosammare och ldangre liv. (Livsmedelsverket
2024b) Fisk innehaller en forhallandevis lag fetthalt jimfort med andra kottyper samt dven ett

hogkvalitativt protein. Dock &r det viktigt att podngtera att sammansittningen kan variera.
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Variationen &dr stor mellan olika fiskarter, vilket kan bero pa kost, migrationsmonster och

lekperiod (Fernandes 2009).

Utover fiskens hdlsosamma néringsinnehall bidrar dven fisk till en lagre klimatpdverkan. Detta
kan ske genom att minska intaget av rott kott och istéllet byta ut kottet mot fisk. Nagot som &r
viktigt att podngtera dr att man bor vilja fisk som hallbart fiskad for att undvika trakiga och

mindre 6nskvirda konsekvenser som till exempel 6verfiske. (RISE, u.8)

Inom maéltidsverksamheten for dldre dr det av yttersta vikt att tillhandahalla niringsrik och
vilsmakande mat. For att méta detta behov fokuserar kommunen pa att tillaga mat som ar bade
livsmedelssidker och néringsrik genom att erbjuda varierade och aptitretande maéltider. Ett
noggrant urval av livsmedel och dess kvalitet 4r avgdrande ndr man arbetar med dldre méinniskor.
Exempelvis spelar fisk och feta mejeriprodukter en betydande roll for att sidkerstilla intaget av

viktiga ndringsdmnen som protein, omega-3-fettsyror, samt olika vitaminer och mineraler.

Fisken som studeras i denna rapport ér sej, vilket klassas som en mager fisk. Dock finns det d&ven
mellanfeta och feta fiskar. Utdver att vara en proteinkdlla innehdller fisk dven viktiga
ndringsdmnen sasom D-vitamin, jod och selen. D-vitamin &r sérskilt viktigt for dldre ménniskor,
delvis pa grund av bristen pa solljus i Sverige och minskad aptit vid hogre alder. Denna vitamin
spelar en viktig roll for att bibehalla benhédlsa och immunfunktion. Jod dr avgdérande for
skoldkortelns funktion, medan selen dr en antioxidant som bidrar till att skydda kroppens celler
mot oxidativ stress. Genom att inkludera fisk och andra néringsrika livsmedel 1 édldres kost kan

man bidra till att sékerstédlla deras vélbefinnande och hélsa. (Livsmedelsverket 2019)

2.2 Sej som fiskart och dess egenskaper

Som tidigare ndmnt dr det sej som ligger som grund for den mikrobiella undersdkningen. Nér
fisken sej anvinds syftar man generellt pa typen grasej, latin Pollachius virens och pa engelska
pollock eller saithe. Det dr en torskfisk som finns i Ostra Atlanten, frdn Spanien till Island, och
frdn Norge till Kolahalvon. Sejen betraktas som en pelagisk stimfisk som oftast ror sig nira ytan
eller 1 grunt vatten. Den kan vixa upp till 15 kg och 120 cm, men &r vanligtvis inte ldngre &n 90
cm. Sdsongen for sej pagar aret om, och fangstmetoder inkluderar trilning, garnfiske och

krokfiske (Furugren 2016).
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2.3 Riktlinjer for hantering av fiskprodukter

Fisk kan anses vara ett kinsligt livsmedel ur ett mikrobiologiskt perspektiv, vilket paverkas av
faktorer som hantering, tillagning och lagring. Fisk bor enligt Livsmedelsverket (2024a)
upphettas till 60°C samt kylas ner till +8°C for att sékerstélla att fisken &r helt sdker att fortdra.

For att bedoma om ett livsmedel ar sékert att konsumera ur mikrobiologisk synvinkel anvénds
olika griansvérden. Dessa gransvéirden kan vara specifika for olika mikroorganismer eller for den
totala mikrobiella tillvixten. Inom EU:s direktiv for mikrobiologiska gransvérden finns inget till
forfattarnas vetskap faststdllt gransvirde for tillagad fisk, och olika riktlinjer kan hdmtas fran
olika killor. Gransvérdet for totalantal varierar fran log 4 CFU/g vid produktionstillfille enligt
Fernandes (2009), till mellan log 5 och log 7 CFU/g for forkokt fisk mellan produktionstillfalle
och sista hallbarhetsdag enligt Turkkan, Cakli & Kilinc (2010). For regnbédgslax anses enligt
Kaba & Corapci (2014) gransvérdet log 6 CFU/g vara acceptabelt for konsumtion. Nér det géller
Enterobacteriaceae kan ett grinsvirde pad <log 2 CFU/g anses vara acceptabelt vid
produktionsdatum, medan en maxgrins pa log 4 CFU/g géller vid slutet av hallbarhetstiden
(Fernandes 2009; CFS 2014). Den efterfoljande mikrobiella undersdkningen i studien kommer
utgd frdn en maxgrins for tjénlig produkt vid <log 5 for totalantal och <log 2 for

Enterobacteriaceae.

2.4 Mikrobiologiska risker vid hantering av fisk

2.4.1 Mikrobiell flora hos fisk

Det underliggande kottet hos levande och friska fiskar kan betraktas som sterilt och bor inte
innehélla nigra bakterier eller mikroorganismer. Dock, precis som med andra ryggradsdjur, finns
det mikroorganismer pd fiskens hud och i gilar samt mag- och tarmkanalen. Faktorer som
paverkar médngden och typen av mikroorganismer hos fisk kan vara geografisk placering,
fangstmetod och sdsong. Fiskens mikroflora paverkas av mikrofloran i vattnet den lever i, dér
fisk fran rent och kallt vatten generellt innehdller farre bakterier &n de frdn varmt eller eutrofiskt

vatten enligt Fernandes (2009).
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Av de naturligt forekommande bakterierna i fisk utgér gram-negativa sldkten den storsta delen,
och de mest forekommande ar Shewanella, Pseudomonas Flavobacterium, Acinetobacter, och
Moraxella. Ytterligare vanligt forekommande sldkten &r av Vibrinaceae, sdsom Vibrio och
Photobacterium, samt Aeromonadaceae med arter inom Aeromonas. Vidare kan &ven
gram-positiva bakterier inom slakter sasom Bacillus, Micrococcus, Clostridium, Lactobacillus

och Corynebacterium forekomma hos fisk (Fernandes 2009).

En av de frdmsta anledningarna till att fisk dr ett kénsligt livsmedel generellt kan bero pa att de
lever i ett kallt klimat. Detta leder till att ndrvarande mikroorganismer har en férmaga att leva
och foroka sig i 1dga temperaturer, vilket bendmns som att de &r psykrotrofa. Da dessa bakterier
tal lagre temperaturer leder det till att de kan foroka sig vid kyllagring (Thougaard, Varlund &
Mpller Madsen 2007, s. 318).

