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Sammendrag
Mgrhet er avgjgrende nar forbruker velger kjgttstykke. | framtidens kjgttproduksjon kan

tilfgrsel av eksogene enzymer muligens bidra til forbedret mgrhet i seige muskler som
normalt brukes til prosessert kjgtt. Videre kan enzymtilfgrselen gi potensielle positive

helseeffekter.

Fra levende dyr blir ulike muskler konvertert til varierende mgrt kjgtt giennom biokjemiske
reaksjoner og endringer i muskelstrukturen etter slakt. Muskler er bygget opp av myofibrill,
samt stabiliserende bindevev med hovedandel av proteinet kollagen. Nedbrytning av
proteiner fra myofibrill og bindevevet ved endogene enzymer bidrar til mgrhet sammen med
betingelsene ved slakt og post mortem lagring. Tilsetning av eksogene enzymer fra planter
eller sopp har vist raskere og mer variert nedbrytning av myofibrill og bindevevsproteiner.
Gjennom fordgyelsessystemet blir proteiner spaltet av endogene proteaser til peptider og
frie aminosyrer. Maltider med store mengder protein kan fgre til gastrointestinale plager,
men ved samtidig inntak av kiwifrukt er det rapportert om faerre tarmrelaterte symptomer.
Peptidene dannet etter fordgyelse i magesekken og tynntarmen kan ha varierende

helsefremmende bioaktivitet pa ulike funksjoner i menneskekroppen.

| denne masteroppgaven ble analysene utelukkende gjennomfgrt pa Musculus
Semitendinosus fra storfe. Semitendinosus ble lagret post mortem i syv dager fgr injeksjon av
marinadelgsning med enzymer fra kiwifrukt (Actinidia deliciosa) og fungus (Rhizomucor
miehei). Mgrhet ble analysert ved Warner Bratzler skjeerekraft og western blott ble brukt for
a kartlegge nedbrytningsmgnsteret i utvalgte myofibrill og bindevevsproteiner.
Enzymbehandlet kjpttbiter ble kvernet og analysert ved In vitro fordgyelse modell, den
vannlgselige fasen etter proteinfordgyelse ble analysert ved SEC og kjemisk assay for

blodsukkerregulering.

Injeksjon av aktinidin i Semitendinosus gav forbedret mgrhet ved Warner Bratzler
skjaerekraft, mens samme muskel behandlet med Exocut-RM resulterte i signifikant
nedbrytning av flere proteiner. Disse var myosin tung kjede, troponin T og biglykan, til tross
for skjaerekrefter malt tilsvarende kontroll kjgttet. Analyse av vannlgselig fase etter in vitro
fordgyelse viser resultatene fra stgrrelseseksklusjonskromatografi en klar indikasjon pa at
andelen mindre peptider er betydelig st@grre etter duodenal fasen enn etter gastrisk fase,

men ingen forskjeller mellom behandlingene ble detektert. Potensialet for gunstig effekt
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mot hgyt blodsukker ble vist i assay mot a-glukosidase som etter maltid gir rask gkning i

blodsukkeret.

Stykningsdelen lartunge er egnet for studier av behandlingseffekt da den er kjent for a ha
relativt uniforme skjeerekraft verdier i hele muskelen og lite dyr-til-dyr variasjon.
Innsprgyting av marinaden med enkel kanal pipette var en tidkrevende prosess, men
marinaden forble i kjgttstykket og systematisk innsprgyting resulterte i jevnere fordeling enn

industriell multikanalinjeksjon.

| denne masteroppgaven viste samtlige behandlinger oppnadd skjeerekrefter under 50
N/cm?, inkludert kontroll som tyder pa forsterket pavirkning fra endogene enzymer grunnet
forlenget lagringsperiode. Arsaken til at resultater fra denne masteroppgaven varierer fra
andre studier kan skyldes ulike konsentrasjoner eller opphav av enzymet, samt

analysemetoder for a studere nedbrytning.

| videre arbeid er mer detaljerte analyser ved for eksempel proteomikk ngdvendig for a
avdekke faktiske forskjeller i proteolysegrad og dannelse av bioaktive peptider mellom
enzymbehandlingene. Analyse av flere in vitro assay for a teste aktivitet mot patologiske
tilstander, etterfulgt av cellemodeller ved pavist aktivitet vil veere nyttige for a lete etter

helsegunstige peptider.



Abstract

Tenderness is critical when the consumer is choosing a piece of meat. Considering the meat
production of the future, the supply of exogenous enzymes may contribute to improved
tenderness in tough muscles, which are normally used in the making of processed meat.

Furthermore, the addition of enzyms can give potential positive health benefits.

In contrast to living animals, when slaughtered, different muscles are converted into varying
levels of tender meat through biochemicals and changes in muscle structure. Muscles are
built from myofibrill, as well as stabilizing connective tissue with the bulk of the protein
collagen. Degradation of proteins from myofibrill and connective tissue by endogenous
enzymes contributes to tenderness along with the conditions of slaughter and post-mortem
storage. Addition of exogenous enzymes from plants or fungi has resulted in a faster and
more varied breakdown of myofibrill and connective tissue proteins. Futhermore, through
the digestive system, proteins are cleaved by endogenous proteases to peptides and free
amino acids. Meals containing high amounts of protein can lead to gastrointestinal ailments,
but with concomitant intake of kiwi fruit, fewer intestinal related symptoms have been
reported. Peptides formed after digestion in the stomach and in the small intestine may

have varying health promoting bioactivity on various functions of the human body.

In this study, the analyses were performed exclusively on Musculus Semitendinosus from
cattle. Semitendinosus was stored post-mortem for seven days prior to injection of
marinade solution made with enzymes from kiwi fruit (Actinidia deliciosa) and fungus
(Rhizomucor miehei). Tenderness was analysed by Warner Bratzler shear force and western
blot was used to map the decomposition pattern in selected myofibrill and connective tissue
proteins. Enzyme-treated meat bites were digested by an in vitro digestion model, the
water-soluble phase after protein digestion was analysed by SEC and chemical assay for

blood glucose control.

The results suggested that injecting actinidine into semitendinosus improved the tenderness
of the meat. In contrast, injecting the same muscle with Exocut-RM resulted in significant
decomposition of some proteins. These were myosin heavy chain, troponin T and biglycan,
despite the shear forces measured correspondingly to the control. Water soluble phase
analysis after in vitro digestion suggests that the results of size exclusion chromatography

shows a clear indication that the proportion of smaller peptides is significantly greater after
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the duodenal phase than after the gastric phase. However no differences between the
treatments were detected. The potential for beneficial effect to counteract high blood sugar

was demonstrated in the a-glucosidase assay which resulted in rapid growth in blood sugar.

The Semitendinosus muscle is suitable for studying the effect of treatment as it is known to
have relatively uniform shear values throughout the muscle and little animal-to-animal
variety. Injection of the marinade with single channel pipette was a time consuming process,
but the marinade remained in the meat and systematically injecting it resulted in a more
even distribution as opposed to the distribution made by an industrial multi-channel

injection.

In this thesis, all treatments received cutaneous forces below 50 N /cm2, including control
indicating enhanced effect from endogenous enzymes due to prolonged storage period. The
reason why the results from this Master's Thesis differ from other studies may be due to
different concentrations or origin of the enzyme, as well as methods of analysis to study

degradation.

In further work, more detailed analyses as for example, proteomics are necessary to reveal
actual differences in proteolysis degree and formation of bioactive peptides between
enzyme treatments. Analysis of several in vitro assays to test activity against pathological
conditions, followed by cell models of detected activity will be useful for looking for

beneficial peptides.
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1.Introduksjon

1.1 Spisekvalitet og nzeringsverdi
Dietten til mennesket er sammensatt, bestaende av bade kjgtt, fisk og grennsaker. Rgdt

kjgtt er nzeringsrikt med hgy biologisk verdi. Naeringsinnholdet i kjgtt opprettholder
metabolismen og gir selv i sma mengder den ngdvendige porsjonen av proteiner og
essensielle aminosyrer (Williams 2007). Animalske proteiner gir mye biotilgjengelig protein

fordi sammensetningen av aminosyrer ligner oppbygningen i kroppen (FAO/WHO 1991).

Inntaket av proteiner er tilfredsstillende i Norge (Helsedirektoratet 2017) , men forbruker
setter ogsa hgye krav til kvaliteten og forventer konsistente produkter (Kim et al. 2015).
Spisekvalitet omfatter egenskaper ved kjgttet som mgrhet, saftighet, smak og
marmoreringsgrad relatert til bade muskelfibre og bindevevet (Bekhit et al. 2014; Totland et
al. 1988). Ved undersgkelser rangerte forbruker mgrhet som den viktigste egenskapen ved
valg av kjgttstykket og vil betale mer for garantert mgrt kjgtt (Boleman et al. 1997; Maltin et
al. 2003)

Norsk kjgttindustri regner 10 % av skrotten til storfe som mgrt kjgtt, mens 40 % anvendes til
prosessert kjgtt (Personlig kommunikasjon; Rgdbotten, 2018, Nofima). Bonden far betalt per
kilo slaktevekt i Norge og ingen mgrhetsnivaer gir forbedret avkastning. Inntak av prosessert
kjgtt har vist assosiasjon med flere typer kreft og hjerte-karsykdommer (Santarelli et al.
2008), og derfor er det gnskelig a gke inntaket av rent kjgtt pa bekostning av prosessert

kjgtt.

Tilfgrsel av eksogene enzymer fra planter eller sopp kan forbedre mgrhet tilstrekkelig for
inntak av flere hele kjgttstykker (Marques et al. 2010). | tillegg kan enzymer minske
mgrhetsvariasjoner innenfor samme muskel og dyr-til-dyr variasjon og vil gi kvalitetsbevisste

forbrukere et forutsigbart produkt (Koohmaraie & Geesink 2006).

Inntak av kjgtt har formet fordgyelsessystemet hos mennesket (Pereira & Vicente 2013),
derfor blir animalske proteiner enkelt fordgyd til varierende peptider i fordgyelseskanalen
(Wen et al. 2015). Enzym-behandlet kjgtt kan produsere bioaktive peptider som er
fordelaktige for helsen (Lafarga & Hayes 2014), men for best virkning ma peptidene bli

frigjort pa riktig tidspunkt i mage-tarmkanalen (Rgnning et al. 2016).



1.2 Anatomien til muskelvev
Den biologiske funksjonaliteten bestemmer i hvilken grad skjelettmuskelen bidrar til spiselig

kjptt (Sentandreu et al. 2002). Skjelettmuskulaturen er viljestyrt muskulatur festet til
skjelettet med sener, der bevegelser blir initiert av elektriske impulser. | giennomsnitt
inneholder muskler 75 % vann, 20 % proteiner, 1-10 % lipider, 1 % karbohydrater og 1 %
sporelementer (Listrat et al. 2016). Mengden lipider varierer mest mellom arter, men
stgrrelsesforholdet av protein og vaeske er konstant 0,3 (Lana & Zolla 2016). Samtlige
muskler har felles oppbygning med bindevev som adskiller muskellagene i muskelstrukturen
(Listrat et al. 2016), men sammensetning av type muskelfiber og bindevev varierer mellom

ulike muskler (Totland et al. 1988).

Bindevevet skal beskytte muskelstrukturen og overfgre kraften fra musklene til skjelettet
ved bevegelse, samt binde organer og individuelle muskler sammen. Det intramuskulzere
bindevevet er delt i tre hinner og gir muskelen helhetlig struktur: epimysium, perimysium og
endomysium (Purslow 2014) (Figur 1). Ytterst ligger en heldekkende hinne kalt epimysium
som separerer individuelle muskler. Hinnen bestar av flere lag med kollagen fibre og er
sammenhengende med senen. Innenfor ligger langsgaende bunter av muskelfibre adskilt
med bindevevshinnen perimysium, men danner sener i enden som fester muskelen til
skjelettet (Nishimura 2010). Mengden kollagenfibriller i perimysium varierer mest mellom
ulike muskler og lagrer intramuskulzaert fett som bidrar til marmorering (Avery & Bailey
1995). Den minste forbindelsen til bindevevet, endomysium separerer individuelle

muskelfibre.

Individuelle muskler har trader i hele lengderetningen. Tradene er muskelfiber bunter med
diameter pa 2 mm synlig for det blotte gyet, mens mikroskopet viser individuelle lange
muskelfibre som bygger opp muskelbuntene (Tornberg 1996). Innenfor en muskelfiber ligger
cellemembranen kalt sarkolemma, og i cellevaesken sarkoplasma finnes alle organellene
tilhgrende levende celler. Organeller har spesialiserte funksjoner som konverterer kjemisk
energi til mekanisk energi, for eksempel inneholder mitokondriet enzymer til aerob
metabolisme og lysosomer som lagrer proteolytiske enzymer (Lana & Zolla 2016). | tillegg
inneholder muskelcellene sarkoplasmatisk retikulum, et lager for Ca?* ngdvendig i

muskelkontraksjon (Martonosi 2000).



Skeletal muscle Epimysium Muscle fascicles

Perimysium
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Muscle fascicle

Sarcolemma

Figur 1: Organisering av muskel pa makroniva. Skjelettmuskulatur bestdr av
muskelfibre og en liten andel bindevev. Individuelle muskler er avgrenset med
bindevevshinnen epimyisum, deretter er muskelbuntene separert av perimysium og
hver muskelfiber er adskilt av endomysium. Vaesken som adskiller muskelfibrene
kalles sarkolemma, den inneholder proteiner som kontrolerer mange vevsfunksjoner
og myoglobin som baerer oksygen til mitokondriet for @ gi muskelcellene rad farge.
Hentet fra OpenStax Anatomy and Physiology, 2013

Intracellulzert i sarkoplasma finnes myofibrillene. Forstgrrelse av myofibrillene i
elektronmikroskop viser repeterende tykke og tynne filamenter. Proteinene myosin og aktin
bygger opp hvert av filamentene og er avgjgrende for muskelkontraksjon (Lafarga & Hayes
2014). Kontraksjonsenhetene kalt sarkomer gir myofibriller et karakteristisk tverrstripet
utseende grunnet organisering av myosin og aktin (Huxley 1969). | tillegg til

kontraksjonsproteinene bestar sarkomer av regulerende og organisatoriske proteiner.
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Figur 2: Organisering av muskelfiber pd mikroniva. Hver muskelfiber er adskilt med
bindevevshinnen endomysium. En muskelfiber bestdr av mange myofibriller som har
repeterende kontraksjonsenheter kalt sarkomer. De viktgste delene er det tynne og tykke
filamentet, som kryssbinder under kontraksjon (A-bandet). Z-disken koordinerer individuelle
myofibriller og naerliggende I-bdndet bestdr av aktin og troponin-tropomyosin kompleks.
Hentet fra OpenStax Anatomy and Physiology, 2013

Oppbygningen av sarkomer blir definert av interaksjon mellom filamentene og Z-disker som
avgrenser hver sarkomer (Fasting 2016) (Figur 2). Det sentrale A-bandet omtales som tykt
filament bestdende av myosin, og er dobbeltbrytende i elektronmikroskop. Hvert tykke
filament blir omringet av tynne filamenter bestdende av aktin og tropomyosin-troponin
kompleks. Filamentet viser et enkeltbrytende band i elektronmikroskop, derfor kalt I-bandet
med forankringspunkt i Z-disken pa begge sider av sarkomer. | Z-disken blir nzerliggende
tynne filamenter bundet sammen av a-aktinin (Agarkova & Perriard 2005). Pa samme mate i
senter av A-bandet finnes tettliggende myosin filamenter bundet sammen av myomesin
dimer til M-linjen ngdvendig for pakking av det tykke filamentet (Knappeis & Carlsen 1968). |
hele lengderetningen til det tykke filamentet ligger titin proteiner for & holde myosin i senter
av sarkomer. Nzerliggende myofibriller blir bundet sammen til sammenhengende
tredimensjonal struktur av desmin lokalisert i utkanten av Z-disk assosiert med cytoskjelettet

som gir cellen form og struktur (Agarkova & Perriard 2005).



1.3 Proteiner i muskelen
Proteiner utgjor byggeklossen til muskler og vev, samtidig er det essensiell naering for

mennesket. Hoveddelen av nzeringsstoffene i muskelen er proteiner. En typisk muskel har
totalt 20 % proteiner kategorisert i tre hovedgrupper basert pa funksjon og Igselighet; 5,5 %

sarkoplasma-, 12,5 % er myofibrill-, og 2 % bindevevsproteiner.

1.3.1 Sarkoplasmaproteiner
Proteiner som er ansvarlig for metabolisme i cellen ligger innenfor cellemembranen,

sarkolemma. De blir kalt sarkoplasmatiske proteiner i muskelceller og er vannigselige
(Bowker et al. 2012). Sarkoplasmatiske proteiner utgjgr 30 % av muskel protein og
kontrollerer mange vevsfunksjoner (Damodaran et al. 2008). Dette inkluderer enzymene
som katalyserer biokjemiske reaksjoner i muskelen og myoglobin som gir kjgtt den rgde

fargen (Listrat et al. 2016).

1.3.2 Myofibrillproteiner
Proteinene i en myofibrill gjgr muskelen i stand til & kontrahere, men regulerende og

strukturelle proteiner er tilstede i sma mengder. Kontraksjonsproteinene er Igselige i
konsentrerte saltlgsninger og utgjgr 50 % av muskel proteinene (Damodaran et al. 2008).
En sammenstilling av myosin filamenter utgjgr det tykke filamentet i sarkomer (Figur 3),

bygget opp av hundrevis myosin molekyler som danner heliks struktur (Miroshnichenko et

al. 2000). Hvert myosin filament Sarcomere
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Figur 3: Kontraksjonsenheten sarkomer. Hver sarkomer bestdr av
kontraksjonsproteinene myosin og aktin, regulerende proteinene
troponin og tropomyosin, samt assosierte og organisatoriske proteiner.
Hentet fra OpenStax Anatomy and Physiology, 2013



a initiere kontraksjon (Blumenthal & Stull 1980).

De tunge kjedene har tre domener med ulike funksjoner; en hoderegion essensiell for
kontraksjon, nakke involvert i binding av lett kjede og halen sikrer posisjonen til tung kjede i
sarkomeren. Hoderegion har et globulzert motor domene med bindingssete for aktin og
ATPase aktivitet som katalyserer hydrolysen fra ATP til ADP og fosfat (Listrat et al. 2016).
Frigjgringen av energi og at motor domene fremkaller bevegelse selvstendig er essensielt for

kontraksjon (MBInfo 2018).

