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1 Avbildende spektroskopi for pavisning av blod og farge

Neer infrargd (NIR) Spektroskopi har vist seg & veere en hurtig, ikke-destruktiv og
anvendbar teknikk for omrader som inkluderer matkvalitet, farmasgytiske anvendelser og
petrokjemisk sektor (Blanco and Villarroya, 2002). | lgpet av de siste 30 &rene har bruken
av NIR spektroskopi gkt betraktelig innenfor et stort spekter av anvendelser for ulike
matkvalitetsparametere (Osborne and Fearn, 1986; Tyholdt and Isakson, 1997; Uddin et
al, 2005; Nilsen and Heia, 2008). Det er ogsa publisert et arbeid hvor spektroskopi er
anvendt for kvantifisering av blod i fiskemuskel (Olsen et al, 2008). Bruk av spektroskopi
for kvantifisering er en indirekte metode slik at den starste utfordringen med bruk av
spektroskopi for kvantitativ bestemmelse av kjemiske stoffer er behovet for en kjemisk
referanse. Modellen som utvikles er aldri bedre enn referansen, men malingen er hurtig
0g ikke-destruktiv.

Avbildende spektroskopi er en ny mate & analysere innhomogene praver pa. Den baserer
seg pa a generere et todimensjonalt bilde av objektet hvor hvert piksel i bildet er
representert med et lysspekter (Herrala and Okkonen, 1996; Hyvarinen et al., 1998). |
motsetning til situasjonen for tradisjonell spektroskopi, som angir et midlere spektrum fra
et avgrenset omrade pa prgven, gir avbildende spektroskopi et stort antall spektra fra hele
prgven. Nar man for eksempel basert pa et spektrum kan angi mengde blod i en prgve,
kan man basert pa avbildende spektroskopi ogsa lokalisere romlig fordeling av blodet.

| Figur 1 er det vist noen eksempler fra avbildning av laksefileter. Figur 1a og b vises
resultatet av & analysere en godt utblgdd laksefilet, mens en darlig utbledd laksefilet er
vist i Figur 1c og d. Gitte bglgelengder brukes for & fremheve blod, og resultatene i Figur
1b og d og kan direkte sammenlignes. Fargebildene derimot kan ikke sammenlignes da
de ikke er kalibrert for fargeinformasjon.

Fileten til venstre i Figur 1 er godt utbledd, og forventes & ha lavere blodinnhold enn
fileten til hoyre som er darlig utblgdd. Dette kommer godt frem i de blodfremhevede
bildene. | den godt utbladde fileten (Figur 1a) var det en blodflekk pa senterlinjen bak pa
sporden, og den kommer godt frem i det blodfremhevede bildet (Figur 1b) Vi har ikke i
dette forsgket brukt noen kjemisk referanse til & verifisere disse resultatene for fersk filet,
men visuell inspeksjon samsvarer med instrumentell maling og analyse. Forsgk med
innplassering av blod i fersk filet viser at blodflekker lokalisert ned til ca 1 cm er synlig i de
blodfremhevede bildene.

10 lakser (5 godt og 5 darlig utbladde) ble filetert og malt. Deretter ble filetene lagt pa is
og dekket med plast for de ble malt pa nytt et dagn senere. | Figur 2 vises
blodfremhevingsbilder av samme filet (darlig utbledd) avbildet med et dagns mellomrom.
Figur 2a viser hemoglobinfremhevet bilde pa dag 0, mens Figur 2b og c viser met
hemoglobinfremhevet bilde pa henholdsvis dag 0 og 1. Det er tydelig ut fra dette
eksemplet at en oksidasjonsprosess har foregatt siden analysen tilsier at det er betraktelig
mer met hemoglobin i fileten pa dag 1. Figur 3 viser hvordan midlere met hemoglobinverdi
og hemoglobinverdi skiller seg mellom godt utbledde og darlig utblodde laksefileter. Det
er en viss overlapp mellom godt og dérlig utbladde fileter, men visuell inspeksjon viste at
mengde blod kunne vaere ganske likt mellom gruppene. To av filetene skiller seg ut pa
dag 1 med en forhgyet midlere met hemoglobinverdi. En av disse filetene ble vist i Figur
2. Dette illustrerer at hvor fort oksidering opptrer avhenger av flere faktorer, men at denne
metoden kan pavise om oksidering har startet.



a) b) d)