2.4.2 Forskimning av fisk; katalyserande mikroorganismer

Aven om det potentiellt sett finns ett antal patogena organismer i fisk som skulle kunna utgéra en
risk for livsmedelssékerheten tenderar koncentrationen vara lag och risken forhallandevis liten
enligt Fernandes (2009). Detta beror pa att de naturligt forekommande férskdmningsbakterierna i
fisken har en hogre tillvixt och gor fisken otjinlig for konsumtion innan tillvéxt av patogena
organismer eller toxinbildning. Nar det giller mikrobiell hallbarhet av fisk dr det saledes av
intresse att minska tillvixten av nedbrytningsbakterier samtidigt som risken for tillvixt av

patogena organismer undviks.

Den mikrobiella process som leder till forskdmningen av fisk beror till stor del pd reduktion av
TMAO (Trimetylaminoxid), vilket dr ett kviveinnehallande &mne som inte forekommer hos
didggdjur, men som finns 1 marina fiskar, till TMA (Trimetylamin). TMA har en stark doft som
ofta forknippas med den obehagliga doften av fisk. Detta sker genom att bakterieenzymer fréan
exempelvis sliktet Pseudomonas och Shewanella katalyserar processen. Ett ndstkommande steg i
forskdmningen av fisk ar proteolysen, nedbrytningen av protein. Néar detta sker bildas flyktiga
och illaluktande @mnen som ammoniak och svavel. Ett ytterligare steg i forskdmningen ar
lipolysen, nedbrytningen av fett, vilket sker enkelt d& lipiderna i fisk innehaller en stor del
omdttat fett med dubbelbindningar, vilket leder till hdrskning (Thougaard, Varlund & Mgller
Madsen 2007, ss 316-318).
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Som ovan ndmnt katalyseras forskdmningsprocessen till stor del av bakteriesldktet
Pseudomonas. Pseudomonas ar ett sliakte av gramnegativa bakterier som har formagan att orsaka
forruttnelse om de véxer i livsmedel. De forekommer naturligt i bade sotvatten och saltvatten,
vilket innebdr att det finns en risk for tillvéxt i fiskprodukter. Férutom att sliktet innehaller vissa
patogena arter har de ocksa en betydande roll 1 nedbrytningen av organiskt material. Vissa arter
har hog lipolytisk (fettspjdlkande) och proteolytisk (proteinnedbrytande) aktivitet vilket bidrar
till forskdmning av fisken. Vissa arter inom sléktet Pseudomonas ar psykrotrofa. Ett ytterligare
gramnegativt bakteriesldkte som har ménga likheter med Pseudomonas ar Shewanella,
framforallt arten S. Putrefaciens, som dven denna, ar psykrotrof och kan leda till f6rskamning

(Thougaard, Varlund & Meller Madsen 2007, ss 130-131).

2.4.3 Patogener

Patogena bakterier som forekommer i1 fisk kan delas upp i1 tvd grupper: de naturligt
forekommande samt de forekommande till f6ljd av kontamination. Av de naturligt
forekommande &r noterbara exempelvis Clostridium botulinum, Plesiomonas shigelloides, arter
inom Aeromonas och patogen Vibrio. Vidare till foljd av kontamination kan exempelvis
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, E. coli samt arter av Salmonella och Shigella
forekomma. Den patogena bakterien Listeria monocytogenes kan féorekomma 1 fisk bade naturligt

och till f6ljd av kontamination (Fernandes 2009).

Clostridium botulinum dr en bakterie vars toxiner kan direkt déda i mycket smi mingder.
Patogenen Gverlever genom dess sporer som aterfinns i jord, hav och i tarmen i fiskar. Det &r
frimst toxinet 1 huvudsak som utgdr ett hot, kan dven kallas for botulinumtoxin som ger
sjukdomstillstindet  botulism. Pa grund av fOrekomsten av dessa sporer bor
livsmedelsproducenter vara uppmérksamma pa denna typ av bakterie samt motarbeta risken av
en spridning. Bakterien fordkar sig i en syrefattig miljo och i laga temperaturer mellan 3 - 10°C,
dédrav ar det viktigt att lagerhalla fisk forpackad i vakuum och modifierad atmosfar i max 4 °C.

Livsmedelsverket beskriver ingen avdddningstemperatur, da sporerna kan etablera sig trots
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ogynnsamma forhallanden. Det innebér att avdddning inte minskar risken for att bakterien ska

kunna ateretablera sig inom ett livsmedel. (Livsmedelsverket 2023a)

Listeria monocytogenes ér en patogen som orsakar sjukdomen listerios. Bakterien finns naturligt
1 naturen och tar dirfor faste pa manga révaror. Nagot som &r allmént kint dr att Listera ér svér
att bli av med nir den vil har tagit faste 1 produktionslokaler. Bakterien forokar sig i kallare
temperaturer och dirfér bor man forvara livsmedel under +4°C, for att undvika forokning av
bakterien. Det dr framst dldre och personer med nedsatt immunforsvar som dr extra kédnsliga for
listera, for att forebygga mot bakterien bor all kallpaketerad mat dtas innan utgangsdatum.
Avdodning av bakterien sker vid en tillagning som gar 6ver 60°C. Den kallpaketerade fisken som
denna studie behandlar skall ateruppviarmas i mikrovagsugn efter lagerhallning, vilket potentiellt
sett skulle kunna minska risken for insjuknande av Listeria monocytogenes di temperaturen kan

avdoda mikroorganismer. (Livsmedelsverket 2024c)

Shigella 4r en patogen som inte forekommer naturligt i fiskar, utan kontamineras via
avforingsvatten. Ménniskor har svért att hantera Shigella och blir sjuka av mycket smd méngder
vid fortdring av fisk och skaldjur. Fiskar fungerar annorlunda och insjuknar inte av denna
bakterie utan lever vidare utan péaverkan. Nar fisk har avdodats medverkar Shigella i
forskdmningsprocessen av fisken. Néar detta intrdffar bryter den gramnegativa bakterien, likt
tidigare ndmnda forskdmningsbakterier, ner TMAO till TMA, vilket resulterar i1 den
karakteristiska doften som indikerar att fisken inte langre ar farsk. (Furugren 2016. s 212). De
personer som loper hogre risk for att insjukna av fiskar som kontaminerats dr dldre och sjuka
ménniskor. Shigella avdddas vid en temperatur over 65°C, det dr dirfor viktigt att upphetta

fisken fOr att minska risken for insjuknande. (Livsmedelsverket 2023b)

E. coli (Escherichia coli) ér en tarmbakterie som &r vanligt forekommande. Bakterien tar faste i
bade méanniskor och livsmedel, déribland fisk. Bakterien sprids genom att vatten har férorenats
med avforing, for att den ska Overleva krévs det att den snabbt féster sig i en vardkropp kort efter
att kontaminering har skett i vattnet. Bakterien dr varmekénslig och kan foroka sig 1 liga
temperaturer. Vid inkorrekt upphettning av fisk kan det foreligga en hilsorisk. For att undvika
insjuknande bor fisk upphettas till en temperatur 6ver 50°C, detta pd grund av att E-coli forokar
sig kring en temperatur runt 37°C men &dven 1 hogre temperaturer som 45-50°C.