Fra Z-disk mot senter av sarkomer er det tynne filamentet av aktin og regulerende troponin-
tropomyosin forankret (Listrat et al. 2016) (Figur 3). Aktin bygges opp fra monomeren G-
aktin som polymeriseres til dobbel heliks. Proteinet glir mellom myosinfilamentene nar
muskelen er avslappet fordi troponin dekker bindingssetene for myosin (Lehman et al.
2000). Flere enheter av tropomyosin omgir aktin i hele lengderetningen, mens troponin
fester i endepunktene til tropomyosin. Dette komplekset, tropomyosin-troponin regulerer
interaksjonen mellom aktin og myosin. Troponin bestar av flere isoformer; nar Troponin C
binder Ca%* initieres strukturelle endringer i aktin-tropomysoin (Gomes et al. 2002; Lehman
et al. 2000). Endringen fgrer til ATPase aktivitet og dermed muskel kontraksjon. Troponin |
inhiberer aktiviteten til ATPase aktiviteten i hoderegion til myosin, mens troponin T danner

kompleks med tropomyosin (Gomes et al. 2002).

Organisatoriske proteiner sikrer posisjonen til myofilamentene ved a holde strukturen
sammen i lengderetning (Tornberg 1996). Titin og desmin er avgjgrende proteiner for
mekaniske egenskapene til myofibrill, mens nebulin og obscurin er mindre studert (Ertbjerg
& Puolanne 2017). Titin binder sammen nabosarkomerer med forankringspunkt i myosin fra
M-linjen til Z-disken. Dermed holder titin myosin filamentet i senter av sarkomer, og
definerer lengden pa sarkomer i avslappet muskel (Wang et al. 1979). Nabosarkomerer blir
forbundet av desmin lokalisert i Z-disk til en sammenhengene struktur. Nebulin
vedlikeholder lengden til det tynne filamentet, og sammen med titin hindrer at sarkomer blir

overstrukket ved a definere bredden pa Z-disken (Witt et al. 2006).



1.3.3 Bindevevsproteiner
Den sammenhengende skjelettmuskulaturen holdes oppe av intramuskulaert bindevev. Av

den totale proteinbestanddelen i en muskel utgjgr bindevevsproteinene 10-20 %, hvor
hoveddelen er kollagen. Disse proteinene er ulgselige selv i konsentrerte saltlgsninger

(Damodaran et al. 2008).
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Figur 4: Ekstracellulaer matriks er en del av intramuskulaert bindevev
bestdende av kollagen og glykoproteiner omringet av
proteoglykaner. Hentet fra Lumen, u.d (lest 15.05.18)

Intramuskulzert bindevev bestar av celler og ekstracellulaer matriks (ECM) med kollagen og
glykoproteiner i et omfattende nettverk, omringet av proteoglykaner (Nishimura 2015)
(Figur 4). ECM er viktig for biomekanisk styrke til bindevevet, elastisitet til muskelen og

regulerer celleveksten til muskelcellene (Chen & Birk 2013).

1.3.3.1 Kollagen
Kollagen er hovedkomponenten i intramuskulaert bindevev for sener, hud, blodarer og

muskler. Det totale kollageninnholdet i biffmuskler varierer fra 1-15 % (Purslow 2005) og
totalt finnes 28 isoformer av kollagen. | tillegg dannes hybrider av isoformer fra a-kjeder
tilhgrende to ulike kollagen som er fibrilleere, non-fibrillzere eller assosierende (Ricard-Blum
2011). I ulike bindevevslagen er isoformer av kollagen er tilstede; epimysium inneholder type
I, perimysium inneholder type | og lll, mens endomysium inneholder type IV og V (Bailey &
Sims 1977; Herod et al. 2016). | bindevevet er kollagen type | den rikeligste isoformen (Ha et

al. 2013b) som bestar av to a1 og en a; kjeder (Ricard-Blum 2011).
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Figur 5: Organisering av kollagen fibre. Kollagen er

kOIIagen fibriller (Lepetit 2008) (Figur 5)- bygget opp av amiosyrene glysin, proline og
hydroxyprolin i repeterende mgnster. Dette danner a-
Kryssbindingene gir stabilitet og styrke til kollagener som tre og tre kveiles til trippel heliks for G
L danne kryssbundet kollagen fibriller. En
flbrlllen, men avhenger av pH og nettverkstruktur blir til ndr individuelle fbriller bygger
opp fibrene.

saltkonsentrasjoner (Sugiyama et al. 2005).

Individuelle fibriller blir deretter satt sammen til

kollagen fibre og danner en nettverksstruktur. Hos unge dyr er nettverket av kryssbindinger
ustabilt. Etterhvert som dyret vokser, gker mekaniske styrke og mengden bindevev (Purslow
2005). Dermed blir kryssbindingene mer stabile med alderen, samtidig som Igseligheten til
kollagen synker (Marsh 1977). Ved varmebehandling til 65 °C ble stabiliteten til
kryssbindingene undersgkt av Torrescanco et al, hgyere stabilitet var korrelert med seigere

kjptt og fastheten varierte blant musklene (2003).

Ved varmebehandling omdanner kryssbindingene i kollagen til vilkarlig gel struktur, men
omfanget avhenger av stabiliteten til bindevevet (Lepetit 2008). Kollagennettverk er ustabilt
hos unge dyr, danner trippel heliksen i kollagenet glatt og Igselig gelatin (Sugiyama et al.
2005). Forbrukere oppfatter dette kjpttet som mgrt og saftig, mens kjgtt fra eldre dyr har

ulgselig bindevev og gir seighet til kjgttet.

1.3.3.2 Sma leucine-repeterende proteoglykaner

Ekstracellulaermatriks tilhgrende bindevevslagene blir omringet av proteoglykaner (Chen &
Birk 2013), bestaende av kjerne protein og varierende kjeder glykosaminoglykan (GAG)
bundet til serin-treonin i kjerne proteinet (Nishimura 2010). Proteoglykaner i familien «sma

leucin-repeterende proteoglykaner» (SLRP) interagerer med kollagen fibriller for a feste



fibrillene sammen til nettverksstruktur (Schonherr et al. 1995), dermed kan kollagen utfgre
mekanisk bevegelse (Vesentini et al. 2005). Karakteristisk for SLPR er proteiner med cystein
rike omrader ved N- og C-terminal som beskytter den sentrale regionen med repeterende

leucin residuer (Bio-techne 2018).

Dekorin og biglykan er naert beslektet SLPR og antas a veere resultat av gen duplikasjon.
(Schonherr et al. 1995). Dekorin er modifisert med GAG kjede, i kontrast til biglykan med to
N-glykosylerte GAG-kjeder (Nishimura 2015). Begge proteinene er betydningsfulle i
organisering av kollagen matriksen (Schonherr et al. 1995). Proteinene har ulik lokalisering
fordi sammensetningen i bein og sener krever interaksjoner med flere typer kollagen.
Dekorin interagerer med kollagen type |, Il og Il (Hildebrand et al. 1994), mens biglykan
interagerer sterkt med kollagen type Il og har lavere affinitet for kollagen type | (Chen & Birk

2013).

Proteoglykaner danner en kappe over kollagenet og hindrer at enzymet kollagenase kommer
til fibrill overflaten. Dermed beskytter proteoglykanene fibrill fra proteolytisk gdeleggelse og
forsinker nedbrytningen (Roughley 2006). Under lagring av kjgtt blir proteoglykaner brutt
ned og strukturelle endringer i EMC bidrar dermed til mgrhet i modent (Lepetit 2008), som

er til salgs etter 14 dager mgrning (Lian et al. 2013).

1.4 Muskler

Muskler varierer i form og stgrrelse, og heterogenisitet mellom muskler reflekterer ulike
funksjonelle oppgaver hos dyret (Pette & Staron 1990). Oksekj@tt har varierende
spisekvalitet som brukes til ulike formal i matlaging. Hele 40 % av skrotten til norsk
storfekjgtt benyttes som produksjonskjgtt (MatPrat 2018), dermed finnes potensiale for a

anvende flere stykningsdeler som hele kjgttstykker.

Felgende muskler er blant de mgreste, kategorisert av Belew et al. (2003) etter synkende
mgrhet; psoas major (indrefilet), longissimus thoracis et lumborum (ytrefilet og entrecote),
triceps brachii (bog plomme til oksestek) og rectus femoris (rundstek). Eksempler pa noen
mindre mgre muskler er; vastus lateralis (rundstek), semitendinosus (lartunge) samt

semimembranosus og adductor (begge til flatbiff).



1.5 Musculus semitendinosus
| arbeidet som beskrives i denne masteroppgaven har eksperimentene utelukkende blitt

utfgrt pa en spesifikk muskel: semitendinosus (ST), halvsenete larmuskel eller lartunge, som
er vist i figur 6. Muskelen inngar i larmuskulaturen og ligger mellom semimembranous (SM)
og biceps femoris (BF), disse tre musklene utgjgr senemuskulaturen pa baksiden av kneet.
Dette omradet har de stgrste musklene og blir kategorisert som moderat mgre til seige
(Reuter et al. 2002). Stykningsdelen blir benyttet som produksjonskjgtt til palegg, kjpttdeig,

karbonadedeig og pglser avhengig av fettprosent.

Mgrhetsmalinger kan variere i ulike deler av
muskelen, resultater fra Shackelford viste gradvis
signifikant nedgang i skjeerekraft fra fremre til
midtre del, og fra midte til distale delen (1997).
Dermed foreslatt at den midtre delen selges som

f@rsteklasses rundstek, mens resten til

Figur 6: Ulike stykningsdeler etter norsk inndeling av produksjonskjgtt (Reuter et al. 2002).
okse er vist i stiplet linjer. Muskelen studert i denne

oppgaven heter Semitendinosus, vist i rédt. Denne Kategorisering av muskelen krever n(z)yaktig

inngdr i Iar-muskulaturen og danner

senemuskulaturen bak kneet sammen med kunnskap om sammensetningen av muskelfibre

semimembranous og biceps femoris. Hentet fra

Matprat, 2018. og hvordan mgrhet er fordelt i muskelen (Hildrum
et al. 2009).

Semitendinosus har tilfredsstillende mgrhetsmalinger tilsvarende mindre mgrt kjgtt (Belew
et al. 2003), men relativt mye bindevev gir seig smaksopplevelse (Totland et al. 1988).
Intramuskulaert fett bidrar til saftighet i kjgttstykker. Fettinnholdet i Semitendinosus (3-14 %)
er varierende gjennom muskelen (Nishimura 2015), men pa det laveste tilsvarende mgrt

kjgtt som indre- og ytrefilet (2-5 %).

1.6 Konvertering av muskel til kjgtt
I levende dyr sgrger skjelettmuskulaturen for bevegelse. Nar muskler konverteres til kjgtt er

reaksjonene etter dgden av stgrst betydning for kvalitet, men det krever kunnskap om
muskelkontraksjon for a forsta konverteringen.

Slaktet utgj@r 50-75 % av dyrets levende vekt og bestar av muskler, fett og bein (Huff
Lonergan et al. 2010). Ved handtering av skrotten vil noen muskler trekkes sammen, mens
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andre blir strukket ut og dette pavirker mgrheten. Kort tid etter slakt skjer forandringer som
gir dgdsstivhet (rigor mortis), og senere blir endogene proteaser frigjort fra lysosomene for a

bryte ned proteiner i muskelstrukturen (Kemp et al. 2010).

1.6.1 Muskel kontraksjon
En kontrahert muskel vil resultere i seigt kjgtt, derfor blir tilstanden til muskelkontraksjonen

kontrollert fgr slakt (Herring et al. 1965). Energi i form av ATP brukes direkte i
muskelkontraksjonen som omsettes fra naeringsstoffer giennom oksidativ eller glykolytisk
reaksjonsvei (Listrat et al. 2016), men dannelse av ATP opphgrer etter slakt. Kontraksjonen
igangsettes normalt nar en nerveimpuls starter kalsiumpumper i sarkoplasmatisk retikulum
drevet av ATP. Dette depolariserer sarkolemma og medfgrer at Ca?* kan stremme inn i
muskelcellene. Deretter overfgres depolariseringen til sarkoplasmatisk retikulum
membranene rundt hver myofibrill. Mangel pa ATP hindrer regulering av kalsiumpumpen og
forer til massiv lekkasje av Ca®* ut av muskelcellene til sarkoplasma, hvilket medfgrer
ukontrollert sammentrekning av muskelen (Lehman et al. 2000).

Ved normal muskelfunksjon aktiverer kalsiumionene ATPase funksjon i myosinhodet og
metter troponin C. Dette forskyver tropomyosin og bindingssete pa aktin blir tilgjengelig
(Gomes et al. 2002). Aktin har hgy affinitet for myosin og danner et midlertidig kompleks,
kalt aktomyosin ved muskel kontraksjon (Huxley 1969). Dermed forkortes sarkomer 30 % av
opprinnelig lengde og aktin filamentet mgter M-linjen, bestaende av myosin. Etter slakt
under dgdsstivhet fasen forblir binding av aktomyosin permanent grunnet mangel pa ATP og
sarkomer forkortningen bestemmer seigheten i muskelen. Under forkortningen i levende
muskler hvor myofibrill er kontrahert, fester ATP til myosinhodet og spalter bindingen
mellom aktin og myosin. Dette tvinger myosinhodet tilbake i opprinnelig vinkel, forberedt pa
den neste kontraksjonen. Nar nerveimpulsen opphgrer blir Ca?* reabsorbert til
sarkoplasmatisk retikulum, og blir akkumulert i sarkoplasma nar muskelen slapper av

(Martonosi 2000).

Ved d@den opphgrer blodsirkulasjonen og plutselig oksygentap inntreffer. Pre-dgdsstivhet
fasen etableres 3-6 timer etter slakt (Lana & Zolla 2016), likevel fortsetter muskelen a

kontrahere samt gjendanne ATP fra energireservene.
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1.6.2 Biokjemiske reaksjoner i muskelen post mortem
Ved anaerobe betingelser, omdannes pyruvat til laktat og muskelcellene tilfgres ATP fra

glykolysen. ATP konsentrasjonen vedlikeholdes helt til mangel pa glukose eller utilstrekkelige
betingelser som for lav pH inhiberer enzymene. Varigheten av glykolysen og nedkjgling leder
musklene gjennom ulike pH og temperatur kombinasjoner (Ertbjerg & Puolanne 2017).
Melkesyre akkumuleres i muskelen og etter 16-36 timer er muskelen forsurnet fordi pH har

sunket til 5,5 (Lana & Zolla 2016).

Muskelen etablerer rigor mortis 12-24 timer postmortal forekommer maksimal seighet
(Koohmaraie 1996). Hver muskelfiber entrer rigor mortis avhengig av det initielle glykogen
nivaet. Nar glykogen lagrene er brukt opp finnes ikke ATP lengre i kontraksjonssyklusen.
Muskelen gjennomgar ukontrollerbare sammentrekninger grunnet massiv lekkasje av Ca®*
fra muskelcellene til sarkoplasma, og mangel pa ATP forarsaker permanent binding av
aktomyosin. Dermed blir lengden til sarkomer fastsatt og resulterer i forkortet muskelfibre
(Herring et al. 1965). Dersom aktomyosin dekker et stort omrade av myofibrillene, vil
varmebehandling resultere i koagulering av protein nettverket som vil resultere i seigere

kjott.

1.7 Faktorer som pavirker mgrhet
Etter rigor mortis blir musklene konvertert til varierende mgrt kjgtt gjennom biokjemiske,

biofysiske og strukturelle endringer i muskel strukturen (Paredi et al. 2012). Nedbrytning av
bindevevet og myofibrill strukturen pavirker mgrheten (Savell & Shackelford 1992). Iboende
egenskaper endres lite ved post mortem lagring og intramuskulaert fett gker mgrhet i kjgttet
(Sentandreu et al. 2002). Derimot er postmortale betingelser avgjgrende for optimal mgrt
kjgtt og pavirkes av sarkomer lengde, temperatur, pH og proteolyse (Maltin et al. 2003).
Seighet grunnet sarkomer forkortning forsvinner i liten grad ved modning, og det er vist
negativ korrelasjon mellom kjgtt mgrhet og sarkomer lengde med under 2 um (Sentandreu
et al. 2002). Sarkomer lengden i levende dyr er korrelert med mgrhet i postmortal muskel
(Herring et al. 1965), for eksempel har den seigere Semitendinosus (lartunge) sarkomer
lengde pa 2,4 um, mens psoas major (indrefilet) er lengden 3,2 um som gjgr denne muskelen

mgrere (Ertbjerg & Puolanne 2017).
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Tilpasset hastighet pa nedkjgling og temperatur ved dgdsstivhet fasen, sikrer mgrere kjgtt
(Marsh 1977). Dersom muskelen blir dgdsstiv ved 10-15 °C, vil dette medfgre liten
forkortning av myofibrill strukturen. Kjgtt blir generelt mgrere om det entrer rigor under 15
°C fordi proteolytiske enzymer vil bryte ned myofibrill strukturen, mens enzymene vil

denaturere ved hgyere temperaturer (Kemp et al. 2010).

Nedbrytning av proteoglykaner er trolig hovedfaktor for svekkelse av intramuskulaert
bindevev, seperasjon av kollagen fibriller og fiber fra endomysium og perimysium. Dette
resulterer i delvis mgrning av kjgtt under postmortal modning som vist i figur 7 (Nishimura et
al. 1996). Hydrolyse av myofibrill- og bindevevsproteiner gdelegger muskelstrukturen, samt

nedbrytning av ekstracelluleere matriksen gir minsket skjserekraft (Bailey & Light 1989).

| Immediately af ter slaughter |
Collagen
fibril -

postmortem aging

.
[———
-

Proteoglycan

(PGs) —

| Degradation of PGs |
Glycosidases ? } ? Collagenases/MMPs

| Disintegration of IMCT|
| Weakening of myofibrils )r—\\. J

| Tenderization of meat |

Figur 7: lllustrasjon over stabilitet i kollagen nettverket etter slakt og
modent kjgtt. Umiddelbart post mortem, binder proteoglykaner
kollagen fibriller og stabiliserer bindevevet. Under post mortem
modning, blir proteoglykaner nedbrutt og bindingen mellom
kollagen fibriller blir svakere. Denne strukturelle endringen i
bindevevet bidrar til mgrhet i modent kjgtt. Figur hentet fra
Nishimura, Hattori og Takahashi (1996a).