Figur 1. a) og c) viser kunstige fargebilder av laks generert fra avbildende spektroskopi
data for tre bolgelengder, mens b) og d) viser tilharende resultat av & anvende
blodfremhevingsalgoritmene pd spektroskopidata vist i a) og c).

b) c)

Figur 2.  Blodfremhevede bilder av samme laksefilet avbildet to pafolgende dager. a)
og b) viser blodfremhevede bilder av filet pa dag 0 og 1 basert pa fremheving
av henholdsvis hemoglobin og met hemoglobin, mens c¢) viser met
hemoglobinfremhevet bilde mélt pa dag 1.
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Figur 3.  Midlere met hemoglobin verdi i buklapp plottet mot midlere hemoglobin verdi i
buklapp for fileter fra bleggede og ubleggede lakser malt pa dag 0 og 1.

a)

d)

Figur4. a) og b) viser blodfremhevede bilder for venstrefileten hhv for og etter
salting/reyking, men c) og d) viser tilsvarende bilder for hayrefileten.

Etter royking av filet forventes blodet & oksidere og relativ mengde met hemoglobin vil
gke. For & teste hvordan metoden egner seg for maling av met hemoglobin ble fire lakser
(to godt utblgdde og to darlig utbladde) filetert og saltet/rgkt. Filetene ble malt bade som
ferske og etter rgyking. Det viste seg at de laksene som skulle veere darlig utbladd ikke
var det likevel. Derfor var alle laksene av relativ god tilstand. | Figur 4 vises
blodfremhevede bilder av filetene til den ene laksen som hadde blod i muskulaturen. Figur



4a og b viser de blodfremhevede bildene for venstrefileten hhv far og etter salting/rayking,
mens Figur 4c og d viser tilsvarende for hayrefileten.

For blodfremhevning i de ferske filetene ble andre bglgelengder anvendt enn ved
blodfremheving i roykte fileter. Dette medfarer at bildene ikke kan sammenlignes direkte,
men det er tydelig at blod fremhevet i filet som fersk ogsa er synlig etter salting/rayking.

|

a) b) c) d)

Figur 5. Digital bilde av rokt filet som er vist blodfremhevet i Figur 2 b). Overflaten til
filet er vist i a), men b), ¢) og d) viser henholdsvis snittflaten i tykkfisken,
senterlinjen og buklappen.

| Figur 5 vises bilder av tre ulike snitt pa langs av fileten til venstre i Figur 4. Det var
vanskelig & se blod p& overflaten av den rgkte fileten (Figur 5a). Vi kunne kun se noe fa
punkter bak pa senterlinjen, og to punkt fremme pa buklappen. Snittene i den rgkte fileten
(Figur 5b-d) viste derimot at det ikke var blod i tykkfisken, ganske mye blod langs
senterlinjen og litt blod i buklappen. Blodet & til dels et stykke ned i fileten noe som
forklarer hvorfor det ikke var synlig p& overflaten av fileten. Sammenlignes disse funnene
med det blodfremhevede bildet (basert m& met hemoglobin balgelengder) i Figur 4b er det
en klar sammenheng.

| en annen rgkt filet var det en blodflekk lokalisert 16 mm ned i fileten. Denne var det ikke
mulig & pavise verken visuelt eller i det blodfremhevende bildet. Dette underbygger
resultatene fra ferske fileter om at blod som ligger dypere en 10 mm ikke kan pavises med
valgt avbildningsgeometri.



2 Fluorescensmaling av harskning

Fluorescens er definert som et objekis eller en partikkels evne til & sende ut lys (emittere)
pa hgyere bglgelengder enn det objektet/partikkelen blir belyst med (eksitert)
(Gunasekaran, 2001). Metoden har vist seg som en egnet metode for hurtig og ikke
destruktiv maling av harskning i fjserkre og meieriprodukter (Wold, 2000; Veberg et al.,
2006a,b,c) og klippfisk fra seifilet (Sivertsen et al., 2006). Det man normalt maler er
fluorescerende forbindelser som dannes etter reaksjoner mellom sekundeere
oksidasjonsprodukter (for eksempel aldehyder) og ulike aminosyrer og makromolekyler.
Noen av disse fluorescerende forbindelsene er gulaktige pa farge. De er spesielt
fremtredende i klippfisk der gulning kan veere et tegn pa harskning. Fluorescens er en
meget sensitiv metode og kan utgjare en hurtigmetode for pavisning av harskning i
laksefilet. Vi har ingen forsgk som kan underbygge denne pdastanden, men har
teknologien og algoritmene som skal til for & teste dette ved anledning.
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