(Livsmedelsverket 2023c¢)
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2.4.4 Parasiter

Forutom bakterier finns dven andra mikroorganismer som kan utgora ett hot mot bade kvalitén
och livsmedelssdkerheten, exempelvis parasiter. Dessa mikroorganismer dverlever genom att ta

faste pd ett varddjur.

Anisakis dr en parasit 1 form av en spiralmask som &r vanligt forekommande 1 fisk fran havet och
har en langd péd 1-4 cm. Parasiten lever i magsidcken hos fiskar men tar gédrna féste 1 bade fiskar
och ménniskor, ddrav &dr det viktigt att tillaga fisk frdn havet korrekt. Tillagning bor ske till en
temperatur runt 55-60°C for att avdoda parasiten. Avdodning kan dven ske genom att djupfrysa
fisken till -18°C under 3 dygn. Parasiten kan ge symtom som illaméende, kridkningar och
magsmaértor som uppkommer kort efter fortdring. For att insjukna av parasiten kridvs endast en
levande mask for att bli sjuk. Ingen specifik riskgrupp finns for denna typ av parasit.

(Livsmedelsverket 2023d)

Pseudoterranova decipiens ér en parasit i form av en rundmask. Parasten faster sig frimst i fiskar
som torsk och rotsimpa men kan dven forekomma hos andra arter. Parasiten forekommer ofta 1
svenska vatten och kan liksom anisaki orsaka sjukdom genom att endast en levande mask fortars.
Symtomen vid fortdring &r illamaende, krakningar och magsmirtor. Denna parasit kan ocksd
avdddas genom upphettning till 55-60°C eller genom djupfrysning till -18°C i minst 3 dygn.
Ingen specifik riskgrupp finns for denna typ av parasit (Livsmedelsverket 2023e).

2.5 Hantering och konsekvenser vid fangst, transport och lagring innan tillagning

2.5.1 Hantering och konsekvenser vid fangst

Nar fiskar tas upp vid fangst sker det inte endast mikrobiella fordndringar 1 muskulaturen utan
dven kemiska. Rigor mortis dr en kemisk process som sker i alla djur oavsett om det géller kott
fran fisk, fagel, not eller gris. Processen dr mycket avgorande for vilken kvalitet kottet far efter
rigor mortis. Nér fisk tas upp ur vattnet och avlivas startas processen rigor mortis. Rigor mortis
ar en process som sker post mortem, det vill sdga efter fiskens dod. Det slutgiltiga resultatet av
rigor mortis dr beroende av olika faktorer, bland annat vilken temperatur omgivningen hade vid

fdngst av fisken samt under vilken nivé av stress som fisken utsattes for. (Furugren 2016)
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Vid avlivning av fisken sdnks pH:et i fisken. Fisken fér oftast inte ett pH-vérde under 6 dé halten
glykogen 1 musklerna &r lagre i fisk &n i ddggdjur som not och gris. Fisk innehaller vanligtvis en
lag halt kolhydrater, vilket resulterar i att endast en liten mingd glykogen ansamlas i musklerna.
Dérfor minskar pH-vérdet inte 1 samma utstrackning efter déden som det gor for rott kott. Detta
skapar en neutral och for manga mikroorganismer en gynnsam miljo, déaribland

forskdmningsbakterier som Shewanella och Pseudomonas (Gram 2009).

Fangstprocessen kan ha stor inverkan pé det fordndrade pH-vérdet. Stress under fingst kan gora
att glykogenet i musklerna forbrukas redan innan fiskens dod, vilket gor att pH-virdet inte
sjunker drastiskt utan snarare lagger sig omkring pH 6.5-7.0. Detta pH-vérde spelar en avgérande

roll 1 utvecklingen och tillvixten av mikroorganismer 1 fisken (Furugren 2016).

Rigor mortis kan trdda in redan 30 minuter efter dod men kan ocksa ta upp till ett par dygn efter
att fisken ldggs pa is efter fAngst. Nédr rigor mortis processen har avslutats bor man ta hand om
fisken genom att exempelvis filéa eller frysa fisken. Sker styckning av fisken under rigor mortis
kan musklerna kontraktera och minska med cirka 15%. Temperaturen i omgivningen bor dven

vara lag vid styckning for att undvika att celler 1 musklerna forstors. (Furugren 2016)

2.5.2 Hantering och konsekvenser vid transport och lagring

Vid fangst tas fisken upp direkt och avlivas. Dérefter placerar man fisken direkt pd is for vidare
lagring. Rigor mortis sker och dérefter fileas fisken. Néar fisken har forberetts viljs ofta
djupfrysning som lagringsmetod. Under lagring infor djupfrysning bor fisk lagras pa is i en
temperatur runt 0°C, for att undvika att processer inom fiskens naturliga mikroflora och
enzymsystem ska borja accelerera. Konsekvenserna av fel lagerhéllning innan frysning kan leda
till snabbare nedbrytning och kvalitetsforsdimringar. Man kan utdver ovan ndmnda forslag utfora
andra behandlingar for mdjliggora lagring och okad héllbarhet av nyligen upptagen fisk, detta

genom exempelvis saltning, torkning och syrning. (Furugren 2016)

Vid djupfrysning som lagringsmetod kridvs det en kontrollerad nedfrysning, for att undvika att
kvaliteten och livsmedelssidkerheten paverkas. For att undvika att fiskens muskler kontraherar ar
det viktigt att fisken genomgér rigor mortis innan djupfrysning for att behalla god kvalitet.
Direfter fryses fisken ofta snabbt till - 18°C da detta har visat sig bevara fiskens kvalitet bést.
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Fryslagring anvinds framst for att stoppa kemiska och mikrobiologiska processer, dédribland

enzymaktiviteten och forokning av mikrober i fisken. (Furugren 2016)

For att bevara fiskens kvalitet bor fisken tinas upp snabbt i ett vattenbad. En snabb upptining
utan vattenbad kan bland annat leda till att membranstrukturerna i fiskens celler gar sonder,
vilket resulterar 1 att enzymer fran lysosomer ldcker ut och paskyndar den kemiska

nedbrytningen av fisken. (Furugren 2016)

2.6 Tillagning

Som tidigare beskrivet ldggs grunden for den mikrobiella kvaliteten hos fisk manga steg fore
tillagnings- och lagringsprocessen. Redan i fiskens levnadsmiljo, fangst, hantering och transport
kan fisk kontamineras eller felaktigt hanteras vilket leder till tillvéxt av mikroorganismer. For att
motverka forsimrad kvalitet och eventuell negativ inverkan pa individers hilsa behover séledes
fisk oftast tillagas for att undvika mikrobiologiska risker. Fisk kan tillagas genom olika metoder
som exempelvis kokning, sous vides, stekning, gravning och rokning. Ibland véljer man inom
vissa kulturer att inte tillaga fisk genom nédgon metod alls utan serverar da ra fisk som den &r. Det
ar darfor viktigt att se till att fisken &r rétt hanterad under fangst samt att ritt lagerhallning i 1ag

temperatur har varit kontinuerlig.