Mgrhet skyldes ogsa nedbrytning av myofibrill strukturen (Savell & Shackelford 1992). Mer
bestemt regulerende proteiner, assosierte proteiner med Z-disk og proteiner tilhgrende
cytoskjelett som holder rammeverket i muskelfiberen (Herring et al. 1965; Sentandreu et al.
2002). Bidraget fra titin og desmin til cytoskjelett strukturen gjgr proteinene til
ngkkelsubstrater for kjgtt mgrhet (Lian et al. 2013). Nettverket av a-aktinin i Z-linjen blir
nedbrutt under modning av kjgtt. Den vanligste markgren for naturlig nedbrytning av
myofibrill i post mortem kjgtt er forskjeller i 30 kDa fragmentet til Troponin T, selv om

nedbrytning av Troponin T ikke pavirker mgrhet direkte (Ryder et al. 2015). Ved
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varmebehandling gir aktin og myosin seighet, mens bindevevet, spesielt fra unge dyr danner
gelatin (Lametsch et al. 2003). Den endelige mgrheten etter postmortal proteolyse
reflekterer mengden nedbrutt myofibrill- og bindevevsproteiner. Post mortem proteolyse er

beskrevet mer i detalj i det pafglgende kapitelet (1.8).

1.8 Naturlig proteolyse pavirker mgrhet
| en levende muskel blir sarkomer kontinuerlig fornyet, men myofibrillproteinene blir brutt

ned av proteolytiske enzymer i fungerende muskel (Ertbjerg & Puolanne 2017). Proteolytiske
enzymer ogsa kalt proteaser, har bred substrat spesifisitet til 3 hydrolysere peptidbindingene
i proteiner og peptider. Proteaser er delt inn i seks klasser, inkludert cystein og aspartat
proteaser. Inndelingen er basert pa mekanisme og karakteristiske funksjonelle aminosyrer i

det aktive setet.

Under mgrningsfasen bidrar cystein proteaser som kalsium-aktiverte kalpainer, lokalisert i
sarkoplasma, og cystein/aspartat katepsiner i lysosomene til mgrere kjgtt grunnet
nedbrytning av myofibrillproteinene (Sullivan & Calkins 2010). Kaspaser som normalt er

involvert i apoptose er ogsa foreslatt a bidra i post mortem proteolyse (Bernard et al. 2007).

Enzymet kalpain bestar av tre proteaser i skjelettmuskulatur; p-kalpain, m-kalpain og kalpain
3. Kalpainer har en sentral rolle i postmortal mgrning ved a svekke proteiner i strukturen til
myofibrill, men gir lite nedbrytning av kontraksjonsproteinene myosin og aktin (Geesink et
al. 2005; Gil et al. 2006; Koohmaraie & Geesink 2006). Enzymene har optimal aktivitet ved
ngytrale pH betingelser (Dransfield 1994). Aktiviteten forsvant 7 dager post mortem, og det
ble dermed konkludert at enzymet deltar i modningen (Beltran et al. 1997). Kalpain per
aktivt in vivo, mens kalpain m deltar i nedbrytning av myofibrill ved hgyere kalsium
konsentrasjon (Boehm et al. 1998). Kalpain p og m blir inhibert av kalpastatin som ogsa
aktiveres av kalsium, og kontrollerer aktiviteten til kalpain (Hopkins & Geesink 2009). Kun
muskelvev inneholder kalpain 3, som er bundet til titin. Under postmortal mgrning er kalpain
3 fritt i muskelcellen fordi Z-disken er brutt ned (Lian et al. 2013), men har liten betydning i

postmortal mgrning (Geesink et al. 2005).

Den lysosomale membranen i muskelceller inneholder ulike katepsiner som bidrar i protein

turnover for blant annet myosin og aktin i levende muskelceller. | post mortem muskel blir
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katepsiner frigjort til cytosol som inneholder inhibitoren cystatin (Kamphuis et al. 1985),

dermed blir mgrning av myofibrillene hemmet (Koohmaraie 1996).

Nedbrytning av bindevevet i muskel kommer av kollagenase aktivitet som kan bryte ned
omkringliggende proteoglykaner og kollagen i ekstra cellulaer matriks (Nishimura 2010). Mye
oppmerksomhet er rettet mot kollagenaser tilhgrende matriks metalloproteinaser (MMP),
som har vist en potensiell rolle nedbrytning av bindevevet ogsa i postmortal muskel (Purslow
et al. 2012). Nylig er varierende aktivitet fra MMP-2 malt i ulike muskler og kan trolig

forklare mgrhetsvariasjonene forarsaket av bindevevet i musklene (Veiseth-Kent et al. 2018).

1.9 Eksogene enzymer bidrar til mgrhet i kjgttstykker
Forbrukere oppgir mgrhet som avgjgrende egenskap ved valg av kjgttstykke (Boleman et al.

1997). Ulike muskler har forskjellig i mgrhet, men inkonsekvent mgrhet innenfor samme
muskel skaper usikkerhet hos forbruker (Christensen et al. 2009). Tidligere ble mgrhet
oppnadd ved lagring i minst 14 dager (Lian et al. 2013), men proteaser fra planter og sopp
har vist raskere og mer variert nedbrytning av myofibrill- og bindevevsproteiner (Han et al.
2009; Sullivan & Calkins 2010). Amerikanske myndigheter har fastsatt hvilke eksogene
enzymer som trygt kan benyttes i matlaging, deriblant mange cystein og aspartyl proteaser

(FDA 1999).

Eksogene enzymer ma etterligne forandringer i post mortem muskelcelle og veere
tilgjengelige til cytoskjelett proteiner i myofibrill for a8 kunne gi effekt (Lian et al. 2013).
Videre burde enzymene ha spesifisitet for a bryte ned kollagen eller elastin (Marques et al.
2010) som bidrar til seighet. Effekten til eksogene enzymer kan forekomme under
lagringsperioden (Resources 2009) eller etter varmebehandling avhengig av betingelsene til

enzymet (Marques et al. 2010).

Tilfgrsel av eksogene enzymer foregar via infusjon, marinering eller injeksjon (Bernard et al.
2007). Marinering eller injeksjon utfgres pa post mortem muskel, enten som marinade eller
injeksjon ved hjelp av sprgyter. Ved infusjon blir marinaden direkte innfgrt i blodomlgpet
pre-rigor. Denne teknikken er forbudt i Norge grunnet helserisiko for dyret og potensiell
kontaminasjon i kjgttet. Enzymene forekommer som pulver eller vaeske, men blir uansett

tilsatt I@sning av vann, fosfat og salt, hvor vannet kun er baerer for enzymet. Fosfat

15



interagerer med proteiner i muskelstrukturen, dermed forblir vaesken pa innsiden av kjpttet
ved varmebehandling, mens salt bidrar til 38 fordele marinaden bedre i kjgttet (Alvarado &

McKee 2007).

1.10. Proteaser
Proteiner blir brutt ned til peptider og aminosyrer av proteaser. Enzymene katalyserer

spaltingen av terminale aminosyrer eller visse peptidbindinger inne i proteinkjeden.
Enzymatisk aktivitet krever folding av proteasene til tredimensjonal struktur da katalytiske
aminosyrer ofte ligger langt fra hverandre i primaer sekvensen, men aminosyrene blir fysisk
naerme hverandre etter folding. Proteaser har varierende substrat spesifisitet som fgrer til
ulik nedbrytning av proteiner, grunnet forskjellige preferanser til aminosyresekvensen i

substratet som ma passe inn i det aktive setet til enzymet.

De fleste eksogene proteaser fra planter eller sopp blir injisert i aktiv form for a gi mulige
effekter pa mgrning av kjgtt (Bekhit et al. 2014). | denne masteroppgaven er aktinidin (EC
3.4.22.14), en cystein protease fra moden kiwifrukt (Resources 2009) og Exocut-RM (Tail21),
en aspartyl protease fra soppen Rhizomucor miehei (RM) tilfgrt i ulike deler av muskelen

(Personlig kommunikasjon, Rgdbotten, 2018, Nofima).

1.10.1 Cystein proteaser
Cystein proteaser er endopeptidaser som katalyserer spaltingen av peptidbindinger til ulike

aminosyrer inne i proteinkjeden. Cystein subfamilien papain-lignende proteaser (C1.A)
inkluderer enzymene papain (papaya), brommelin (ananas), fikin (fiken), zingibain (ingefeer)
og aktinidin (kiwifrukt) (Rawlings et al. 2018). Enzymene har lik folding av sekundaerstruktur
og benytter tilsvarende reaksjonsmekansime (Kamphuis et al. 1985) fordi samme katalytiske
aminosyrer forekommer i det aktive sete for hele subfamilien (Boland 2013). Essensielt for
enzymatisk aktivitet til sub-familien er dannelse av reaktivt thiolat/imidazolium (Cys-S-/His-

Im+) ione par i det aktive setet mellom de to adskilte domenene (Verma et al. 2016).

Til tross for lik mekanisme har cystein proteasene vist ulik effekt pa nedbryting av myofibrill
og bindevevsproteiner (Bekhit et al. 2014; Sullivan & Calkins 2010). Papain har vist god effekt
pa elastin og fibrillproteiner som aktin, myosin, titin og nebulin (Ha et al. 2012), men

pavirker saftighet og konsistens negativt (Calkins & Sullivan 2007). Derimot har brommelin
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god effekt pa kollagen, mens fikin gav den mest balanserte nedbrytning bade av
myofibrillproteiner og kollagen (Sullivan & Calkins 2010). Likevel er enzymene forbundet
med overmgrning av kjgtt overflaten grunnet spesifisitet for mange substrater (Ashie et al.
2002). Aktinidin har vist mildere mgrningseffekter (Ha et al. 2012; Zhang et al. 2017), men
hvilke peptidbindinger enzymet bryter ned er ukjent (BRENDA 2018). Av cystein proteasene
viste zingibain best effekt pa kollagen, men er den eneste avgir bitterhet og usmak i kjpttet

(Ha et al. 2012).

1.10.2 Aspartat proteaser

Proteaser ekstrahert fra fungi har vist st@rre spesifisitet mot substratet enn proteaser fra
planter (Sun et al. 2018), og kan bli ekstrahert ut uavhengig av sesong (Bekhit et al. 2014).
Aspartat proteaser i pepsin-lignende subfamilie (A1.A) har tredimensjonale struktur liknende
pepsin (Andreeva & Rumsh 2001), og bestar av inaktive endopeptidaser som blir aktive ved
sure pH nivaer grunnet hgy andel sure aminosyrer (Rawlings et al. 2018). Medlemmene i
subfamilien inkluderer flere varianter av pepsin, katepsin D og E samt fungale proteaser, som
Aspergillus oryzae og Rhizomucor miehei. Enzymene bestar av to identiske monomerer
adskilt av en klgft med det katalytiske senteret (Yang et al. 1997). De katalytiske enzymene
er to aspartat residues ansvarlig for aktivitet ved sure betingelser (Andreeva & Rumsh 2001).
Aspartat proteaser klgyver spesifikt peptidbindingen til aminosyrer med store hydrofobe
sidekjeder som fenylalanin, metionin, tryptofan og trolig ogsa leucine og isoleucine

(Ichishima 2004).

Studier pa mgrningseffekt ved bruk av aspartat proteaser er nesten utelukkende pa
Aspergillus oryzae, men nylig viste behandling med Rhizomucor miehei forbedret mgrhet i
grisekjptt (Sun et al. 2018). Amerikanske myndigheter har ansett proteaser fra Aspergillus
oryzae som trygg i matlaging (FDA 1999). Enzymet er aktivt ved sure pH betingelser og
temperatur opp til 60 °C (Ashie et al. 2002). Maling av skjeerekrefter viste forbedret mgrhet
(Ashie et al. 2002; Pietrasik & Shand 2011), og hverken usmak eller grgtete tekstur grunnet
selvbegrensende proteolytisk aktivitet (Calkins & Sullivan 2007). Aspergillus oryzae har vist
moderat hydrolyse pa myofibrillproteiner (Ashie et al. 2002), men ingen effekt pa Igselighet
(Calkins & Sullivan 2007) eller nedbrytning av kollagen (Pietrasik & Shand 2011).
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1.11 Aktinidin
Aktinidin er et eksogent proteolytisk enzym ekstrahert fra moden kiwifrukt (Actinidia

deliciosa). Seks ulike cystein proteaser utgj@r aktinidin (Sugiyama et al. 1996), og en thiol
gruppe er essensiell for aktiviteten (Pastorello et al. 1998). Derfor tilhgrer enzymet cystein
proteaser, og har tilsvarende mekanisme som gvrige medlemmer i peptidase subfamilie
papain. Den biologiske rollen til cystein proteaser i planter er ukjent, men aktinidin beskytter
trolig frukten fra patogene mikroorganismer under modning (Boland 2013). Kiwifrukt blir
konsumert over hele verden, og blir vurdert av amerikanske myndigheter til a veere trygg i
matlaging (FDA 2018). Flere studier har vist at aktinidin bidrar til mgrere kjgtt ved a bryte
ned myofibrillproteiner og har kollagenase aktivitet i bindevevet (Lewis & S. Luh 2007;

Resources 2009; Sugiyama et al. 2005).

Aktinidin har to adskilte domener, der det aktive sete er lokalisert i klgften mellom
domenene. Tilsvarende for papain er dannelse av reaktivt ione par fra cystein (151) og
histidin (288) kritisk for enzymatisk aktivitet i aktinidin (Rawlings et al. 2018) (Figur 8).
Enzymet har tre insersjoner og en delesjon sammenlignet med papain (Kamphuis et al.
1985). Basert pa foldingen og katalytiske egenskaper til aktinidin og papain har de trolig

samme opphav og blir derfor klassifisert i samme familie.

Figur 8: Tredimensjonal struktur av det proteolytiske enzymet aktinidin ekstrahert fra kiwi frukt (Actinidia deliciosa).
Enzymatiske aktiviteten skyldes dannelse av reaktivt ionisk par mellom cystein (gul) og histidin (lilla). Neerliggende Asn (rosa)
til His orienterer imidazolium ringen i histidin for enzymatisk aktivitet. Hentet fra Rawlings, 2018.

Optimal aktivitet til enzymet forekommer ved tilstedevaerelse av cystein og EDTA
(Yamaguchi et al. 1982). Enzymet brukt i denne masteroppgaven er ekstrahert fra moden

kiwifrukt og har vist aktivitet ned til 2 °C, men denaturerer ved 38 °C (Resources 2009).
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Dermed gir enzymet effekt under lagringsprosessen og en studie med aktinidin enzymer vist
aktivitet ni dager etter injeksjon i kjgttet (Christensen et al. 2009). Etter ekstraksjon ble
fruktsaften homogenisert, ultrafiltrert og frysetgrket for a fremstille et pulver bestaende av
aktinidinekstrakt og maltodextrin fra potet (Resources 2009). Maltodextrin fungerer som
baeresubstrat for a stabilisere aktinidin. Produsenten har oppgitt optimal pH til 3,4-4,5, men
det er pavist aktivitet helt til pH 8,5, tilsvarende pH-omrade for aktivitet er ogsa vist i et

annet studiet (McDowall 1970).

1.11.1 Effekt av aktinidin
Aktinidin har vist mildere mgrningseffekt enn andre tradisjonelle cystein proteaser fra

papaya, ananas og fiken (Sullivan & Calkins 2010). Det har resultert i fast overflate uten a
pavirke saftighet, smak eller tekstur (Christensen et al. 2009; Lewis & Luh 1988), som er
kjente problemer for andre cystein proteaser. Dette tyder pa at aktinidin har spesifikk
nedbrytning av muskelproteinene som pavirker seighet (Lewis & Luh 1988). Proteolytiske
effekt av aktinidin gav signifikant forbedret spisekvalitet ved tilfgrsel av 10 % kiwi ekstrakt
fra Actinidia chinensis (Lee et al. 2010), og bryter ned bade myofibrill- og bindevevsproteiner

(Christensen et al. 2009; Toohey et al. 2011).

Flere studier har vist signifikant lavere skjeerekrefter sammenlignet med kontroll ved
injeksjon av kiwifrukt i kjgtt fra okse, (Christensen et al. 2009; Toohey et al. 2011), lam (Han
et al. 2009), gris (Liu et al. 2011; Zhang et al. 2017) og kanin (Zhang et al. 2017). Aktinidin
behandlet kjott (2,8 g L) lagret i to dager tilsvarte mgrhetsnivaet for kontroll kjgtt lagret i ni
dager (Christensen et al. 2009), Han et. al (2009) gav samme konklusjon etter lagringstid i tre
uker. Om minsket skjaerekraft skyldes nedbrytning i myofibrill eller bindevev er ikke diskutert
detaljert, men Sugiyama et. al (2005) oppgir i motsetning til Lewis et.al (1988) at
reduksjonen skyldes endringer i bindevevet. | tillegg er renheten til aktinidin av betydning for
effekt pa skjaerekrefter, der kun renset aktinidin behandlet prgver gav signifikant effekt

(Zhang et al. 2017).

Injeksjon av aktinidin viste klar nedbryting av myosin (Christensen et al. 2009; Lewis & Luh
1988; Liu et al. 2011; Wada et al. 2002) med nye peptid fragmenter (Han et al. 2009), men
ogsa forandret ultrastruktur av aktin (Wada et al. 2002). Proteiner tilknyttet aktin filamentet,
troponin | og T viste klar nedbrytning etter seks dager i lammeskrott behandlet med

aktinidin (Han et al. 2009). Nabosarkomerer blir bundet sammen av desmin, ved tilsetning av
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aktinidin ble proteinet signifikant nedbrutt (Han et al. 2009), og nedbrytningen gkte ved
store mengder (10 g L) aktinidin (Christensen et al. 2009).