2.7 Forpackningsmetoder och dess inverkan pi mikrobiell hillbarhet

2.7.1 Luft

Lagerhallning av tillagad och forpackad mat kan utforas i en icke modifierad atmosfar savél som
1 en modifierad atmosfar. Vid val av icke modifierad atmosfar sker férvaringen exempelvis i en
livsmedelsgodkdnd forpackning som é&r forsluten med en plastfilm. Darefter kan den lagerhallas
fryst eller 1 kyl. Sker forvaringen endast i1 kyl dr rekommenderad forvaring 1 5 dagar for att
sdkerstilla att produkten &r sdker att fortira. Problematiken med en forpackning utan modifierad
atmosfdr dr att de kemiska processerna fortloper, framforallt den enzymatiska aktiviteten. Det
beror pé att syretillgangen i forpackningen avspeglar den naturliga miljon. Konsekvensen av hog
enzymaktivitet kan leda till missfargning och snabbare nedbrytning av fisken. Forutom att

livsmedlet ska vara mikrobiologiskt sdkert bor d&ven den sensoriska upplevelsen vara godkind.
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Dessa aspekter kan skapa problematik vid bestimmande av hallbarhetstid. (Sjoholm &
Lundmark 2014)

2.7.2 Modifierad och icke Modifierad atmosfir

Modifierad atmosféarsférpackning (MAP) dr en skyddande forpackningsteknik som anvénds for
att forldnga hallbarheten hos fisk, fiskprodukter och &ven andra typer av livsmedel, genom att
forpackning sker i en atmosfir med en gassammansattning som forhindrar mikrobiell tillvaxt och
oxidationsreaktioner (Kaba & Corapci 2014). En grundlidggande forutséittning for mikrobiella
tillvixten ar tillgdng till syre (O,), och lagring i en miljo med ldgre syrenivd forlanger
héllbarheten pa fisk genom att inhibera mikrobiell tillvixt och autoxidation. Den viktigaste gasen
for modifierad atmosfar ar koldioxid (CO,) d& den himmar tillvixt av svamp, jédst och bakterier
(Kaba & Corapci 2014). Nar tillgang till O, minskar sker en viss fermentation av sockerarter 1
fisken, vilket leder till ett lagre pH-vdrde. Detta i kombination med CO, hdmmar tillvdxt av
gramnegativa forskdmningsbakterier, vilket ger utrymme for tillvixt av frimst grampositiva

organismer som i sin tur har en lagre tillvixthastighet (Fernandes 2009).

CO, ar den gas som till storsta del forlinger den mikrobiologiska hallbarheten hos fisk, men en
for hog koncentration kan péverka fiskens kvalitet negativt genom att skada dess struktur och
paverka sensoriska egenskaper (Kaba & Corapci 2014). For att kompensera detta anvénds ofta
kvdvgas (N,), som dr mindre invasiv och inhiberar fridmst aeroba mikroorganismer, ar luktfri
samt minskar oxidativ hédrskning (Fernandes 2009). Da fisk kan variera i sammansittning ar
olika gassammanséattningar rekommenderade for att frimja hallbarheten. For vit fisk och skaldjur
har blandningen 40% CO,, 30% N, och 30% O, visat sig mest fordelaktig. Géllande fet fisk
rekommenderas istéillet 60% CO, och 40% N, eller 40% CO, och 60% N, (Kaba & Corapci
2014). Att en halt av O, har visat sig positiv for vit fisk och skaldjur kan bland annat bero pa att
det minskar risken for tillvixt av anaeroba bakterier som Clostridium botulinum, vilket torde
vara positivt ur ett sdkerhetsperspektiv. Vidare har en halt av O, inte visat sig lika positiv for fet
fisk, da fetthalten i kombination med O, dkar risken for fettoxidation (Ozogul, Ozogul & Kuley
20006).
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2.7.3 Vakuum

Vakuumforpackning innebidr att produkten placeras inuti ett forpackningsmaterial med lag
syrepermeabilitet, foljt av borttagning av luft, forslutning och den gasformiga atmosfiren
elimineras ndstan helt. Till foljd av att det fortfarande sker reaktioner forandras atmosfdren i den
forslutna paketeringen efter lagring. Dessa fordndringar orsakas av mikrobiell aktivitet och
resulterar 1 en 6kning av koldioxidhalten (CO,) med cirka 10-20%. Den forhdjda CO,-halten kan
ha effekten att himma tillvéxten av odnskade mikroorganismer, sérskilt aecroba bakterier, vilket 1
sin tur kan forlénga héllbarheten pd livsmedel. Inhiberingen av mikrobiell tillvdxt beror pa att
aeroba forskdmningsbakterier dr kénsliga for CO, och tillvixten sker l&ngsammare. Dock kan
anaeroba bakterier védxa 1 denna syrefria miljo, vilket skulle kunna utgéra en risk for
livsmedelssdkerheten, sirskilt genom ackumulering av toxin fran Clostridium botulinum (Das,

Alice, Hossain, Islam & Mehbub 2021).

2.8 Lagringstid och mikrobers tillvixtfaser

En faktor som har en stor inverkan pd den mikrobiella tillvdxten i ett livsmedel 4r tiden. Om det
efter tillagning finns forekomst av mikroorganismer och forhallandena dr gynnsamma kommer
det att ske tillvixt. Under tillvixten gar mikroorganismerna igenom ett antal faser, och ju fler
faser som de Over tid hinner g& igenom, desto mer av livsmedlets néring har forbrukats,

nedbrytningsprodukter skapats och livsmedlet blir otjénligt.

Den forsta fasen bendmns som lagfas. I denna fas genomgar mikroorganismerna en period av
anpassning till de nya forhdllandena i miljon och mikroorganismer syntetiserar ndodvandiga
enzymer och proteiner for att kunna utnyttja tillgéngliga naringsdmnen effektivt. Enskilda celler
blir storre men antalet celldelningar ar 1agt. Lingden pa lagfasen kan paverkas av faktorer som
komplexiteten i néringskéllan och storleken pé den ursprungliga populationen, samt huruvida
mikrober innehéller en 1&g halt av ATP, ribosomer och andra tillvéxtfaktorer. Fasen dr saledes
paverkad av forutsdttningarna 1 sammansittningen i tillvixtmiljon, och handlar om att
mikroorganismerna gor anpassningar och forberedelser for tillvixt (Thougaard, Varlund &

Mpller Madsen 2007, s. 110).
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I nista tillvixtfas, den logaritmiska fasen, multipliceras mikroorganismerna snabbt och konstant
sd lange som tillgéngliga ndringsdmnen och andra tillvixtfaktorer dr gynnsamma. Under denna
fas ar tillvixten maximal och kan observeras som en brant stigning pa tillvixtkurvan. Det som
avgor att tillvdxten avstannar dr att det blir en brist pa tillgdnglig niring samt att det skapas
nedbrytningsprodukter, exempelvis syrabildning som sidnker pH-virdet till en sa pass lag niva att

miljon ej langre dr gynnsam (Thougaard, Varlund & Moller Madsen 2007, s. 111).

I ndstkommande fas, den stationdra fasen, ndr mikroorganismerna en jaimvikt mellan tillvdxt och
dod. Detta pa grund av begrinsande faktorer som exempelvis brist pa tillgédngliga ndringsimnen
och nedbrytningsprodukter. Under denna fas konkurrerar mikroorganismerna om begrinsade
resurser och antalet nybildade celler och celler som dor ér lika ménga, vilket resulterar i en stabil
population. Aven om forekomsten av celler ej 6kar kan aktiviteter som sporbildning fortfarande

ske (Thougaard, Varlund & Mgller Madsen 2007, s. 110).

I den sista fasen, deklinationsfasen, minskar populationen av mikroorganismer nér celldoden
overstiger celldelning. Faktorer som Okning av toxiner eller skadliga miljoforhallanden kan
paskynda denna fas. Vissa mikroorganismer kan sakna Gverlevnadsstrategier for att dverleva
under ogynnsamma forhallanden och upplever dérfor en snabb minskning i antal. Andra mer
resistenta mikroorganismer overlever under en lang tid, och exempelvis sporbildande bakterier
och dess fria sporer kan Gverleva en nést intill obegrdnsad tid (Thougaard, Varlund & Magller

Madsen 2007, ss. 111-112).

Lagringstiden dr sédledes betydande for den mikrobiella kvaliteten. En lidngre lagringstid ger
mikroorganismer mer tid att anpassa sig till och etablera sig i och runt om produkten. Detta
skulle dérfor kunna leda till att mikroorganismer har mgjlighet att 6verleva och bérja vixa dven
under ogynnsamma forhdllanden produktkvaliteten forsdmras. Sammanfattningsvis torde det ga
att utgd ifrdn att en noggrann Overvidgning av lagringstiden i samband med andra paverkande
faktorer dr avgorande for att minimera risken for mikrobiell tillvdxt och bibehélla produktens

hallbarhet och kvalitet.
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2.9 Sammanfattning av faktorer som paverkar den mikrobiella kvaliteten hos fisk

For att sammanfatta litteraturstudien kan man genom ovanstiende information utlisa nagra
typiska faktorer som kan bli direkt avgorande for hur fiskens kvalitet och livsmedelssékerhet

kommer att bli efter hantering och tillagning. Se nedanstaende punkter.

e Temperatur och milj6 i vattnet innan upptag av fisk.

e Hantering, Transport och lagringsmetod fore tillagning.

e Tillagningsmetod och innertemperatur.

e Hantering och lagringsmetod i férpackning efter tillagning.

e Slutlig uppviarmning av lagerhdllen matrétt.
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3. Metod

3.1 Litteraturstudie

Examensarbetet bestdr av en litteraturstudie som genomforts for att samla in relevant information
i form av vetenskapliga rapporter, artiklar, avhandlingar, livsmedelsverkets databas och bdocker
frén tidigare forskning inom omradet livsmedelsteknik. Litteraturstudien baseras pa sokningar 1
vetenskapliga databaser, inklusive men inte begrdnsat till LubSearch och Google Scholar.
Sokstrategin inkluderade nyckelord och fraser relaterade till &mnet som &r av betydelse for
uppgiftens syfte och mal. Efter att ha granskat och utvidrderat den insamlade litteraturen,
sammanstélldes och analyserades relevant information for att fa insikter, jamfGrelser och

forstaelse for omradet rorande aspekter inom fisk, paketering och mikrobiell sdkerhet.

3.2 Mikrobiell provtagning

Provtagningsmetoden innefattade anvindning av tva olika medier for mikrobiell analys: Totalt
antal mesofila aeroba mikroorganismer och indikatorbakterier inom Enterobacteriaceae. For
totalt antal anvindes forberedda petriskdlar av agar fran VWR (Culture Media, Ready To Use, In
Plates) av typen Total Plate Count (TPC) och Violet Red Bile Dextrose (VRBD) som anvindes

for detektion av Enterobacteriaceae.

I studien bendmns prover lagrade under ej modifierad atmosfir (EJMAP) och modifierad
atmosfiar (MAP). For de tva atmosfirerna foljer numrering EIMAP3, EJMAPS och EJMAP7 och
MAPS, MAP10, MAP12 och MAP14, vilket motsvarar lagringstiderna. Proverna vid lagringstid

14 dagar undersoktes endast sensoriskt samt genom pH-métning.
3.2.1 Forberedelse

1.0 g peptonpulver samt 8.0g NaCl véigdes upp och dverfordes till 1 L glasflaska. 1000ml dH,O
mattes upp och blandades 1 glasflaska med pepton och vatten. Omrorning gjordes med magnet
tills blandningen homogeniserades. 90 ml peptonvatten méttes upp 1 100 ml matglas och
overfordes till 3 st 100 ml glasflaskor. Korken skruvades i forsta gingan pa flaskorna. Provror
fylldes med 9 ml peptonvatten med dispenserpipett. Direfter autoklaverades peptonvatten,

provroren och glaskulor som anvéndes under provséttningarna.
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3.2.2 Tillagning av fisk

Fisk (Ryggfilé av Sej (Pollachius virens), vildfangad med ursprungsland Kina, MSC-markt)
tinades upp 1 kyl pa ett metallbleck. Fisken portionerades (75 g/portion) efter upptining och
placerades sedan i ett nytt bleck. Fisken tillagades i ugn med anga pa 80°C upp till 72°C i
innertemperatur. Fisken togs ut ur ugnen och sattes in i ett nedkylningsskép. Fisken togs ut nir
den har natt +8°C innertemperatur. Fiskbitarna forpackades enskilt, varav 8§ fiskbitar forpackades
1 icke modifierad atmosfdr och 8 fiskbitar i modifierad atmosfar. Den modifierade atmosféaren
bestod av en gasblandning med 30% CO, och 70% N,. Forpackningarna placerades 1 kylboxar
efter paketering. Dessa transporterades sedan till institutionen for institutionen for processteknik
och tillimpad biovetenskap p4 LTH i Lunds kommun. Proven lagrades i kyl med temperatur
7.4+0.4°C (Bilaga 1). Fisk paketerad utan MAP lagrades i 3, 5 och 7 dagar. Fisk paketerad med
MAP lagrades 8, 10 och 12 dagar, samt ett extra prov i 14 dagar.