For bindevevsproteinene er nedbrytning av kollagen type | ngye studert i aktinidin behandlet
ekstrakter og hele stykningsdeler. Tilfgrsel av aktinidin gav signifikant nedbrytning av
kollagen type | (Ha et al. 2013b; Mostafaie et al. 2008; Sugiyama et al. 2005) og gkte
Igseligheten av kollagen etter varmebehandling (Christensen et al. 2009; Wada et al. 2002)
eller i ratt kjgtt (Wada et al. 2004) sammenlignet med kontroll. Kollagen bestar av flere
isoformer, og etter inkubering med kiwifrukt ble totalt kollagen nedbrutt til subenheter av a-
og B kjeder (Wada et al. 2004), men B- og y-kjeder ble ogsa konvertert til a-kjeder etter
behandling (Sugiyama et al. 2005). | et annet studiet av kollagen type | behandlet med rent
aktinidin, ble ulgselig kollagen ved pH 3 omdannet til subenheter av kollagen a-kjeder
(Ohyama et al. 1997). Aktinidin benyttet i denne masteroppgaven har vist kollagenase
aktivitet (Resources 2009), men studiene fra Sugiyama er trippel heliks domene intakt og
dermed mangler kollagenase aktivitet (2005).

Litteraturen mangler informasjon om nedbrytning av assosierte bindevevsproteiner som
dekorin og biglykan i kjgtt behandlet med aktinidin. Langtidssteking pa lave temperaturer
har vist a frigjgre kollagen relaterte peptider og tilfgrsel av kiwi bidrar til ytterligere
oppl@sning av bindevevet (Sugiyama et al. 2005). Enzymer fra kiwi eller selve kiwijuicen har
vist a veere effektiv i mgrningsprosessen av myofibrill- og bindevevsproteiner. Tilfgrsel av

kiwi kan fremskynde mgrningen og dermed spare lagringsplass (Han et al. 2009).

1.12 Exocut-RM
Enzymet Exocut-RM er termofil aspartisk protease produsert ved fermentering av soppen

Rhizomucor miehei (RM) (Preetha & Boopathy 1997). Yang et al. (1997) klassifiserte enzymet
i subfamilie A1.A, pepsin lignende proteaser, selv om sekvenssammenstillingen og den
tredimensjonale strukturen er avvikende fra andre enzymer fra sopp og pattedyr i samme
subfamilie. Amerikanske myndigheter har lenge klassifisert enzymer fra RM som trygt i
produksjon av ost, men det har nylig blitt rapportert at enzymet ogsa gir effekt ved mgrning

av kjgtt ved relativt lave konsentrasjoner (0,25 mg/100 g kjgtt) (Sun et al. 2018).

Aspartat proteaser viser normalt nedbrytning av kollagen (Ashie et al. 2002; Pietrasik &

Shand 2011), men enzymer fra Rhizomucor miehei viste ingen aktivitet mot kollagen (Sun et
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al. 2018). Optimal aktivitet til enzymet er antatt a veere mellom pH 4,0- 5,5 (Preetha &
Boopathy 1997; Sun et al. 2018). Proteaser i samme subfamilie har vanligvis optimal aktivitet
i pH omradet 3,0 — 5,5 og er stabile innenfor surt til ngytralt pH omrade (Bekhit et al. 2014).
Aktiviteten til enzymet er antatt a veere optimal ved 55 °C (Sun et al. 2018) og proteolysen

foregar etter varmebehandling av kjgttet.

Aktiviteten til enzymer fra Rhizomucor miehei er antatt a veere tilsvarende som andre
aspartat proteaser i subfamilien pepsin-lignende. Aspartat residuene er ansvarlig for aktivitet
(Figur 9), den ene reaktivt, som gjennom nukleofilt angrep av aktivert vann molekyl gir
klgyving av peptidbandene i substratet (Andreeva & Rumsh 2001). Enzymet fra Rhizomucor
miehei inneholder 361 aminosyrer, hvor de 22 fgrste aminosyrene er signal peptid og 47
pafglgende aminosyrer utgjgr et prosegment som gir aspartat proteaser riktig folding i
modent enzym (Boel et al. 1986). Blant aspartat proteaser er enzymer fra RM av de mest
glykosylerte, med to N-glykosylert seter (Boel et al. 1986) og fleksible karbohydratkjeder

fungerer som varme reservoar er trolig arsaken til stabilitet selv ved hgye temperaturer

(Yang et al. 1997).

Figur 9: Tredimensjonal framstilling av det aktive setet til aspartat protease fra Rhizomucor miehei. Aspartat residuene som
er essensielle for aktivitet er plassert i en klgft mellom to beta-sheets domener. Ett vann molekyl danner hydrogenbindinger
mellom karboksylgruppene i aspartat residuene og blir deprotonert ndr substratet binder til det aktive setet. Hentet fra
Yang, 1997
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1.13 Fordgyelse av proteiner i in vitro modell
Fordgyelsessystemet skal sgrge for optimalt opptak av alle nzeringsstoffer, og i denne

masteroppgaven er hovedfokuset protein fordgyelse. Et protein er et polypeptid med
spesifikk funksjon og struktur bygget opp av minst 50 enkeltaminosyrer. Under fordgyelse,
narmere bestemt proteolyse med pepsin og trypsin proteaser henholdsvis i magesekken og
den gverste delen av tynntarmen, blir proteiner spaltet til peptider med varierende lengde
og tilslutt frie aminosyrer (Sand et al. 2006). In vitro modellen utarbeidet av Minekus (2014)

skal etterligne de fysiologiske betingelsene hos et friskt voksent menneske.

| den orale fasen blir maten tygget til akseptabel

stgrrelse og blir blgtgjort av spyttet bestaende av

. . M vhule - b
99,5 % vann, 0,3 % proteiner og elektrolytter, til i T
|
1
sammenhengende masse bolus (Saladin 2010). For a i 1|
etterligne den orale fasen blir elektrolytter tilsatt i in
vitro modellen, men proteinene i spyttet som a- Cover =
amylase hadde komplisert modellen og er ubetydelig *"**""™* ™ , wr
Magesekk N -
for protein fordgyelse. Cre- :
X . Tynntarm I Vo 5 ')
Fra spisergret kommer bolus ned i magesekken som ‘
har hovedfunksjon a levere fordgyd materiale
porsjonsvis til duodenum, dermed blir duodenale Figur 10: Forenklet illustrasjon av
hovedelementene i fordgyelsessystemtet inkludert
fordgyelsen optimalisert. Innholdet blir knadd av munnhule, spisergr, lever, bukspyttkjertel,

magesekk, tynntarm og tykktarm. Proteiner blir

peristaltiske bevegelser til en flytende masse, kymus  brutt ned til polypeptider og oligopeptuder i
magesekken av pepsin, mens videre nedbrytning

og maten blir blandet med gastrisk jus av utskilte til mindre peptider og frie aminosyrer skjer i
tynntarmen av pankreas enzymer. Hentet fra Sand

enzymer og saltsyre (Saladin 2010; Sand et al. 2006).  2006.

Surt miljg er bakteriedrepende, proteiner blir

denaturert og gir optimale betingelser for det protein spaltende fordgyelsesenzymet pepsin.

Gastrisk tsmming foregar gradvis over 3-4 timer til gverste del av tynntarmen, duodenum da

er 20 % av proteinene spaltet til oligopeptider og mindre peptider (Minekus, M. et al. 2014).

De minste peptidene er resistente til nedbrytning av tarm enzymene og blir direkte

absorbert i jejunum, den lengste delen av tynntarmen hvor opptaket av naeringsstoffer

foregar (Sand et al. 2006).
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Tynntarmen hos mennesket er relativ lang (Pereira & Vicente 2013) og delvis nedbrutt
materiale blir ngytralisert av bikarbonat og blandet med tarmsaft i duodenum. Tarmsaften
inneholder pankreatin proteaser som trypsin og kymotrypsin (Sentandreu et al. 2002) i
bgrstessmmen av tarmveggen. Peptidbindingene som gjenstar fra gastrisk fase blir spaltet
inne i peptidkjeden for a danne biologisk aktive tri- og dipeptider, samt frie aminosyrer. Ved
aktiv transport av membranproteiner blir peptidene og aminosyrene absorbert av intestinale
epitelceller, for eventuelt a bli spaltet til frie aminosyrer inne i tarmcellene av
cytoplasmapeptidaser (Rgnning et al. 2016). Ufordgyde proteiner og peptider fra
tynntarmen blir fermentert av tarmbakterier i tykktarmen til kortkjedet fettsyrer og ulike

nitrogenforbindelser.

1.13.1 Effekter av fordgyelse med aktinidin tilstede
Proteinfordgyelse starter i magesekken, hvor pepsin hydrolyserer proteiner til oligopeptider

av varierende stgrrelse. Maltider med store mengder proteiner kan fgre til gastrointestinale
plager som forstoppelse, ufordgyelig, oppblasthet og overmetthet, men ved samtidig inntak
av kiwifrukt er det rapportert om faerre tarmrelaterte symptomer (Donaldson et al. 2014;
Kaur & Boland 2013). Selv om aktinidin kan fremme allergiske reaksjoner (Pastorello et al.
1998) gir aktinidin gkt gastrisk protein fordgyelse der stgrre mengde fordgyd materiale
entrer tynntarmen. Det ville veert etisk uforsvarlig 8 male gastrisk aktivitet hos mennesker
(Donaldson et al. 2014), men in vivo studier er utfgrt pa dyr. Inntak av biffproteiner sammen
med kiwi hos griser viste raskere gastrisk témmehastighet enn normalt (Montoya et al.
2014), dermed kan kiwifrukt redusere fglelsen av overmetthet og gastrisk ubehag ved inntak

av proteinrikt maltid (Kaur & Boland 2013).

In vitro studier av biffproteiner tilfgrt aktinidin viste 40 % gkt gastrisk proteinfordgyelse,

spesielt ble proteiner st@grre enn 25 kDa signifikant brutt ned (Kaur et al. 2010a; Montoya et
al. 2014). Mens i tynntarmen ble ingen forsterket endring av fordgyelsen observert (Kaur et
al. 2010b). Proteaser fra kiwifrukt viste bedre aktivitet ved pH 3,1 sammenlignet med reelle

pH i magesekken pa 1, 9 (Donaldson et al. 2014).

Aktinidin tilfgrt biffproteiner gav ulikt og mer fragmentert peptidmgnster sammenlignet
med hydrolysen fra naturlige fordgyelsesenzymer som pepsin, dermed gir aktinidin mindre
spesifikk nedbrytning av peptidbindingene (Kaur et al. 2010a; Kaur et al. 2010b). Betydelig
hgyere gastrisk fordgyelse av MHC, B-aktinin, a-aktinin, aktin, MLC1 og troponin | er
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observert ved tilstedevaerelse av kiwi sammen med pepsin (Kaur et al. 2010a; Rutherfurd et
al. 2011). Bindevevsproteinet kollagen viste derimot ingen effekt av aktinidin etter
fordgyelse (Kaur et al. 2010a), trolig fordi et hgyt innhold av de rigide aminosyrene proline
og hydroksyprolin hindrer binding av enzymet i det aktive setet. Kollagen far en rigid struktur
i pH omradet 3-7 fordi enzymer inkludert aktinidin ikke bryter ned trippel heliks domene

(Sugiyama et al. 2005).

| tynntarmen varierer fysiologisk pH fra 6,4-7,4 og kiwifrukt viste liten effekt pa forsterket
fordgyelse av kjptt proteiner (Donaldson et al. 2014). Tilstedevaerelse av pankreatin
proteaser som trypsin og kymotrypsin dekker muligens over effekten til aktinidin i
tynntarmen, men hydrolyse ved aktinidin dannet andre peptider enn fordgyelse med tarm
proteaser (Kaur & Boland 2013), og gir mulighet for dannelse av andre gunstige bioaktive

peptider.

1.14 Peptider med mulig bioaktivitet
Inntak av proteiner kan fgre til dannelse av peptider etter fordgyelse med varierende

helsefremmende bioaktivitet pa hjerte/kar-, immun- og tarmsystemet (Lafarga & Hayes
2014). Peptidene er inaktive innenfor opphavsproteinet, men blir frigjort av endogene
enzymer under gastrointestinal fordgyelse (Di Bernardini et al. 2011) eller hydrolyse av
eksogene enzymer kan fremkalle andre bioaktive peptider (Albenzio et al. 2017). Bioaktive
peptider bestar av 2 til 30 aminosyrer (Bhat et al. 2015) og egenskapene avhenger av

molekylmasse og aminosyresammensetning (Albenzio et al. 2017).

Aktivitet kan veere pavist in vitro, men tilstrekkelig aktivitet i fordgyelseskanalen krever
heyere biotilgjengelighet (Albenzio et al. 2017). For a kunne gi in vivo helseeffekter ma
bioaktive peptider frigis ved rett tidspunkt i tarmen etter fordgyelse og entre blodbanen
intakt i betydelig tilgjengelig dose (Lafarga & Hayes 2014). Peptidene kan dermed utgve
fysiologisk effekter i tarmen eller andre steder i kroppen (Di Bernardini, 2011). Peptidene ma
samtidig veere resistente mot endogen nedbrytning, som bestemmes av lengde og

sammensetning.

1.14.1 Effekter av bioaktive peptider
Produksjonen av bioaktive peptid sekvenser fra protein hydrolysater utgjgr et nytt

forskningsomrade med potensiell nytteverdi for helse, medisin og matindustri (Udenigwe &
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Howard 2013). Mest omtalt er peptider med aktivitet mot ACE inhibering nyttig for
blodtrykket og antioksidant effekt funnet i hydrolysater (Mazorra-Manzano et al. 2017). Fra
muskelprotein hydrolysater er fglgende in vitro effekter gunstige pa patologiske tilstander
funnet; antihypertensjon (Di Bernardini et al. 2012; Lafarga et al. 2016), antioksidant (Gu et
al. 2012; Saiga et al. 2003; Sun et al. 2012), antitrombotisk (Shimizu et al. 2009), ACE-
inhibering (Arihara et al. 2001; Gu et al. 2012; Ryan et al. 2011; Sun et al. 2018) og
blodsukkerregulering (Yu et al. 2012; Zambrowicz et al. 2015). Enkelte peptider fra eggehvite
(RVPSLM, KLPGF) (Yu et al. 2011; Yu et al. 2012) og sardin muskel (YYPL) (Matsui et al. 1999)
er antatt a virke gunstig pa blodsukkerregulering grunnet aminosyresammensetningen.
Nedsatt blodsukkerregulering kan forarsake hgyt blodtrykk og er en arsak til diabetes 2
(Helseinformatikk 2016). De siste 30 arene har tilfeller av diabetes 2 blitt tredoblet i Norge.
Derfor stgttes forskning til bruk av enzymer i utvikling av ravarer for @ muligens fremkalle

bioaktive peptider for forebygging eller tidlig behandling av blodsukkerregulering.
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2. Malet med studien

Forekomsten av seigt kjgtt i Norge fgrer til stor andel prosessert kjgtt, men ved bruk av
eksogene enzymer kan mgrhet bli tilstrekkelig til a selge kjgttet som hele kjgttstykker og
samtidig tilfredsstille kvalitetskravene til forbrukeren. Sammenhengen mellom inntak av
prosessert kjgtt og kreft er tidligere papekt, derfor vil inntak av hele kjgttstykker og mindre
prosessert kjgtt vaere gnskelig. Tilfredstillelse av forbruker er essensielt og for a etterkomme
kvalitetskravene er behovet for mgrere kjgtt ngdvendig. | tillegg er forbruker mer opptatt av
egen helse enn tidligere, og eksogene enzymer kan bidra til 3 lette fordgyelse ved inntak av

kjott og frigjgre andre helsegunstige bioaktive peptider.

Denne masteroppgaven er en del av «Sunn Mat» programmet ved forskningsinstitusjonen
Nofima. Malet med forskningsprogrammet er a bidra med ravarer av hgy kvalitet som kan
tilfredsstille forbruker og ke forekomsten av helsegunstige komponenter fra den norske
ravareproduksjonen. Derfor har fglgende forskningsspgrsmal blitt utarbeidet til denne

masteroppgaven:

Overordnet forskningsspgrsmal:

Kan proteolyse i kjgtt pavirke spisekvalitet, protein fordgyelse og dannelse av bioaktive

peptider?

Dermed fglger fglgende under forskningsspgrsmal:

- Undersgke graden av proteolyse i lartunge behandlet med aktinidin fra kiwi eller
Exocut-RM fra soppen Rhizomucor miehej

- Pa hvilken mate pavirker enzymbehandlet kjgtt spisekvalitet og fordgyelse i
gastrisk- og intestinale fase

- Finnes det helsegunstige bioaktive peptider for blodsukkerregulering i kjgtt

behandlet med aktinidin fra kiwi eller Exocut-RM fra soppen Rhizomucor miehei
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3. Materialer

Alt utstyr, instrumenter, programvarer og kjemikaler som er brukt i de ulike forsgkene i
denne masteroppgaven er vist under i tabeller tilhgrende denne seksjonen.

3.1 Laboratorieutstyr og instrumenter

Underseksjonen viser tabeller over laboratorieutstyr (tabell 1) og instrumenter (tabell 2)

benyttet i ulike forsgk kategorisert etter formal og tilhgrende leverandgr

Tabell 1: Laboratorie utstyr. Diverse laboratorie utstyr som ble brukt i de ulike forsgkene er listet opp under i kategorier
med tilhgrende leverandgr.

Kategori

Utstyr

Leverandgr

Filtreringsutstyr

BD Plastipak™ Concentric Luer-Slip Three-
Piece Syringe (300185)

Fisher Scientific

Fine-Ject® 4710008050

Henke-Sass Wolf

Millex® HV Sterile Syringe Filter with Merck KGaA
Durapore® PVDF Membrane, 0.45um

(MIL- SLHVO33RB)

Millex®-GS Syringe Filter Unit, 0.22 um Merck KGaA
(SLGSV255F)

Millipak® 40 Gamma Gold Filter Merck KGaA

(MPGLO4GK?2)

Geler

NuPAGE™ 4-12 % Bis-Tris Gel (NP0322BOX)

Invitrogen by Thermo

Fisher Scientific

NuPAGE™ 10 % Bis-Tris Gel

Invitrogen by Thermo

Fisher Scientific

Glass utstyr

Begerglass

VWR

Malekolbe

Duran

Malesylinder

Duran Silber brand

Pyrex glassflaske

Duran brand

Warner Bratzler skjeere mal

Selvlaget Nofima

Pipetter Automated Single Channel Pipettes Thermo Fisher Scientific
Picus® electronic pipette Sartorius
Quality Pipette tips Starstedt Ag & Co
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Kategori

Rer og plater

Utstyr
Eppendorfrgr (211-0015)

Leverandgr

VWR International

Microplate 96 well, PS F-bottom clear
sterile (655161)

Greiner bio-one

Precellys® CK28 Lysing Kit, Hard Tissue

Homogenizing

Bertin Technologies

Tube 15 ml, 120x17 mm (62.554.502)

Sartedt AG&Co.KG

Tube 50 ml, 114x28 mm (62.547.254)

Sartedt AG&Co.KG

Vials N11 (702016)

Macherey-nagel GmbH
&Co.KG

@vrig

Aluminum Micro Weighing Dishes .35 ml

VWR International

BioSep-SEC-s2000 kolonne

Phenomenex

Blotting roller

Thermo Fisher Scientific

Chromacol 11-AC7

Thermo Fisher Scientific

S&S Rundfilter, 185 mm (300114) Schleicher & Schull GmbH

Stainless Steel Surgical blades

Swann-Morton

Quantum® EX Polishing Cartridge
(QTUMOOOQEX-M)

Merck KGaA

Tabell 2: Instrumenter. De ulike instrumentene med tilhgrende leverandgr som ble brukt i forsgkene i denne

masteroppgaven.
Kategori Instrument Leverandgr
Generelle Fryser, -20 °C Bosch

Forma 700 series, -80°C

Thermo Fisher

iBlot™

Invitrogen

Kjgleskap, 4°C

Bosch

pHM210 Std PH Meter

MeterLab® Radiometer

analytical
pH7110 inoLab WTW
PowerEase 500 Invitrogen
Magnetic hotplate stirrer, RCT classic IKA®

IKAMAG®
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Kategori Instrument Leverandgr
Milli-Q® Direct 16 Water Purification Merck KGaA
System
Quick Mini Chopper 6720 OBH Nordic

Inkubator og HS501 digital IKA Labortechnik
ristere
Innova® 40 Incubator Shaker Series New Brunswick Scientific
MS1 Minishaker IKA®
Precellys Evolution Bertin Technologies
See-saw rocker SSL4 Stuart
Sentrifuge Heraeus Multifuge 4KR Centrifuge Kendro Laboratory
products
Micro star 17 VWR
Skanner Epson Perfection 4990 Photo Epson
Ettan™ DIGE Imager 1.0 GE Healthcare
GBox Syngene
Vannbad Vannbad GFL® 1086, 95°C A/S E. Pedersen & Sgnn
laboratorieutstyr
Vannbad GFL ©1083, 37 °C A/S E. Pedersen & Sgnn
laboratorieutstyr
Sub Aqua 5, 50°C Grant Instruments
Vekt Delta Range® AG204 METTLER TOLEDO
Delta Range® PG5002-S METTLER TOLEDO
Mikrovekt, Mettler MT5 Mettler
@vrige Electromechanical testing system, 5940 Instron

Series Single Column Table Frames

Agilent 1200 Series, HPLC

Agilent Technologies

Synergy HI microplate reader

BioTek
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3.2 Programvarer
Tabell 3 viser programvarene med tilhgrende leverandgr som ble benyttet i

gjiennomfgringen av de ulike forsgkene i denne masteroppgaven.

Tabell 3: Programvarer. De ulike programvarene som ble brukt i de ulike forsgkene i denne masteroppgaven.

Programvare Leverandgr

Bluehill 3 Testing Software Instron

Epson Perfection 4990 Photo Epson

Ettan™ DIGE Imager 1.0 GE Healthcare

Gen 5.302 Biotek Instruments
GenSys V.1.5.6.0 Syngene
ImageQuant TL 7.0 GE Healthcare
Microsoft Excel Microsoft

Minitab® Statistical Software 18 Minitab

Openlab, 2014 Agilent Technologies

3.3 Kjemikaler og reagenser
Seksjonen viser tabeller over kjemikaler og reagenser (tabell 4) med tilhgrende

katalognummer og leverandgr, mens kit som ble brukt i denne masteroppgaven er vist i

tabell 5.

Tabell 4: Kjemikaler og reagenser. De ulike kiemikalene og reagensene med tilhgrende katalognummer og leverandgr som
ble benyttet i giennomfgringen av forsgkene i denne masteroppgaven.

Kjemikaler og reagenser Katalognummer Leverandgr
4-Nitrophenyl a-D-glucopyranoside N1377-1G Sigma-Aldrich
a-glukosidase from Saccharomyces  G5003-1KU Sigma-Aldrich
cerevisiae

Acetic acid 1.00063.2500 Merck KGaA
Acetonitrile 1.00030.2500 Merck KGaA
Acorbose A8980-1G Sigma-Aldrich
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Kjemikaler og reagenser Katalognummer Leverandgr

Albumin from chicken egg white A7641 Sigma-Aldrich
Angiotensin Il human A9525 Sigma-Aldrich
Aprotinin from bovine lung A1153 Sigma-Aldrich

Bovine serum albumin A3608 Sigma-Aldrich

Bovine serum albumin Stock 23209 Thermo Fisher Scientific
Bradykinin Fragment 1-7 B1651 Sigma-Aldrich
Bromophenol blue indicator 1.08122.0005 Merck KGaA

CaClz(H20) 1.02382.0500 Merck KGaA

Carbonic Anhydrase from bovine C3934 Sigma-Aldrich
erythrocytes

Coomassie brilliant blue R-250 IC821616 VWR

Cytochrome c from bovine heart C2037 Sigma-Aldrich
[D-Ala2]-Leucine enkephalin E5008 Sigma-Aldrich

dH.0 Millipore

Dithiothreitol (DTT) R0O861 Thermo Fisher Scientific
Ethylenediaminetetraacetic acid 6381-92-6 Merck KGaA

(EDTA)

ELC™ Plex Fluorescens Rainbow RPN850E GE Healthcare

marker, Full range

ELC Prime™ Blocking agent RPN418V GE Healthcare UK Limited
Exocut-RM Tail21 Tailorzyme Aps

Glycerol 85 % 1.04094.2500 Merck KGaA

HCI 1.00317.2500 Merck KGaA

Insulin Chain B Oxidized from 16383 Sigma-Aldrich

bovine pancreas

KH2PO4 1.04873.1000 Merck.KGaA

KCI 1.04936.1000 Merck KGaA

Kiwifriut powder extract OT1005X (34123) CRNZ, New Zealand
Lysozyme 10837059001 Sigma-Aldrich
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Kjemikaler og reagenser

Katalognummer

Leverandgr

Methanol 1.06009.4000 Merck KGaA
MgCl>(H20)e M2670-100G Sigma-Aldrich
Milli-Q® Type 1 Ultrapure Water

Systems

NaCl 1.06404.1000 Merck KGaA
NaHCO3 27775.293 VWR Prolabs® Chemicals
NaH2PO4 1.06586.0500 Merck KGaA
NaH,PO4-H,0 1.06346.1000 Merck KGaA
NaN3 1.06688.0250 Merck KGaA
NaOH 1.06462.1000 Merck KGaA
NasP3010 72061-500G Sigma-Aldrich
(NH4)2COs 207861-500G Sigma-Aldrich
NuPAGE® MPQOS SDS Running NP0001 Novex by Life Technologies
buffer (20x)

Pancreatin from porcine pancreas P1750 Sigma-Aldrich
Pepsin from porcine gastric mucosa P7000 Sigma-Aldrich
PBS Tablets (1 tabletti 1 Lvanngir  09-9400-100 Medicago AB
0,14 M Nacl, 0,0027 M KCl og 0,010

M Fosfat buffer pH 7.4)

Renin Substrate Tetradecapeptide R8129 Sigma-Aldrich
porcine

SDS 1610302 Bio-Rad
Trifluoroacetic acid 302031-M Merck KGaA
Trizma® Base T1503 Sigma-Aldrich
Tryptophan PHR1176 Sigma-Aldrich
Tween® 20 P1379 Sigma-Aldrich
Val-Tyr-Val V8376 Sigma-Aldrich
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Tabell 5 viser kitene som ble benyttet i giennomfgring av forsgkene, med innholdet og

tilhgrende leverandgr.

Tabell 5: Kit. De ulike kittene som ble brukt i forsgkene i denne masteroppgaven.

Kit

Innhold

Leverandgr

DC Protein assay

(500-0116)

-Reagens A, alkali kobber tartrat Igsning

- Reagens B, fortynnet Folin reagens

- Reagens S

Bio-Rad

iBlot™ Transfer Stack,
nitrocellulose, regular
(1B301001)

iBlot® NC Anode Stack BOTTOM Regular

iBlot® Cathode Stack TOP Regular iBlot® Filter

Paper Regular iBlot® Disposable Spong

Blotting Roller

Thermo Fisher

Scientific

3.4 Antistoff

Seksjonen viser tabeller for primzere (tabell 6) og sekundzere (tabell 7) antistoffer brukt i

western blott forsgk. | tabell 6 og 7 er antistoff ID (Saper 2011), leverandgr og fortynningen

som ble brukt i forsgket inkludert.

Tabell 6: Primzere antistoff til western blott. Primaere antistoff benyttet i western blott analyse med tilhgrende antistoff ID
og leverandgr. Fortynningen som ble benyttet for de ulike antistoffene er ogsa inkludert.

Primare Antistoff Vert Antistoff ID Leverandor Fortynning
Goat pAb to Biglycan Geit AB_ 58562 abCam 1:1000
JLT12-s (Troponin T) Mus AB 2618103 DSHB 1:2000
MF20 Mus AB_2147781 DSHB 1:1000
Rb pAb to Collagen | Kanin AB 34710 abCam 1:1500
Shp pAb to Decorin Sau AB 35378 abCam 1:1000
T14 Mus AB_531865 DSHB 1:1000
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Tabell 7: Sekundaere antistoff til western blott. Sekundzere antistoff benyttet til western blott analyse med tilhgrende
antistoff ID og leverandgr. Fortynninger som ble benyttet for de ulike antistoffene er ogsa inkludert.

Sekundzere Antistoff Vert Antistoff ID Leverandgr Fortynning

Alexa Flour® 488 donkey  Esel Ab_2534082 Life Technologies  1:2500
anti-sheep IgG (H+L)

DyLight™ 549 conjugated  Esel AB_2340427  Jackson 1:2500
AffiniPure Donkey Anti- ImmunoResearch

Goat IgG (H+i). Fortynnet

1:2 i glyserol

ECL™Plex goat-a-mouse Geit AB_772196 GE Healthcare 1:2500
IgG, Cy™3

ELC™Plex goat- a-rabbit Geit AB_772205 GE Healthcare 1:2500
IgG Cy™5

3.5 Lgsninger
Seksjonen viser tabeller for tillaging av lgsninger som ble benyttet i ulike buffer. Tabell 8

viser innholdet for a lage 1,5 M Tris som ble brukt i proteindenatureringsbuffer. For tillaging
ble Tris I@st opp i vann ved hjelp av magnetrgrer og pH ble justert til 6,8 med HCI. Den

ngdvendige mengden dH,0 ble tilsatt til 100 ml og lgsningen ble lagret ved 4 °C.

Tabell 8: Innhold i 1,5 M Tris med pH 6,8 til proteindenatureringsbuffer.

Kjemikaler Mengde

Tris 18,171¢

HCI Juster til pH 6,8

dH.0 Ngdvendig mengde til 100mL

Tabell 9 viser innhold for & lage 10 % SDS Igsning. Pulver bestaende av SDS ble Igst oppi vann
ved hjelp av magnetrgrer og ngdvendig mengde dH,0 ble tilsatt til 500 ml, Igsningen ble

lagret ved romtemperatur.
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Tabell 9: Innhold i 10 %-SDS Igsning.

Kjemikaler Mengde
Sodium dodecyl sulfate 50g
dH20 Ngdvendig mengde til 500mL

Tabell 10 viser innhold til 0,8 % bromofenol Igsning. Pulver av bromofenol ble Igst opp i vann

ved hjelp av magnetrgrer og ngdvendig mengde dH,0 ble tilsatt til 50 ml, Igsningen ble

lagret ved romtemperatur.

Tabell 10: Innhold i 0,8 %-Bromofenol Igsning.

Kjemikaler Mengde
Bromofenol 400 mg
dH.0 Ngdvendig mengde til 50mL
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4. Metodeprinsipper og prosedyrer

4.1 Tillaging av marinade
Marinade benyttes for a forbedre smak, saftighet og mgrhet i tilberedt kjgtt (Bekhit et al.

2014). Marinade bestar oftest av vann, salt og alkalisk fosfat. | denne masteroppgaven har
enzymene OT-1005X (aktinidin) og Exocut-RM blitt I@st opp hver for seg i marinaden.

Enzymene er eksogene og er isolert fra henholdsvis kiwifrukt og soppen Rhizomucor miehei.

Utstyr:
- Exocut-RM enzym fra Tailorzyme Asp
- OT-1005X (aktinidin) enzym fra CRNZ, New Zealand
- Magnetrgrer
- pH-meter
- Kjemikaler; NasP3019, NaCl, dH;0,
- NaOH og HCl

Lgsninger med to enzymer, OT-1005X (aktinidin) og Exocut-RM ble laget for innsprgyting
i kjgttet. Forst ble det laget seks liter marinadelgsning bestaende av 3 % v/v NasP3019, 2
% v/v NaCl og dH,0, Igsningen ble justert til pH 8,4 ved bruk av1 M HCl og 1 M NaOH
avhengig av start pH. To liter av denne marinadelgsningen ble benyttet som kontroll
marinade. Ett enzymatisk produkt OT-1005X, bestaende av aktinidinekstrakt og
hjelpestoffet maltodextrin, ble tilsatt i to liter marinadelgsning. Sluttkonsentrasjonen
tilsvarte 0,5 % for enzymlgsningen. Produsenten oppgir at enzymet har optimal pH ved
3,4-4,5, men er aktivt helt til pH 8,5. | tillegg denaturerer dette enzymet ved 38 °C og har
vist aktivitet helt ned til 2 °C (Resources 2009). De resterende to liter av
marinadelgsningen ble tilsatt enzymet Exocut-RM. Sluttkonsentrasjonen utgjorde ogsa
0,5 % for denne enzymlgsningen. Produktet har aktive cystein proteaser isolert fra
soppen Rhizomucor miehei. Optimale betingelser for enzymet er ukjent ,men basert pa
andre studier med Exocut-RM er optimal pH antatt til 5,5 og temperaturoptimum til 55

°C (Sun et al. 2018).
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4.2 Ravarer og marinering
Eksogene enzymer fra planter og sopp har vist a forbedre mgrhet i seigt kjgtt (Han et al.

2009). Injeksjon av marinade tillater eksakt dosering og jevn fordeling uten a gdelegge
strukturen til muskelfibre eller bindevev (Xargayo et al. 2001). Kjgttet ble rotert manuelt og
marinadelgsningene ble sprgytet inn systematisk for jevn fordeling. Risikoen ved
innspreyting i kjgttet ma vurderes. Minstekravet er rent utstyr, hansker og sterile

sproytespisser for a tillage et trygt produkt (Brooks 2007).

Utstyr:

- Hel Semitendinosus muskel (lartunge) fra 17 maneder gammel krysning av storfe
kj@pt hos slakter

- Marineringslgsninger beskrevet i avsnitt 4.1 (en vanlig marinade, en tilsatt aktinidin
og en tilsatt Exocut-RM)

- Sterile sprgyter

- Kniv

- Skjeerebrett

Maskin til vakuumpakning

Semitendinosus muskel fra 10 unge okser, omtrent 17 maneder gamle kjgpt hos slakter
utgjorde materialet til denne masteroppgaven. Hele muskelen hadde blitt oppbevart ved

4 °Ci atte dager post mortem fg@r kjgttet ble kuttet i tre like store deler av 10 cm brede
stykker. Lgsninger tilsvarende 10 % av vekten til kjgttet, ble rotert manuelt og injisert
systematisk i kjgttet ved romtemperatur. Marinert kjgtt ble skaret i biter 3x10x5 cm fgr
vakuumpakning og oppbevart ved 4 °Ci syv dager f@r videre analyser. Heretter omtales kjgtt
sprgytet inn med vanlig marinade som «kontroll», OT-1005X som «aktinidin» og Exocut-RM

(Tail21) som «Exocut-RMp».

4.3 Warner Bratzler skjeerekraft
Warner Bratzler skjaerekraft er en mekanisk malemetode for a evaluere mgrhet i biff, og er

dokumentert 3 vaere korrelert med sensorisk analyse av mgrhet (Instron 2005). Kjgttet
varmebehandles og blir nedkjglt til romtemperatur for det skjaeres langs muskelens

fiberretning til kuber. For et representativt utvalg ma prgvene skjaeres ut fra omtrent samme
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sted i muskelen og unnga omrader med store bindevevsstrukturer. Maling av Warner
Bratzler skjeerekrefter blir utfgrt av et V-formet blad som skjeerer med konstant hastighet pa
tvers av muskelfiberen. Vevet som males blir fullstendig deformert og motstanden blir

uttrykt i maksimal kraft (malt i N/cm?). Denne kraften reflekterer seigheten i kjgttprgven.

Utstyr dag 1:
- Vakuumpakket kjgttbiter fra Semitendinosus muskel injisert med vanlig marinade,
aktinidin eller Exocut-RM
- Vannbad justert til 70 °C
- Isbad

Utfgrelse dag 1:

e Enzymbehandlet kjpttbiter oppbevart i vakuumposer ble varmebehandlet i vannbad
ved 70 °Ci 70 minutter.
e Etter varmebehandling ble kjgttbitene avkjglt i et isbad i 45 minutter.

o Kjpttbitene ble videre oppbevart ved 4 °C til dagen etter.

Utstyr dag 2:
- Varmebehandlet kjgttbiter fra dag 1 i vakuumposer

- Universell test maskin til skjeerekraft (her Instron 5944) med tilhgrende programvare
- V-formet knivblad

- Kniv og skjeerebrett

- Warner Bratzler mal

- Quick Mini Chopper (her 6720 fra OBH Nordic)

- Minitab® Versjon 2018, Statistikk program

Utfgrelse dag 2:

o Kjgttbitene ble avkjglt til romtemperatur og skaret langs fiber retningen til kuber av
1x1x2 cm ved bruk av mal.
e For a fa et representativt utvalg ble det skaret 10 paralleller av hver prgve.

e Instrumentet Instron 5944 ble innstilt pa 2 kN for 8 male skjeerekraft.
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e Prgvene ble samlet opp og kvernet hver for seg i mini kjgkkenmaskin fgr videre
analyser.
e Gjennomsnitt verdiene til maksimal skjaerekraft for de ulike prgvene ble

sammenlignet med ANOVA for a teste signifikante forskjeller.