3.2.3 Provtagning av fisk

Petriskélar markerades upp for respektive prov-ID och spidserie (3 paket fisk * 2 olika
atmosfdrer). Av prov togs 2 st bitar 4 10 gram fran olika delar, dessa kordes pa medel-véxel
separat 1 stomachern med 90 g peptonvatten under 2 minuter tills provet blev homogeniserat. 1
ml vitska togs frdn stomacherpasen och Overfordes till de forbereda provroren med 9 ml
peptonvatten. Provroret vortexades och 1 ml dverfordes till ndsta provror. Detta upprepades for
hela spadserien (-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8 * 12 st). 0,1 ml fran vardera provror overfordes till
petriskdlar och fordelades med hjédlp av steriliserade glaskulor. Petriskdlarna inkuberades i
inkuberinsgskap. Efter inkubering rdknades CFU och petriskdlarna slingdes i designerade
avfallslador. Inkubering skedde enligt foljande: For PCA-agar inkuberades proverna i 72 h i 30
grader och VRBD-agar inkuberades i 37 grader i 24 h. Efter inkubering berdknades eventuell

tillvixt pa petriskélarna.
Eventuella kolonier dokumenterades i bilaga 2, 3, 4, 5. CFU/g och log-viarden beréknades i

enlighet med berdkningsformler i bilaga 8. Eventuella avvikelser eller observationer noterades

och diskuterades for att sdkerstélla en grundlig rapportering.
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3.3 Miitning av pH-virde

pH-virdet mittes 1 den tillagade och paketerade fisken med en pH-elektrod. Fisken provtogs
innan det att mikrobiell provtagning genomfordes. Innan mitning kalibrerades pH-elektroden
enligt tillverkarens anvisningar med anvdndning av standardbuffertldsningar med kénda
pH-virden. pH-elektroden placerades i provet av tillagad och forpackad fisk och métningen
genomfordes. Mitningarna utfordes i kvadruplikat for att sékerstélla noggrannhet i1 resultaten.
Resultaten fran varje prov dokumenterades och anvéndes sedan for att analysera och utvirdera

eventuella fordndringar 1 pH-virden mellan provtyper, forpackningsmetoder och lagringstid.
3.4 Sensorisk bedomning

En kort och ej vetenskapligt forankrad sensorisk bedomning av fisken utfordes efter en
specificerad lagringstid. Vid beddomningen inspekterades fisken okuldrt for att observera
eventuella fordndringar i textur och utseende. Direfter genomfordes en olfaktorisk beddmning
genom att dofta pa fisken for att identifiera eventuella avvikande dofter eller lukt. Resultaten fran
den sensoriska bedomningen dokumenterades noggrant for att bedoma fisken kvalitativt och

utvérdera eventuella fordndringar dver tid.
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4. Resultat

4.1 Provsiittning

I bilaga 2, 3, 4 och 5 gér det att avldsa att provtagningarna generellt visade inga eller for fa
kolonier att berdkna. Forkortningen TFTC star for "too few to count”. Resultatet av alla
provtagningar gar inte att analysera och berdkna. Ett fatal provtagningar gav resultat men
beslutades vara for fa for att utfora en reliabel analys och berdkning.

4.2 pH-miitning

pH-matning - Ej MAP

8,00
7,50
7,00 6,70
° o 6,56
2 6,50 =i
T
(=R
6,00
5,50
5,00
EJMAPS5 EIMAP7

ProvID

Diagram 1: Plottning av medelvirdet av fiskens pH-vérde lagrad i en forpackning med ej modifierad atmosféar under
olika lagringstider.

Beslut om att inkludera mitning av pH-virde togs efter att provsittning av EIMAP 3 &gt rum,
dérav finns endast resultat for EJMAP 5 och 7.
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pH-matning - MAP
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Diagram 2: Plottning av medelvardet av fiskens pH-vdrde pH-vérde lagrad i en forpackning med modifierad
atmosfar under olika lagringstider.

4.3 Statistiska berikningar av pH-miitning

Tabell 1: Statistisk berékning och sammanstéllning av pH-mitning for MAP enligt berékningsformler i bilaga 8 och

varden i bilaga 7.

Variabel Virde IFiirklaring

t-test (8 till 10 dagar) 0.217 Ej signifikant skillnad i pH-védrden mellan 8 och 10 dagar
t-test (10 till 12 dagar) 0.052 Ej signifikant skillnad i pH-vérden mellan 10 och 12 dagar
t-test (12 till 14 dagar) 10.038 Signifikant skillnad i pH-vérden mellan 12 och 14 dagar

T-test mellan lagringstid 8 och 10 gav 0,217. Ett p-vérde storre &n 0,05 indikerar att det inte finns
ndgon signifikant skillnad i pH-vdrden mellan 8 och 10 dagars lagringstid. T-test mellan
lagringstid 10 till 12 gav 0,052. Ett p-vérde nira 0,05 indikerar att det finns en mgjlig tendens till
skillnad 1 pH-viarden mellan 10 och 12 dagars lagringstid. Detta p-virde dr inte tillrackligt 1agt
for att vara statistiskt signifikant vid signifikansnivan 0,05. T-test mellan lagringstid 12 till 14
gav 0,038. Ett p-virde mindre dn 0,05 indikerar att det finns en signifikant skillnad i pH-védrden
mellan 12 och 14 dagars lagringstid. Detta tyder pd att det finns en statistiskt signifikant

fordandring 1 pH-virdena mellan dessa lagringstider. (Tabell 1)
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4.4 Ej vetenskapligt forankrad sensorisk bedomning

Tabell 2: En tabell ver en ej vetenskapligt forankrad sensorisk beddmning av fisk under olika lagringstider.

Lagringstid

Sensorisk bedomning

EJMAP 3

Luktfri.
Fast och torr.
Ingen foréndring i farg.

EJMAP 5

Tydligare Ammoniakdoft.
Slappt vitska.
Svampig och nagot slemmig.

EJMAP 7

Mycket sléppt vitska.
Distinkt illaluktande doft.
Tydlig orange/gul missfargning.

MAP 8

Lite ammoniakdoft.
Ingen missfargning.

Tveksam till fortdring utifrén sensorisk observation.

MAP 10

Distinkt ammoniakdoft.
Lite orange missfargning.

Tveksam till fortaring utifran sensorisk observation.

Konsistensen ar hard och nagot slemmig.

MAP 12

Mycket illaluktande ammoniakdoft.
Mairkbar orange missfargning.

Tveksam till fortéring utifrén sensorisk observation.

Konsistensen &r hard, tradig och lite slemmig.

MAP 14

Mycket illaluktande ammoniakdoft.

Tydlig orange missfargning.

Nekar till fortaring utifran sensorisk observation.
Konsistensen ar hérd,tradig och slemmig.