4.4 Protein ekstraksjon
Ved analyse av spesifikke naeringsstoffer som proteiner er det ngdvendig kun ha proteiner i

I@sningen. Derfor blir proteiner ekstrahert ut fra matriksen i vevet ved hjelp av mekanisk
kraft og tilsatt buffere som hemmer Ca?* for a hindre videre proteinnedbrytning fra
proteaser i naerheten av kontraksjonsenheten. Materialet veies ut for 8 oppna eksakt vekt og
det tilsettes ekstraksjonsbuffer med pH 8,3. Bufferen inneholder Trisma® base som
stabiliserer pH i kjpttet og ETDA som binder toverdige ioner. Dermed hemmes aktiviteten til
enzymer i kjgttet som kalpain og katespiner. For kjgttprgver benyttes keramikkuler og typisk
homogeniseringstid er 30 sekunder (Verollet 2008). Homogenisering ved mekanisk kraft gjgr
at celleveggen blir gdelagt, dermed frigjgres proteiner og nukleinsyrer fra vevsmatriksen. |
homogenisert prgve er post-mortale pH variasjoner stabilisert, og tilsetter
proteindenatureringsbuffer med pH 6,8, som er neermere pH i postmortal muskel. Denne
bufferen inneholder ogsa EDTA og Trisma® base, i tillegg til SDS som denaturere proteinene
og glyserol som gir tyngde til prgven. Prgvene varmebehandles for a sikre at proteinene blir
denaturert og celluleert sediment Igses opp. Deretter blir prgvene sentrifugert for at det
uoppl@ste materialet danner pellet og det oppl@ste som er ekstrahert ut kan overfgres til

nye rgr for videre analyse.

Utstyr:
- Skalpell og skjeerebrett

- Vekt (maler mg)

- Eppendorfrgr

- Precellys rér med keramikkuler

- Ekstraksjonsbuffer (Tris-EDTA) (tabell 11)
- Homogeniseringsmaskin

- Proteindenatureringsbuffer (tabell 12)

- Vannbad justert til 50 °C
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- Bordsentrifuge

- -20°Cfryser

Utfgrelse:

o Kjgttet ble skaret i sma biter med skalpell.

e 100 mg muskelprgve ble veid ut i Precellys rgr med keramikkuler og tilsatt 1 ml kald
Tris-EDTA ekstraksjonsbuffer med pH 8,3, beskrevet i tabell 11.

e Prgvene ble homogenisert ved 6000 RPM i 2 x 20 sekunder med 5 sekunder pause
mellom seriene.

e Videre ble 500 ul av prgvene overfgrt til et nytt eppendorfrgr. Den pipetterte
vaesken var jevn og uten store bindevevsbiter. Det ble tilsatt 500 pl
proteindenatureringsbuffer med pH 6,8 (tabell 12) og blandet godt ved a pipettere
opp og ned.

e Prgvene ble plassert i vannbad 20 minutter ved 50 °C, deretter blandet og ytterligere
5 minutter i vannbadet.

e Deretter sentrifugert i 20 minutter ved 4 °C pa 7800 x G.

e Tilslutt ble 800 pl supernatant overfegrt til nytt eppendorfrgr og fryst ved -20 °C.

Tabell 11: Innhold i Tris-EDTA ekstraksjonsbuffer. Kiemikalene og tilhgrende mengder for G lage Tris-EDTA
ekstraksjonsbuffer. Kjemikalene Igses i vann og pH justeres til 8,3 ved hjelp av 1 M HCI. Volumet justeres til 1 liter med dHO.

Kjemikaler Mengde

50 mM Tris 6,06 g

10 mM EDTA 3,72¢g

dH.0 Ngdvendig mengde til 1|

Tabell 12: Innhold i proteindenatureringsbuffer. Kiemikalene og tilhgrende volum som trengs for G lage
proteindenatureringsbuffer.

Kjemikaler Volum

1,5 M Tris med pH 6,8 (tabell 8) 0,83 ml

10 % SDS 4,00 ml
87 % Glyserol 2,30 ml
dH,0 0,87 ml
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4.5 Bestemmelse av proteinkonsentrasjon
Det benyttes en kolorimetrisk metode for @ male proteinkonsentrasjon, for a standardisere

proteinkonsentrasjonen i prgvene fgr gel elektroforese (Mahmood & Yang 2012). Metoden
baseres pa at Commasie Brilliant Blue G-250 fargestoff binder proporsjonalt til
proteinmengden og gir fargeutvikling (Bradford 1976). En Igsning av natrium kalium tartrat
stabiliserer Cu?* og det utvikles gulfarge forarsaket av en redoksreaksjon i komplekset. |
kontakt med proteiner reduseres det gule fosfomolybdisk komplekset og blafarge blir
produsert. Intensitet til blafargen er avhengig av mengden protein. Fargeutviklingen er stabil
i 1time og males ved 750 nm, som er toppunktet for folin. Proteinkonsentrasjonen
bestemmes ved hjelp av standardkurve med kjente konsentrasjoner for bovine serum
albumin (BSA). Protokollen ble hentet fra BIORAD DC for 96 brgnn mikroplate og er en

modifisert versjon av Lowry et al. (1951).

Utstyr:
- Vannbad justert til 50 °C

- 96 brgnn mikroplate

- BSA stokklgsning

- dH20

- Biorad DC protein assay kit

- Mikroplate leser med absorbans maler

- Elektroforese loadingbuffer med DTT og bromofenol

- Vortex

Utfgrelse:
e Prgvene ble tint og plassert 10 minutter i varmebad ved 50 °C.
e Varmebehandlet prgver ble fortynnet 1:10 med dH;0. Standarder ble seriefortynnet
fra 2 mg/ml BSA stokklgsning til 1, 0,5, 0,25 og 0 mg/ml.
e Reagens A’ ble laget av 20 pl reagens S (5 % SDS) per 1 ml A (alkali kobber tartrat).
e Hver brgnn i mikroplaten ble fylt med 5 ul standard/prgve, 25 ul av A’ og 200 pl av
reagens B (ferdig fortynnet folin reagens). Alle prgvene ble malt i triplikater for et

troverdig resultat.
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e Mikroplaten ble ristet i 5 sekunder pa benk og deretter inkubert ved romtemperatur
i 15 minutter fgr maskinavlesning. Absorbans ble avlest ved 750 nm av tilhgrende
programvare.

e Proteinkonsentrasjoner ble regnet ut ved hjelp av regresjonslikningen (y = ax + b) til
standardkurven og absorbans til den respektive prgven. Standardkurven ble laget
ved a blotte konsentrasjon av standardene mot tilhgrende absorbans. Absorbans ma

ligge innenfor standardkurven for en valid proteinkonsentrasjon.

Absorbans — b

Proteinkonsentrasjon =
a

Likningen gir proteinkonsentrasjon for fortynnet prgve, alle verdiene ble ganget med
fortynningsfaktoren 10 for a finne konsentrasjon i en ufortynnet prgve.

e Prgvene ble fortynnet til 2 mg/ml med elektroforese loadingbuffer med DTT og
bromofenol beskrevet i tabell 13. Ngdvendig mengde buffer og prgve ble regnet ut
ved hjelp av fortynningslikningen.

clvl = c2v2
e Etter fortynning ble vortex benyttet for a8 blande prgveinnholdet, deretter ble

prgvene varmebehandling ved 50 °Ci 10 minutter.

Tabell 13: Innhold i elektroforese loadingbuffer med DTT og bromofenol. Kjemikalene med tilhgrende volum som er
ngdvendig for G lage elektroforese loadingbuffer med DTT og bromofenol brukt ved fortynning av pr@gvene far gel kjgring.
L@sningen kan alikvoters og fryses ned, ellers ma Igsningen lages fersk.

Kjemikaler Volum

Proteindenatureringsbuffer 8,00 ml

(tabell 12)
1MDTT 2 ml
0,8 % Bromofenol 0,5 ml

4.6 Sodium Dodecyl Sulfate-Polyakrylamid Gel Elektroforese (SDS-PAGE)
SDS-PAGE er en polyakrylamid gel elektroforese som benyttes for separering av proteiner.

Proteiner separeres i et elektrisk felt etter molekylvekt giennom matriksen under
denaturerte betingelser.

Netto ladningen til proteinene vil pavirke bevegelsen i et elektrisk felt, derfor tilsettes
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sodium dodecyl sulfat (SDS) som denaturerer proteiner i prgvene og buffer. Dermed far
proteinene negativ ladning som er proporsjonal med proteinstgrrelse, og sikrer at
bevegelsen avhenger kun av molekylmasse. Bufferen i prgvene inneholder flere
komponenter som hjelper elektroforesen. Ditriothreitol reduserer disulfidbroer som holder
proteinet i tertizerstruktur og bromofenol som synliggjgr vandringene av proteinene.
Prgvebufferen inneholder ogsa glyserol som gir tyngde til prgvene for @ enklere applisere
prevene pa gel. | tillegg til pr@gvene appliseres en molekylvekt standard pa gelen for @ kunne
estimere molekylvekt for de detekterte bandene.

| gradient gel gker akrylamid konsentrasjonen nedover og gir seperasjonsomradet 15-260
kDA. @verst er det 4 % akrylamid som separerer de stgrste proteinene, mens 12 % akrylamid
separerer middels og mindre proteiner (LifeTechnologies 2015). Denne graderingen er nyttig
for kjgttprgver hvor proteinene har stor forskjell i molekylvektene. Ngytral pH gir bedre
protein stabilitet og resulterer i skarpere band opplgsning, samt minimaliserer
modifikasjoner i proteinene.

Nar alle prgvene er applisert, settes en spenning over gelen. Dermed vandrer de negativt
ladde protein-SDS kompleksene mot anoden. Proteinene vandrer i gelen etter stgrrelse og
de minste vandrer lengst. Etter at proteinene er separert kan de detekteres med Commasie-

farging eller identifisere enkeltproteiner ved immunofarging, for eksempel western blotting.

Utstyr:
- Vannbad justert til 50 °C

- NuPage geler (4-12 % eller 10 %)

- NuPage-MOPS SDS Runningbuffer
- dH20

- ECL PlexFluorescent Rainbow

- Elektroforese

- Gelkar

- Commasie farge buffer

- Vippe

- Avfargingsbuffer

- Skanner og tilhgrende programvare
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Utfgrelse:

Ved SDS-PAGE ble prgvene tint og varmebehandlet ved 50 °Ci 10 minutter. Gelene
ble skylt med dH,0 og elementene i gelkammeret montert.

Etter montering av gelkammeret ble 500 ml fortynnet runningbuffer tilsatt. Fortynnet
runningbuffer ble laget av 25 ml NuPAGE-MOPS SDS Runningbuffer og 475 ml dH;0.
ECL PlexFluorescent Rainbow ble brukt som molekylvekt standard, 2 ul av standarden
og 10 ul fortynnet prgve ble applisert i brgnnene.

Innstillingene for gel elektroforesen ble satt til 200 V, 125 mA og 25 W. Gelen skulle
kjgres i 1 time eller til prevene hadde nadd kobberelementet i karet, vandringen til
proteinene ble indikert i blatt av bromofenol.

For a detektere alle proteinbandene ble gelen farget med Commasie farge bufferi 1
time pa vippe innstilt pa 42 o/min. Commasie fargebuffer ble laget av 0,1 %
Commasie, 50 % metanol, 7 % acetat og dH-0.

Det overflgdige av farge ble skylt bort med dH,0 i gelkar, men ikke direkte pa gelen
for avfargingsbuffer ble tilsatt. Avfargingsbuffer ble laget av 20 % MeOH, 7 % HAc og
dH,0. Av fargning ble gjennomfgrt i 2 timer pa vippe innstilt pa 42 o/min.

Til slutt ble gelen godt skylt med dH,0, samtlige detekterte proteinband vises pa
farget SDS-PAGE gel.

Gelene ble oppbevart i dH,0 og kunne skannes.

4.7 Western blott
Western blotting brukes til 4 identifisere enkeltproteiner (Mahmood & Yang 2012).

Teknikken kalles ogsa immunoblotting fordi antistoff brukes til 8 detektere spesifikt antigen i

en blanding av proteiner (Thermofisher 2015). Metoden krever flere trinn; SDS-gel

elektroforese separerer proteinene, blotting av proteinbandene til membran og blokkering

av membranen. Videre tilsettes primaert og deretter sekundaert antistoff for membranen

framkalles og band kan detekteres.

Forst utfgres en SDS-gel kjgring for & separere proteinene i prgven. Ved blotting i et t@rt

system, plasseres membran-gel sandwichen mellom en gel matrix med ioner. Matriksen

inneholder ione-reservoar med anode og katode buffere inkorporert i gelen, i tillegg til

kobber elektrode som kreves for elektroforese. Nar strgm tilfgres systemet, beveges den
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hgye ionetettheten og proteinbandene pa gelen overfgres til nitrocellulose membranen.
Proteinene immobiliseres grunnet hydrofobiske interaksjoner med membranen, som har
hay affinitet for proteiner. Binding av proteiner er uspesifikk og membranen inkuberes med
blokkeringslgsning som binder setene pa membranen. Ubundet reagenser vaskes bort
gjentatte ganger med tris fosfat bufret saline (TPBS) og minimerer bakgrunnsstgyen. Nar
primaert antistoff tilsettes vil det festes spesifikt til proteinets bindingssete. Det primaere
antistoffet gjenkjenner et spesifikt protein eller epitope pa en gruppe proteiner, men pavises
ved hjelp av fluorescens i det sekundaere antistoffet. For a oppna signal ma det sekundaere
antistoffet veere arts spesifikt og gjenkjenne subklassen til det primeere antistoffet.
Fluorescens signalet blir detektert av laser tilhgrende en skanner. Intensiteten til det
detekterte signalet fra protein-antistoff-antistoff komplekset er proporsjonalt til
proteinmengden pa membranen. De detekterte proteinbandene kan kvantifiseres og

beregne signifikante forskjeller ved hjelp statistiske metoder.

Torrblotting ble utfgrt ifglge prosedyre fra produsent (Thermofisher 2009), men en kort

beskrivelse fremstilles her.

Utstyr dag 1:

- Gel kjgrt etter SDS-PAGE prosedyre, men farging utelates (seksjon 4.6)
- iBlot™ Gel Transfer Stacks Nitrocellulose Kit

- iBlot™

- dH20

- Blotting roller

- Blottingkar

- Blokkeringslgsning av ELC Prime™ Blocking agent

- Vippe

Utfgrelse dag 1:

e Proteinene har blitt separert ved gel elektroforese og konsentrasjonen av akrylamid i

gelen er avhengig av hvilke proteiner som skal detekteres.
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e Blottingen ble gjennomfgrt med kittet iBlot™ Gel Transfer Stacks Nitrocellulose, vist i
figur 11, kittet inneholder alle ngdvendige komponenter for a utfgre blotting pa
iBlot™ maskin. iBlot™ Anode Stack ble lagt nederst i maskinen.

e Gelen ble deretter plassert med en sammenhengende bevegelse pa membranen
tilhgrende iBlot™ Anode Stack, fordi proteiner kan begynne a feste seg til
membranen idet gelen treffer.

e EtiBlot™ filterpapir ble fuktet med dH,O for a beskytte interaksjoner med gelen.
Tilhgrende rulle ble brukt noen ganger over filterpapiret for a fjerne bobler.

e Deretter ble iBlot™ Catode Stack lagt over gelen med kobberelementene pekende
oppover for a sikre stregmtilfgrsel. Rullen ble brukt igjen ett par ganger over stabelen.
Far lokket lukkes igjen ble iBlot™ Disposable Sponge lagt i toppen for & absorbere
overflgdig vaeske.

e Det ble brukt program 2 (23 Volt) som pagikk i 6 minutter.

e Membranen ble lagt i 2 % blokkeringslgsning (ELC Prime™ Blocking agent) fortynnet i

TPBS (i utfgrelse dag 2), i 1 time pa vippe med 32 osc/min eller over natt i kjgleskap.

Copper Cathode
207+ 2,03 H, + 200

Top buffer gel

NuPAGE or
E-PAGE gel

Membrane

Bottom
buffer gel

+ 4+ + o+ ST

Figur 11: Oppsett av iBlot™ gel sandwich. Proteinene er negativt ladet og vandrer til
det positive ladet ione-reservoaret nederst i sandwichen. Membranen oppd tar
dermed imot proteinene separert etter stgrrelse ved hjelp av SDS-kjgring. Et fuktet
filterpapir legges over gelen for G beskytte gelen mot interaksjoner. For at strammen
skal gé gjennom systemet bestdr det gverste ione-reservoaret av negative ladninger.
Figur hentet fra Thermo Fisher, 2009.
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Utstyr dag 2:

Fosfat bufret saline (PBS)
Tween 20

Magnetrgrer

Blottet og blokkert gel fra dag 1
Vippe

Primaert antistoff

Sekundaert antistoff

Filterpapir

Skanner og tilhgrende programvare

Utfgrelse dag 2:

Vaskebuffere ble laget av en tablett PBS Igst i 1 liter dH,0 ved hjelp av magnetrgrer.
500 ml av denne Igsningen ble bruk som PBS, mens resterende 500 ml ble tilsatt 500
ul Tween 20 og utgjorde TPBS.
Membranen ble skylt og vasket i blottingkar liggende pa vippe (32 o/min) med TPBS
ved romtemperatur:
o Skylt x 2 og vasket i 2 x 5 minutter
o Inkubert med 15 ml primaert antistoff i 90 minutter. Primaert antistoff ble
fortynnet i TPBS, fortynninger er vist i tabell 14.
o Skylt x 2 og vasket i 2 x 5 minutter
o Inkubert med 15 ml sekundaert antistoff i 60 minutter. Sekundaert antistoff
ble fortynnet i TPBS, fortynninger er vist i tabell 14. Herifra ble membranen
beskyttet mot lys av aluminiumsfolie.
o Skylt x 3 og vasket i 4 x 5 minutter
Tilslutt ble membranen vasket x 3 med PBS, og tgrket pa filterpapir i minst 45
minutter.
Membranene ble avbildet av Ettan™ DIGE Imager eller GBox skanner. Programvaren
til de ulike skannerne er henholdsvis Ettan™ DIGE Imager 1.0 og GenSys V.1.5.6.
Filter i skanner ble valgt avhengig av det sekundaere antistoffet pa membranen.

Bildet lagres som TIF fil for at kvantifiseringsprogammet skal kunne apne denne.
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Tabell 14: Primeere og tilhgrende sekundaere antistoff. Ved western blott analyse tilsettes primeert antistoff som
gjenkjenner epitope pd et bestemt protein. For G pdvise signal kreves fluorescens fra et sekundeert antistoff som gjenkjenner
subklassen til det primzere antistoffet. Fortynningene som ble benyttet er inkludert for samtlige antistoff.

Primaert antistoff Fortynning Tilhgrende sekundaert antistoff Fortynning
Goat pAb to Biglycan 1:1000 Dylight 549 1:2500
JLT12-s (Troponin T)  1:2000 Cy™3 1:2500
MF20 1:1000 Cy™3 1:2500
Rb pAb to Collagen| 1:1500 Cy™5 1:2500
Shp pAb to Decorin ~ 1:1000 Alexa488 1:2500
T14 1:1000 Cy™3 1:2500

4.8 Kvantifisering av band
Synlige fragmenter pa western blott kan detekteres og kvantifiseres for a lete etter

signifikante endringer fra kontroll til prevene behandlet med enzymer. Kvantifisering foregar
i tre trinn: avbildet membran, seleksjon av synlige fragmenter og at programvaren
bestemmer optisk tetthet. Deteksjonssystemet genererer et to-dimensjonalt bilde. Antall
gnsket baner som skal analyseres blir angitt under «Lane Creation» (Healthcare 2011). Ved a
definere hele analyseomradet vil programvaren generere individuelle baner for analyse.
Korreksjon av bakgrunnsstgy i bildet gjennomfgres av rullende ball algoritme tilhgrende
programvaren. Den rullende ball algoritmen tolker hele bilde som en overflate, hvor optisk
tetthet (OD) er dybden av denne overflaten. Deretter blir en ball med bestemt radius rullet
over hvert punkt pa hele overflaten. Desto mindre ballen, jo dypere faller den inni
hulrommene skapt av intensitet (Gassmann et al. 2009). Hvis ballen har stgrre radius enn
hulrommene vil ikke disse bli fjernet og mer bakgrunnsstgy er i bildet. Deretter lages profil
for hver bane som viser piksel intensitet pa y-aksen og piksel posisjon pa x-aksen, de ulike
toppene representerer fragmentene fra blottet. | neste trinn blir selekterte fragmenter pa
blottet detektert og videre avgrenset med horisontale linjer over og under omradet, disse

blir omtalt som band.
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Figur 12: Baneprofil og detekterte band. Profil for hver bane viser de ulike toppene representerer fragmentene fra blottet,
piksel intensitet vises pd y-aksen og piksel posisjon vises pd x-aksen (A). Selekterte fragmenter er detektert og avgrenset
med horisontale linjer over og under omrddet (B) dermed kan programvaren kan bestemme signal intensiteten. Hentet fra
Healthcare, 2011

Innenfor de definerte kantene, bandarealet (mm?) beregner programvaren mengden som
piksel intensitet (INT) ved hjelp av densitometri, maling av optisk tetthet eller lysabsorpsjon.
Dermed tillegges en tredje dimensjon som beskriver det avgitte kjemiluminescent signalet
som en topp fra overflaten av blottet og ned i bildet. Signal intensiteten til et band blir malt
som volum definert som INTxmm?. Intensiteten til pikslene varierer mellom bilder. For 3
kunne sammenligne kvantifiserte band fra ulike bilder ma verdiene normaliseres ved
bandvolum delt pa total intensitet i analyseomradet.

Programvaren kan ogsa beregne molekylstgrrelse til bAndene. En molekylvektstandard har
kjente molekylstgrrelser og appliseres i en bane. Som funksjon av band posisjon kalkulerer

kalibreringskurven molekylstgrrelse for bandene i de pasatte prgvene.

Utstyr:

- Skannet SDS-PAGE farget gel (seksjon 4.6) eller fra western blott (seksjon 4.7)

- Kvantifiseringsprogram, ImageQuant TL 7.0
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Utfgrelse:

e Bildet av membranen (TIF fil) som skal analyseres ble dapnet i ImageQuant.

e Det ble valgt «Stepwise analysis» og analysen ble gjennomfgrt med parameteren
«Invert measurement». Antall gnsket baner som skulle analyseres ble angitt under
«Lane Creation», en for hver prgve applisert. Ved a definere hele analyseomradet vil
programvaren generere individuelle baner for videre analyse.

e Bakgrunnsstgy ble trukket fra automatisk med «rullende ball» metode etter standard
fabrikk-innstillinger i programvaren.

e En profil for hver bane ble generert og viser intensitet av fragmentene. Ved deteksjon
av band, matte areal avgrensingen bli utfgrt av en person da dette er basert pa
subjekt vurdering. Dermed beregnet programvaren signal intensiteten av bandet (INT
x mm?), definert til bandvolum.

e Flere geler hadde samme antistoff, men piksel intensiteten varierte for hvert blott.
Prgver fra ulike blott matte normaliseres fgr sammenligning. Ett nytt bilde av samme
blott ble generert, deretter detektert ett band avgrenset i hele det selekterte
analyseomradet for 8 bestemme total intensiteten i bildet. Ved a dele bandvolumet
fra ett individuelt band pa total intensiteten i bildet blir relativ verdi for dette bandet
beregnet.

e For a sjekke signifikante endringer mellom behandlingene ble statistikk analysene

ANOVA og Tukey test benyttet.

4.9 In vitro fordgyelse
En forenklet in vitro modell utarbeidet av Minekus et.al (2014) simulerer fordgyelse i munn,

magesekken og gverste del av tynntarmen med enzymer og elektrolyttlgsninger basert pa in
vivo data og etterligner fordgyelsen av ravarer hos mennesket. Inntak av mat starter i
munnhulen. Maten blgtes opp av spyttet og tygges for 8 danne en sammenhengende masse,
kalt bolus som kan svelges. Stgrrelsen pa en munnfull er individuelt, men modellen bruker
ett gram kvernet mat for a representere ravaren og kunne utfgre forsgket i laboratorieskala.
Mengden mat til fordgyelsesveesker, som lages av elektrolytter blir anbefalt til 50:50.
Elektrolyttlgsningen til den orale fasen skal etterligne spytt og bestar av natrium, kalium,

kalsium, magnesium, fosfat og bikarbonat som Igses opp i dH,0. Munnen har ngytral pH og
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derfor justeres elektrolyttlgsningen til pH 7. In vivo er tyggetiden kort, men for @ kunne
reprodusere modellen blir simuleringen anbefalt a vare i 2 minutter ved 37 °C, tilsvarende
kroppstemperatur.

Fra spisergret kommer bolus ned i magesekken, som bryter ned innholdet mekanisk og
kjemisk. Innholdet fra spisergret har ngytral pH og magesekken har pH rundt 2 mellom
maltider. Ved inntak av maltid stiger pH i magesekken til rundt 5 grunnet buffer kapasiteten i
maten. Funksjonene til magesekken fungerer best ved lav pH, og sekresjon av HCl senker pH
til 2. Dermed er betingelsene for pepsin optimale, enzymet bryter ned proteiner til
oligopeptider. | in vitro modellen ble derfor elektrolyttlgsningene og vaesken etter den orale
fasen justert til pH 3 ved hjelp av 1 M HCI. Mekanisk nedbryting utfgres av peristaltiske

balger in vivo og etterlignes av risteinkubator i modellen.

| den intestinale fasen blir det sure mageinnholdet ngytralisert av bikarbonat. Duodenum
har pH rundt 6,5, men nivaet avhenger av maltidet og gastrisk temmehastighet. | den distale
ileum gker pH til 7,5 og derfor anbefales pH 7 i elektrolyttlgsningen for intestinale fasen.
Elektrolyttlgsningen og vaesken etter den gastriske fasen justeres til pH 7 ved hjelp av NaOH.
| tynntarmen brytes oligopeptider ned til mindre peptider og frie aminosyrer av pankreatin
fra bukspyttet. Modellen benytter pankreatin fra gris som har alle de ngdvendige enzymene,
men enzymmengden er basert pa aktiviteten til trypsin (100 U mlt). Enzymene bryter ned
spesifikke peptidbindinger for a danne tri- og dipeptider samt frie aminosyrer som kan tas
opp gjennom epitelet i tarmveggen. Det fordgyde materialet finnes i veeskefasen, og

sentrifugering separerer kun det ulgselige materialet fra det som er Igst opp.

Utstyr dag 1:

Kjemikaler til elektrolyttlgsninger for oral, gastrisk og intestinal fase
o KCl, KH2PO4, NaHCO3, MgCla(H20)s, (NH4)2COs og NaCl

- Andre kjemikaler: CaCl(H20)2, NaOH, HCl og dH,0

- Liten kjgkkenmaskin

- Vekt (malerimg)

- 50mLregr
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Utfgrelse dag 1:

e Elektrolyttlgsningene ble laget (tabell 15) og kan oppbevares ved 4 °C inntil 4 uker. |
tillegg ble det laget CaCly(H20); l@sning med 44.1 g/l fortynnet i dH,0 som kan

oppbevares ved romtemperatur inntil 4 uker.

Tabell 15: Simulerte elektrolyttigsninger for munn, mage og tynntarm fasene for in vitro fordgyelse. Tabellen viser
kjemikaler, stokk Igsning og uttak i milliliter for de ulike elektrolyttlgsningene. Stokklgsningene kan fryses ned ved -20 °C og
ferdige elektrolyttlgsninger kan oppbevares ved 4 °C inntil 4 uker.

Vaesker Kjemikaler Konsentrasjon til Uttak fra

stokklgsning (g/1) stokklgsning(ml)

Simulert spytt fluid (SSF) KCl 37,3 15,1
Fylles med vann til 500 mi, KH2PO4 68 3,7
juster pH til 7 med 1M HCI NaHCO3 84 6,8

MgCl>(H20)s 30,5 0,5

(NH4)2COs3 48 0,06

Simulert gastrisk fluid (SGF) KCl 37,3 6,9
Fylles med vann til 500 mi, KH2PO4 68 0,9
juster pH til 3 med 1M NaOH NaHCO3 84 12,5
NaCl 117 11,8

MgCla(H20)6 30,5 0,4

(NH4)2CO3 48 0,5

Simulert intestinal fluid (SIF) NaHCOs 84 42,5

Fylles med vann til 500 mi,
juster pH til 7 med 1 M HCI

e Ngdvendig mengder av elektrolyttligsninger til hver fase og tilhgrende mengde enzym

ble beregnet fgr, vist i tabell 16.
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Tabell 16: Oversikt fordgyelsesvaesker til in vitro fordgyelse. Fordgyelsesvaeskene skal inneholde de ulike komponentene
tabellen viser. Dette inkluderer elektrolyttigsninger med riktig pH for hver fase. Kalsiumlgsning for den orale og gastriske
fasen og enzymer i den gastriske og duodenale fasen.

Vaesker Vekt/volum Innhold
Ravare 1 gram
Simulert spytt fluid 1ml Elektrolyttlgsning pH 7
(SSF) CaCly(H20)2, 44,1 g/1 (5 pl/ml SSF, 1,5 mM)
Simulert gastrisk fluid 2ml Elektrolyttlgsning pH 3
(SGF) CaCly(H20),, 44,1 g/1 (0,5 pl/ml SGF, 0,15
mM)

Pepsin (4000 U/ml SGF)

Simulert intestinal fluid 4 ml Elektrolyttlgsning pH 7
(SIF) Pankreatin 2,5 mg/ml SIF
Totalt volum 8 ml

o Kjpttet ble kvernet til jevn masse som ligner tygget mat ved hjelp av kjgkkenmaskin.
o Kjgttprever fra hver behandling (kontroll, aktinidin og Exocut-RM) ble veid ut 10 x 2
paralleller til uttak etter gastrisk fase og duodenale fase.

e Det ble veid ut 1 gram prgve i hvert rgr og blank prgve bestdende av 1 ml dH,0.

Utstyr dag 2:

Kjpttbiter veid ut i 50 mL rgr

- Elektrolyttlgsninger til orale, gastriske og intestinale fasen
- Kjemikaler; CaCl2(H20)2, NaOH, HCl og dH20

- Enzymer; Pepsin og Pankreatin

- Vannbad justert til 37 °C

- Vannbad justert til 95 °C

- Risteinkubator med temperaturinnstilling

- Stor Sentrifuge
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Utfgrelse dag 2:

Elektrolyttlgsninger tilsvarende spytt (SSF), gastrisk (SGF) og intestinal (SIF) fase ble
varmet i vannbad ved 37 °C, og ble vaerende i vannbadet til de skulles brukes.

Til hver prgve ble det tilsatt 1 ml simulert spytt fluid Igsning (SSF) med pH 7 og 5 pl
CaCly(H20) per ml SSF. Prgvene ble inkubert i vannbad ved 37 °Ci 2 minutter.

| ventetiden ble pepsin veid ut. Pepsin bryter ned sine egne enzymer i temperaturer
over -20 °C og ble tint pa is rett fgr bruk.

Deretter startet den gastriske fasen:

o Til hver prgve ble det tilsatt 2 ml SGF, 0,5 ul CaCly(H20) per ml SGF og 8,7 mg

pepsin per ml SGF.

Prgvene ble ristet for hand og justert til pH 3 med 1 M HCI. De tre fgrste
prgvene ble justert manuelt og resten ble tilsatt dette volumet i de
resterende prgvene.

For a etterligne peristaltiske bevegelser i gastrisk fase stod prgvene 2 timer i
risteinkubator ved 215 RPM og 37 °C.

Etter risting ble 10 paralleller fra hver behandling kokt ved 95 °C i 15 minutter
for & stoppe enzymaktiviteten og sentrifugert ved 4000 G i 10 minutter. Disse

prevene representerte fordgyelse etter gastrisk fase.

Til slutt, den intestinale fasen som representerer den fgrste delen av tynntarmen:

o 10 paralleller av hver behandling gjenstod til den duodenale fasen. Til hver

preve det det tilsatt 4 ml SIF og 2,5 mg pankreatin (P1750) per ml SIF.
Prgvene ble ristet for hand og pH justert til 7 med 1 M NaOH. De fgrste tre
prgvene ble pH justert manuelt, deretter tilsatt dette volumet i de resterende
prgvene.

For a etterligne peristaltiske bevegelser i tynntarmen stod prgvene 80

minutter i risteinkubator ved 215 RPM og 37 °C.

Etter risting ble prgvene kokt ved 95 °Ci 15 minutter for a stoppe enzymaktiviteten.
Tilslutt ble prgvene sentrifugert ved 4000 G i 10 minutter for a skille fordgyd
materiale fra det ufordgyde. Disse prgvene representerte nedbrytningen etter den

duodenale fasen.
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4.10 Stegrrelseseksklusjonskromatografi
Stgrrelseseksklusjonskromatografi er en type veeske kromatografi. Metoden brukes til a

separere polymer basert pa stgrrelse i en vandig lgsning (AgilentTechnologies 2015).
Systemet bestar av en pumpe, mobilfasereservoar, injektor, kolonne, detektor og
programvare til a vise resultatene.

Prgven pumpes til injektor, som introduserer polymer Igsningen til mobilfasen. Buffer
tilsettes i mobilfasen for @ unnga sekundare interaksjoner i porene. Lgsningen har polymere
med ulik st@rrelse og vil komme ut av porenettverket ved forskjellige tidspunkt. Kolonnen
har et porenettverk av sfeeriske mikroporgse porer av silika som utgjgr den stasjonaere fasen
(Agilent Technologies 2015). Opplgsning blir bedre ved lengre kolonner enn kortere, fordi
materialet bruker lengre tid gjennom porenettverket. Porenettverket bestar av ulike
porestgrrelser og elueringstiden avhenger av hvordan molekylene vandrer (Phenomenex
2018). Molekyler som er st@grre enn den st@rste poren tvinges utenfor nettverket og elueres
ut fgrst, mens de mindre kan entre porene og separeres etter minkende stgrrelse. Metoden
er basert pa den hydrodynamiske radiusen til polymer i Igsning, dermed vil sylinderformet
polymer komme ut tidligere enn kompakte proteiner med samme molekylvekt. Formen til
proteinene avhenger av miljget de utsettes for, og varierer med ionisk styrke og pH.

Kromatogrammet kan kalibreres mot standarder for & bestemme molekylvekten til prgvene.

Utstyr:

Fordgyde kjgttprgver fra in vitro fordgyelse

- Instrument: Agilent 1200 serie (Santa Clara, CA, USA).

- Kolonne: BioSep-SEC-s2000 kolonne (Phenomenex, 300 x 7,8 mm)

- Kjemikaler: acetonitril, MilliQ vann, 0,05 % triflouroacetat, NaH2PO4 (0,10 M)

- Standarder: bovine serum albumin, albumin fra eggehvite, carbonic anhydrase fra
storfe erytrocytter, lysozyme, cytochrome c fra storfe hjerte, aprotinin fra storfe
lunge, insulin chain B oksidert fra storfe pankreas, renin substrat tetradecapeptid
gris, angiotensin Il human, bradykinin fragment 1-7, [D-Ala2]-leucin encephalin, Val-
Tyr-Val og tryptofan

- Analyseprogram: Openlab CDS Rev 01.07 (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA,

USA).
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Utfgrelse:

Fordgyde kjgttprgver fra in vitro fordgyelse ble filtrert for a separere ut uopplgste
partikler og peptider stgrre enn porene i kolonnen brukt i veeske kromatografi
analysen. Fgr injeksjon ble prgvene filtrert giennom Millex® Syringe filter for @ unnga
gdeleggelse av kolonnen. Prgvematerialet bestar na av vannlgselig fase etter in vitro
fordgyelse.

Standarder ble fortynnet i MilliQ vann til konsentrasjonen 2 mg/ml.

Analysen ble utfgrt av instrumentet Agilent 1200 serie (Santa Clara, CA, USA).
Injeksjonsvolumet av hver prgve og standarder var 10 ul og separering ble utfgrt ved
25 °C ved bruk av BioSep-SEC-s2000 kolonne (Phenomenex, 300 x 7,8 mm). Denne
kolonnen passer for prgver med sma proteiner fordi kulene er 5 um og
porestgrrelsen er 145 A. Proteiner og peptider med stgrrelse 0,2 — 75 kDa ble
detektert.