Tabell 2 visar en ej vetenskapligt forankrad sensorisk beddémning som utférdes innan

provtagning av den tillagade och forpackade fisken. Den tydliggor upplevelsen fran varje prov

och svaren kan enkelt jamforas.
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5. Diskussion

Resultatet av den mikrobiella undersdkningen har givit kunskap 1 hur stor paverkan
innertemperaturen har pa fisk ur bade en mikrobiologisk och sensorisk aspekt. Det man kan
konstatera baserat pa en analys av bilaga 2, 3, 4 och 5 ir att med en innertemperatur pa 72°C 1
fisken avdddas mesofila aeroba mikroorganismer samt koliformade indikatorbakterier i familjen
Enterobacteriaceae. 1 var litteraturstudie bekriftas vart resultat dd Livsmedelsverket (2024a)
menar pa att temperaturer over 60°C ska avddda eventuella bakterier som kan befinna sig i fisk.
Vi kan darfor dra slutsatsen att var hypotes stimde dverens med det framtagna resultatet, d& vi
antog att det inte skulle ske ndgon mikrobiologisk tillvixt i fisken med en innertemperatur pa
72°C. Det kunde alltsa inte ske en mikrobiologisk 6kning i1 korrelation med lagringstiden i denna

undersokning.

Genom att titta pa véra resultat frin pH-métningarna kan man utesluta en korrelation mellan
mikrobiologisk aktivitet och sjunkande pH-viarde. Det kan bekriaftas genom framtagen
vetenskaplig bevisning har tagits fram angdende pH-vérde i1 fisk. Furugren (2016) menar att
fiskens pH-védrde sdllan gir under 6 efter avdddning d& méngden glykogen som samlas i
musklerna 1 fiskar dr liten. I diagram 1 och 2 kan man avldsa pH-virden som ligger precis
ovanfor 6 och forblir nistintill ofordndrade under hela lagringstiden. Daremot pavisas en 6kning
av pH-virdet rent okuldrt i diagram 2 men ingen tydlig korrelation kan konstateras. pH-6kningen
skulle kunna hirledas till den doft av ammoniak och aminer under den sensoriska bedomningen,
vilka bade &r svaga baser. Vi kan diremot inte dra négra paralleller mellan det 6kande pH-viardet
och den mikrobiologisk aktivitet som eventuellt kan finnas i fisken, da bakterieaktivitet kan
sdanka pH-vérdet. Fernandes (2009) beskriver att en sdnkning av pH-virdet frimst sker pd grund
av att bakterier i fisken paverkas av den begrinsade tillgingen av syre i den forpackning med
modifierad atmosfar och borjar darfor en fermentering av sockerarter, och att detta leder till
samre tillvixt for forskdmningsbakterier. Att det i denna provtagningen skett en 6kning av pH
samt en doft av ammoniak, skulle sdledes kunna betyda att miljon blivit mer gynnsam for
bakterier som spjdlkar TMAO till ammoniakdoftande TMA, dven om vi inte sett en

berdkningsbar tillvaxt.
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Vi bor dven ta hinsyn till och notera att vi har gjort avgrinsningar 1 vir provtagning da den inte
inkluderar anaeroba bakterier, vilket gor att vi inte kan dra nagra slutsatser kring huruvida de
bakterierna har etablerat sig i fisken. Det gar saledes inte att helt avgora om fisken &r siker for

konsumtion trots att vi inte sett ndgon tillvéxt.

Berdkning av korrelation mellan pH-virde, lagringstid och mikrobiell aktivitet utfordes ej for
pH-miétningen av EJMAP, eftersom pH endast mittes vid 5 respektive 7 lagringsdagar. Vid
undersokning av MAP visades en statistisk bekrédftad 6kning av pH-varde mellan dag 12 och dag
14 (Tabell 1).

Resultaten visar att det finns en tendens till positiv korrelation mellan tid och pH-vérden for
fisken. Aven om pH-virdena #r hogre efter lingre lagringstid, ér skillnaderna i pH-virden mellan
vissa tidsperioder statistiskt signifikanta medan andra inte dr det. Detta skulle kunna indikera
olika kemiska eller biologiska processer som pédverkar pH-virdena under olika stadier av
lagringen. Det dr dock viktigt att notera att mitning av pH-vérde inte genomfordes pa proven
innan forslutning och lagring och att det inte 4r samma replikat som méts vid varje lagringstid.
Det gar darfor inte att avgéra om pH-vérdet har fordndrats 6ver tid 1 ett specifikt prov. Syftet med

pH-métning var att jamfora med mikrobiell tillvixt.

Problemformulering 1-3 (s 6) kan inte besvaras da var undersokning har visat att det inte finns
nagon mikrobiell aktivitet baserat pa vara avgriansningar. Det innebdr att 1 denna undersékningen
vet vi inte om det finns ndgra signifikanta samband mellan forpackningsmetod, lagringstid och
mikrobiell kvalitet hos fisk som problemformulering nummer 3 beskriver. Vi kan inte heller dra
nigon slutsats kring problemformulering nummer 2, om varierande lagringstider med olika
forpackningsmetoder har nagon specifik inverkan pd mikroorganismer did det inte finns
tillrackligt med resultat for att analysera detta. Konsekvensen av att var mikrobiella
undersokning inte har gett resultat gor att vi inte heller kan besvara problemformulering nummer

1, géllande forpackningsmetoders paverkan pa den mikrobiologiska kvaliteten i fisken.

Under den mikrobiella undersokningen utfordes en ej vetenskapligt forankrad sensorisk

bedomning som sammanfattats i tabell 2. Bedomningen utférdes i huvudsak for att kunna
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undersoka eventuella samband mellan den sensoriska upplevelsen och den mikrobiologiska
aktiviteten. Utifran bilaga 2 - 5 kunde man som tidigare ndmnt konstatera att ingen tillvéxt har
skett under provtagningen och darfor blir det svart att se nagra samband relaterade till den
mikrobiologiska aktiviteten. Daremot vicks det funderingar kring vad som faktiskt skapar den
tydliga missfargningen, slemmiga védtskan och den distinkta doften av ammoniak. I
litteraturstudien menar Sj6holm & Lundmark (2014) att en enzymatisk missfargning kan skapas
inom en syrefattig miljo, vilket kan ses som en forklaring till den upplevda orange/gula fargen.
Vi finner ingen vidare forklaring till varfor doften och den slemmiga vitskan har skapats, men vi

tror att det kan beror pa anaeroba bakterier som vi har valt att avgrdnsa oss ifran.

Vi kunde under de sensoriska bedomningarna ocksd detektera en viss skillnad mellan fiskarna
som paketerats i de tva olika atmosfirerna, modifierad och ej modifierad atmosfar. De fiskar som
paketerats i en e€j modifierad atmosfiar hade en mer tydlig och skarp doft av ammoniak och
upplevdes mer slemmiga dn vad de fiskar som paketerats i den modifierade atmosfiaren. De
fiskar som paketerats i modifierad atmosfir hade déremot en tydligare missfargning och
upplevdes som mer tradig 4n de fiskar som forpackades i en ej modifierad atmosfir. Dessa
observationer kan inte kopplas till nagon vetenskaplig bevisning i litteraturstudien, vilket 6ppnar

for en framtida utredning.

Genom den sensoriska bedomningen kan vi besvara de tva sista problemformuleringarna.
Problemformulering nummer 4 och 5 (s. 6) besvaras genom att lagringstiden bor sdnkas utifran
den sensoriska beddmningen d& fisken inte upplevdes rent okuldrt som aptitretande eller
inbjudande. Négot att ta hinsyn till hér dr att undersokningen endast gjordes med fisk, dérav kan
man inte basera den sensoriska bedomningen pa den riktiga helhetsupplevelsen nidr rétten

serveras komplett.

Med hénsyn till att de dldre oftast fir minskad aptit (Livsmedelsverket 2019) bor man se dver
den sensoriska upplevelsen av fiskritterna efter att lagring har skett. Trots att fisken ar
mikrobiologisk sdker utifran vara avgrinsningar bor man ta hénsyn till att det finns andra

livsmedel samt bakterier som vi har avgrinsat oss ifrdn som kan gora fiskritterna osékra rent
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mikrobiologiskt. Vi kan alltsd inte med sdkerhet séga att fisken dr mikrobiologiskt siker da

avgransningar har gjorts.

For att avsluta diskussionen anser vi kunna genom en utférd mikrobiella undersokning av
tillagad fisk forpackad i tva olika atmosfarer pasta att vi har uppnétt vart syfte med studien. I den
mikrobiella undersokningen och litteraturstudien har lagringstid, olika forpackningsmetoder och

mikrobiell aktivitet observerats och analyserats.

6. Slutsats

De slutsatser vi kan dra dr att med en innertemperatur pa 72°C 1 fisken avdddas mesofila aeroba
mikroorganismer samt koliformade indikatorbakterier 1 familjen Enterobacteriaceae, baserat pa
de avgransningar som gjorts. Det gick inte heller att se att det fanns nagon korrelation mellan den
mikrobiologiska aktiviteten och lagringstiderna, da det inte skedde nigon tillvixt. Ndgot man
kunde observera var att det istdllet fanns en korrelation mellan lagringstid och ett dkande
pH-virde vilket var ett ndgot ovintat resultat. Med hjédlp av den sensoriska bedomningen kunde
man se att trots att det inte skedde ndgon tillvixt baserat pd vara avgrdnsningar ansigs

fiskfiléerna inte sarskilt aptitretande.
For att avsluta sa kan vi dra slutsatsen att fisken kan inte anses som mikrobiologisk séker da vi

sag tendenser till kvalitetsfordndringar 1 fisken samt att man bor se dver kvaliteten pa fisken efter

maximala lagringstid for att sékerstélla att man serverar fisk som dr god och aptitretande.
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8. Bilagor

8.1 Bilaga 1: Kylkalibrering

Kalibrering av kyl som anvéndes for lagring. Termometer kalibrerades innan anvéndning.

Tidpunkt Temperatur °C  Medeltemp °C  Stdavv
9:00 7.2
10:00 7.4
11:00 7.6
12:00 7.3 7.4 0.3
13:00 7.8
14:00 7

15:00 7.8



8.2 Bilaga 2: Provtagning PCA Ej modifierad atmosfir

Forteckning 6ver identifierade kolonier samt berdkning av medelvirden for respektive spddserie och lagringstid. Visas i CFU/g och
log CFU/g. Om e¢j synliga kolonier benimns CFU med TFTC (too few to count). Om 6ver 300 kolonier anvdnds bendmning TMTC
(too many to count).







8.3 Bilaga 3: Provtagning PCA Modifierad atmosfir

Forteckning 6ver identifierade kolonier samt berdkning av medelvirden for respektive spddserie och lagringstid. Visas i CFU/g och
log CFU/g. Om e¢j synliga kolonier benimns CFU med TFTC (too few to count). Om 6ver 300 kolonier anvdnds bendmning TMTC
(too many to count).







8.4 Bilaga 4: Provtagning VRBD Ej modifierad atmosfir

Forteckning 6ver identifierade kolonier samt berdkning av medelvirden for respektive spddserie och lagringstid. Visas i CFU/g och
log CFU/g. Om e¢j synliga kolonier benimns CFU med TFTC (too few to count). Om 6ver 300 kolonier anvdnds bendmning TMTC
(too many to count).

_ Lagringstid Replikat CFU/g CFU/g (log) Medel spédserie (CFU/g) Medel spidserie (log) Medel lagringsgtid (CFU/g) Medel lagringstid (log)







8.5 Bilaga S: Provtagning VRBD Modifierad atmosfir

Forteckning 6ver identifierade kolonier samt berdkning av medelvirden for respektive spadserie och lagringstid. Visas i CFU/g och
log CFU/g. Om e¢j synliga kolonier benimns CFU med TFTC (too few to count). Om 6ver 300 kolonier anvdnds bendmning TMTC
(too many to count).

_ Lagringstid Replikat CFU/g CFU/g (log) Medel spédserie (CFU/g) Medel spidserie (log) Medel lagringsgtid (CFU/g) Medel lagringstid (log)







8.6 Bilaga 6: Miitning av pH-viirde Ej modifierad atmosfir

Forteckning 6ver uppmétta pH-vérden av prov i EJMAP samt berékning av medelvirde och
standardavvikelse.




8.7 Bilaga 7: Miitning av pH-viirde i Modifierad atmosfir

Forteckning 6ver uppmétta pH-vérden av prov i EJMAP samt berékning av medelvirde och
standardavvikelse.




8.8 Bilaga 8: Berikningar

Vidare beskrivs de olika berdkningar som anvéndes vid och efter provtagning.
1. Berikning av CFU/g och log10
(Antalet kolonier * 10 * spddfaktor) / Applikationsvolym = CFU/g

2. Berdkning av medelvirden
(Replikat 1 + Replikat 2) /2 = X
(Medelvdrde spddserie -1 + Medelvdirde spddserie -2 + Medelvirde spddserie -X) / Antal
spddserier = Medelvdirde provIiD

3. Berdkning av standardavvikelse frdn medelvirdet
a. o ar standardavvikelsen, N &r antalet observationer i dataméngden, x; dr varje

enskild observation och p dr medelvérdet av datamingden.

o =[(I/N) * Y (xi - )]

4. T-test for berdkning av statistisk signifikans
a. Anvinds for att avgdra om det finns en signifikant skillnad mellan medelvéirdena
for tvé grupper.
b. tiér t-virdet, X: och X: 4r medelvirdena for grupp 1 och grupp 2, sC ir det
kombinerade standardavvikelsen for de tva grupperna, n: och n: &r antalet

observationer 1 de tva grupperna.

t=X-X) /(s N(1/n1 + 1/n2))
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