Mobilfasen bestod av acetonitril og ultra renset vann i 30:70 v/v, og inneholdt ogsa
0,05 % triflouroacetat (TFA). Sammensetningen av mobilfase ble holdt konstant
under hele elueringsperioden med hastighet pa 0,9 mL min? i 17 minutter.
Mobilfasen ble erstattet med vaskebuffer, NaH2PO4 (0,10 M) etter 17 minutter og
fortsatte til 20 minutter.

Mellom 20 og 20,1 minutter ble betingelser for eluering gjenopprettet og kolonnen
ble satt i likevekt til 25 minutter passert.

Spektrofotometrisk detektor ved 214 nm framstilte kromatogrammer som ble
analysert ved hjelp av Openlab CDS Rev 01.07 (Agilent Technologies, Inc., Santa
Clara, CA, USA).

Kromatogrammene ble kalibrert ved hjelp av lgsninger med kjente molekylvekter og
gav standardkurve. Ut i fra kromatogrammet ble prgver med tilfredsstillende signal
valgt ut og analysert for bioaktivitet.

Statistikk analysen ANOVA ble gjennomfgrt for a lete etter signifikante forskjeller

mellom behandlingene.
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4.11 Bioaktive assay
Det er mulig a teste om ulike komponenter har en biologisk effekt etter fordgyelse, det vil si

om de pavirker cellulaere, fysiologiske eller metabolske prosesser i kroppen. In vitro assay er
utviklet for en enkel screening av materialet. Her males effekten ved kjemiske eller
enzymatiske malinger. Ved videre bekreftelse av bioaktivitet vil uttesting ved in vitro
cellemodeller, musemodeller og videre kliniske intervensjonsstudier vaere ngdvendig. Ulike
bioaktive assays har blitt utviklet for a teste biologisk aktivitet, for eksempel regulering av

blodsukker.

4.10.1 a-glukosidase
Metoden er utviklet av Watanabe et al. (1997), men en optimalisert versjon av Schmidt et.al

(2012) danner grunnlaget for betingelsene i dette forsgket. | metoden males
enzymaktiviteten til a-glukosidase og skal undersgke om ravarer kan gi reduksjon i
blodsukker nivaet ved 3 hemme dette enzymet. Etter inntatt maltid bidrar a -glukosidase i
spalting av komplekse sukkerarter i tarmen og gir dermed raskt gkning i blodsukker nivaet.
Det skal undersgkes om kjgtt behandlet med vanlig marinade, aktinidin og Exocut-RM
inneholder inhibitorer for a—glukosidase. Inneholder de inhibitorer kan det gi gunstige
effekter pa blodsukkeret til diabetikere. Filtrerte kjgttprgvene fra in vitro fordgyelse forsgket

tilsettes enzymet a-glukosidase for 8 sammenligne enzymaktivitet med kontrollprgvene.

Inhibitoren til a-glukosidase er akarbose og gir lokal blodsukkersenkende effekt i tarmen.
Akarbose forsinker opptaket av karbohydrater fra tarmen etter maltid, dermed unngas
forhgyet blodsukker etter maltid. Diabetikere har fatt utjevnet glukose nivaet etter maltid
ved bruk av inhibitoren akarbose (Schmidt et al. 2012). | dette forsgket brukes akarbose som
positiv kontroll for inhibering fordi hensikten er @ undersgke mulige inhibitorer for

blodsukkeret i den vannlgselige fasen etter in vitro fordgyelse.

a-glukosidase
(enzym)
4-Nitrofenyl a-D-glukopyranoside (pNPG) =—— a-D-glukose + p-Nitrofenol (pNP)

(substrat) (produkt)

Figur 13: Kjemisk reaksjon i a-glukosidase assay. Substratet p-Nitrofenyl a-D-glukopyranoside reagerer med enzymet a-
glukosidase og gir a-D-glukose og p-nitrofenol. Produktet til reaksjonen er p-Nitrofenol og mengden av denne mdles ved 405
nm. Absorbans nivdet reflekterer enzymaktiviteten i prgvene.
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Enzymaktiviteten til produktet av reaksjonen mellom enzymet a-glukosidase og tilhgrende
substrat males ved hjelp av absorbans ved 405 nm, reaksjonen er vist i figur 13. Produktet er
p-nitrofenol som er fargelgst ved pH under 5,4, men blir gul ved pH over 7,5. Bufferen i

forspket ma ha pH ved 7,5 for fargeutslag i reaksjonen.

Utstyr:

- Prgver i vannlgselig fase etter in vitro fordgyelse (seksjon 4.10)
- Mikroplate med 96 brgnner

- Elektronisk pipette

- Kjemikaler: NaH;P0O4-H,0, Na;H,0, NaN3s, NaOH, dH,0

- Substrat: 4-nitrofenyl-a-D- glykopyranoside

- Enzym: a-glukosidase

- Positiv kontroll: akarbose

- Plateleser (405 nm)
Utfgrelse:

e Prgvene ble tint og regnet ut ngdvendig mengde til forsgket.
e Fglgende Igsninger ble laget:
o Buffer Igsningen ble laget av 2,34 g NaH;P04-H;0, 4,70 g NayH;0 0g 0,10 g
NaNs Igst i 500 ml dH,0. pH ble justert til 7,5 med 1M NaOH.
o Enzym Igsning bestod av 0,95 mg a-glukosidase enzym fra tgrrstoff (2,0 U/ml)
Igst i 10 ml buffer. Enzymet er a—glukosidase isolert fra Saccharomyces
cerevisiaewas.
o Substrat Igsning ble laget av 60,2 mg 4-nitrofenyl-a-D- glykopyranoside (10
mM) Igst i 20 ml buffer.
o Positiv kontroll bestod av inhibitor lgsning, og ble laget av 0,013 g (20 mM)
akarbose Igst i 1 ml buffer.
e Ufortynnet prgve og 1:10 fortynning ble benyttet for hver prgve. Grunnet begrenset
mengde materiale ble kun to konsentrasjoner benyttet. Prgvene ble analysert i
triplikater.

e Det ble brukt mikroplate med 96 brgnner til forsgket. Kontroller og prgver ble tilsatt:
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o Positiv kontroll bestod av 95 ul bufferlgsning og 5 ul inhibitor Igsning, og det
ble blandet i brgnnen.

o Negativ kontroll bestod av 100 ul buffer Igsning.

o Av hver prgve ble 100 pl pipettert i brgnnene.

e Det ble regnet ut ngdvendig mengde enzym- og bufferlgsning som skulle tilsettes i
alle brgnnene og ble blandet sammen. | hver brgnn ble det tilsatt 5 pl enzymlgsning
og 75 ul buffer Igsning.

e Deretter ble platen ristet av mikroplate leser i 10 sekunder fgr platen ble inkubert
ved 28 °Ci 10 minutter.

e Det ble tilsatt 20 ul substrat Igsning og platen ble igjen ristet i 10 sekunder i
mikroplate leser.

e Absorbans ble avlest ved 405 nm hvert 30 sekund i 35 minutter.

e Det ble regnet ut prosentvis inhibering av alle prgvene. Signifikante forskjeller ble

undersgkt mellom behandlingene ved hjelp av ANOVA og Tukey test.

4. 12 Statistikk
Statistiske analyser for a finne signifikante endringer mellom enzym- og kontrollprgver ble

utfgrt ved ANOVA og Tukey test i Minitab® versjon 18. | forsgksoppsettet ble det antatt

samme varians for prgvene.

4.12.1 Variansanalyse (ANOVA)
Variansanalyse undersgker relasjonen mellom kvantitative responsvariabler og kategoriske

forklaringsvariabler, med flere enn to grupper i forsgksoppsettet. Prgvene ma vaere
uavhengige, responsvariablene ma veere normfordelte og ha samme varians, fordi metoden
baseres pa delvarians. Gjennomsnittet av variansene blir sammenlignet mellom og innad i
gruppene, deretter utrykker Fischer F-test resultatet som p-verdi ved hjelp av en statistisk
programvare. Normalt velges signifikantnivaet til 0,05 og en p-verdi under 0,05 angir
signifikante forskjeller mellom gruppene, men sier ikke noe om hvilke grupper som er
signifikant forskjellige. Ved signifikant forskjell blir nullhypotesen om at populasjonene er

like forkastet.
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4.12.2 Tukey test
Variansanalyse sammenligner gjennomsnittet i flere populasjoner og forklarer om

resultatene generelt har signifikante forskjeller. Ved signifikante p-verdier beskriver Tukey’s
HSD (honest significant difference) videre hvilke grupper som signifikant skiller seg fra
hverandre basert pa Q-fordeling. Modellen forutsetter homogene varians verdier og

uavhengige observasjoner innenfor og blant gruppene.

Utfgrelse:

Statistiske analyser for a finne signifikante forskjeller mellom enzym- og kontrollprgver ble
utfgrt med Minitab® versjon 18. Variansanalyse (ANOVA) viste om det fantes signifikante
forskjeller mellom noen av gruppe. Ved signifikante forskjeller ble Tukey test utfgrt for a
nyansere resultatet. Testen viser spesifikke grupper som har signifikante forskjeller.
Stolpediagram med standardavvik og gruppering laget i Excel ble brukt til & fremstille

resultatene fra Tukey test.
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5. Resultater

5.1 Warner Bratzler
Mgrhet i Semitendinosus muskel med aktinidin eller Exocut-RM i tillegg til kontroll ble malt

ved Warner Bratzler (WB). Den maksimale skjeerekraften ved WB indikerer mgrhet i kjgtt.

En representativ deformasjonskurve er vist i figur 14, denne gir informasjon om bidraget til
merhet fra myofibrillproteiner og bindevevet i kjgttet. Det V-formet knivbladet mgter kjpttet
etter omtrent 8 mm, og den fgrste toppen representerer skjaeremotstanden som kreves
gjennom myofibrillproteinene. Den maksimale skjeerekraften males 20 mm ned i kjgttet og

representerer bidraget fra bindevevet til mgrhet.
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Figur 14: Deformasjonskurve for Warner Bratzler skjaerekraft. En representativ Warner Bratzler deformasjonskurve vist
med samtlige 10 paralleller for en muskelprgve etter varmebehandling. Syv dager fgr Warner Bratzler mdling ble bitene
injisert med marinade og dagen fgr kokt ved 70 °C i 70 minutter. | kurven vises skjaerekraften etter kniv vandring i millimeter
pa x-aksen og den maksimale skjaeremotstanden pd y-aksen indikerer kjgttets mgrhet. Bidrag fra myofibrillproteinene til
mgrhet blir vist i den fgrste toppen (oransje pil), mens maksimale skjserekraften kommer fra bindevevet (bla pil).

Gjennomsnittlig maksimal skjeerekraft oppnadd for Semitendinosus muskel fra 10 unge okser
malt i 10 paralleller, hvor hver muskel ble injisert med tre ulike behandlinger er vist i figur
15. Ved visuell inspeksjon har kontroll marinaden generelt de hgyeste skjaerekraft

malingene, mens aktinidin har jevnt over de laveste skjaerekraft malingene.

Kon Akt T21

Figur 15: Maksimal skjzerekraft pavirkes av ulike enzym-behandlinger. Lértunge fra 10 ulike unge okser ble injisert med
enzymlgsninger og varmebehandlet far mdling av Warner Bratzler skjzerekraft. Gjennomsnittlig maksimal skjaerekraft for
hver av musklene malt i 10 paralleller med ulik behandling og + standardavviket for hver av parallellene er indikert.

Kon: Vanlig marinade, Akt: Aktinidin marinade og T21: Exocut-RM marinade.
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Ved ANOVA viste gjennomsnittlige verdier for Warner Bratzler skjeerekraft signifikante
forskjeller mellom de tre behandlingene (Figur 16). Kjgtt injisert med aktinidin hadde den
laveste gjennomsnittlige skjaerekraften (23,6 N/cm?) og er signifikant lavere (p<0,001) enn

kjgtt injisert med vanlig marinade (35,1 N/cm?) og Exocut-RM (32,4 N/cm?).
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Figur 16: Ulike enzym-behandlinger pavirker mgrhet. Maksimal skjaerekraft fra Warner Bratzler mgrhetsmdling blir
pavirket av enzymlgsninger vist med gjennomsnittsmalinger for hver behandling + standardavvik. For hver behandling ble
Idrtunge fra ti storfe individer analysert (n=10). Signifikante forskjeller av giennomsnittet for hver behandling er indikert med
bokstaver, hvor ulike bokstaver angir signifikante forskjeller (p<0,05). Kon: vanlig marinade, Akt: aktinidin i marinade og
T21: Exocut-RM i marinade.

Etter maling av mgrhet ble kjgttet kvernet i kjgkkenmaskin. Kjgttmassene med ulike
behandlinger viste varierende konsistenser, tekstur og farge. Aktinidin og kontroll behandlet
kjett og hadde en fast konsistens og hadde appetittlig rédfarge, mens kjpttet behandlet med

Exocut-RM viste mer grgtete konsistens og gralig farge.

5.2 Analyse av proteiner fra muskelprgver
For a undersgke om protein ekstraksjon var vellykket ble profilen til de vannlgselige

proteinene fra kjgttprgver med forskjellig marinadebehandling analysert. Proteinene er
ekstrahert fra muskelprgver og har blitt separert etter molekylvekt med 4-12 % gradient gel
som har seperasjonsomrade fra 15-260 kDa (Thermofisher u.a.-a). En representativ 1D-SDS-
PAGE gel farget med Commasie er vist i figur 17, ekstraherte muskelprgver fra alle
behandlingene. Alle proteinene kommer tydelig fram og 1D-SDS-gelen viser sammensatt

protein profil, men ingen tydelige forskjeller mellom behandlingene.
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Figur 17: 1D-SDS-PAGE. Ett representativt 1D-SDS-PAGE av proteiner ekstrahert fra muskelprgver behandlet med ulike

enzymer. Farging med Commasie av SDS-PAGE viser en grov fordeling av alle proteinene i prgvene etter molekylvekt.
Kon: Vanlig marinade, Akt: Aktinidin marinade og T21: Exocut-RM marinade

5.3 Western blott
For a kartlegge nedbrytingsmgnsteret til Semitendinosus muskel behandlet med vanlig

marinade, aktinidin marinade og Exocut-RM marinade ble spesifikke proteiner detektert ved
hjelp av western blott. Det ble benyttet ulike antistoffer rettet mot proteiner i myofibrill og
bindevevet. Full lengde proteinet ble kvantifisert og nedbrytningsfragmenter ble valgt ut
basert pa tydelig band gjennomgaende for behandlingene. | tillegg ble fragmenter
kvantifisert basert pa subjektiv vurdering av sannsynlige signifikante forskjeller mellom

behandlingene.

5.3.1 Myofibrillproteiner
Proteinene i myofibrill gjgr muskelcellene i stand til & kontrahere og muskelen kan dermed

beveges. | muskelkontraksjonen er myosin, aktin, troponin og organisatoriske proteiner
involvert. | denne masteroppgaven har myosin tung kjede (MHC), myosin lett kjede (MLC) og

troponin T (TrpT) blitt studert ved western blott.

Myosin bestar av to subenheter, myosin tung og lett kjiede. Myosin tung kjede er det stgrste
proteinet i myofibrillen og full lengde protein er angitt ved 218 kDa (Figur 18) (R&D-Systems
2018). Ingen signikante forskjeller ble pavist mellom de tre behandlingene i full lengde
proteinet. | kjgttet injisert med Exocut-RM marinaden viser ett representativt western blott
at MHC er tydelig brutt ned (Figur 18). Ett nedbrytningsfragment ved 90 kDa ble kvantifisert

etter vurdering om trolig signifikante forskjeller mellom behandlingene.
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Nedbrytningsfragmentet ble funnet a vaere signifikante stgrre (p<0,05) for kjgttet injisert

med Exocut-RM marinade enn kjgtt injisert med kontroll marinade.
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Figur 18: Myosin tung kjede analysert med western blott. Ett representativt western blott av myosin tung kjede viser 218-
kDa og 90-kDa fragment (A). | analysen er det benyttet primeert antistoff MF20 (1:1000) og fluorescerende sekundaert
antistoff Cy3 (1:2500). For hver behandling ble Idrtunge fra ti storfe individer analysert (n=10). Signifikante forskjeller ble
funnet for 90-kDa og kvantifiseringsverdier er framstilt i figur B). Feilsgylene i figur B) indikerer gjennomsnittets
standardavvik. Signifikante forskjeller i relativt bandvolum analysert ved ANOVA av gjennomsnittet mellom behandlingene
er indikert med bokstaver, hvor ulike bokstaver indikerer signifikante forskjeller (P<0,05). Kon: vanlig marinade, Akt:
Aktinidin i marinade og T21: Exocut-RM i marinade.

Myosin lett kjede (MLC) bestar av komponenter essensielle for funksjonalitet til myosin
enzymene. Figur 19 viser western blott av MLC, men kun full lengde proteinet ble detektert
og er estimert til 26 kDa (CellSignaling 2010a). Ingen signifikante forskjeller ble funnet

mellom de tre behandlingene.
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Figur 19: Myosin lett kjede analysert ved western blott. Ett representativt western blott av myosin lett kjede viser 26 -kDa
fragment. | analysen er det benyttet primaert antistoff T14 (1:1000) og fluorescerende sekundeert antistoff Cy3 (1:2500). For
hver behandling ble Idrtunge fra ti storfe individer analysert (n=10). Ingen signifikante forskjeller i relativt bandvolum ved
ANOVA ble funnet mellom de tre behandlingene. Kon: Vanlig marinade, Akt: aktinidin i marinade og T21: Exocut-RM i
marinade.
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Myofibrill har ogsa regulerende proteiner, ett av disse er Troponin T. Proteinet er bundet
regelmessig til aktin og bidrar med a regulere interaksjonene til myosin og aktin filamentet
under kontraksjon. Et representativt western blott av TrpT vist i figur 20, er full lengde
proteinet angitt ved 40 kDa (CellSignaling 2010b) og nedbrytningsfragmenter ved 33 kDa, 30
kDa og 25 kDa. Hverken full lengde proteinet eller isoform av troponin T detektert ved 33-
kDa viste signifikante forskjeller mellom behandlingene. Fragmentet ved 30 kDa er
nedbrytningsprodukt og en vanlig markgr for kjgtt mgrhet (Anderson et al. 2012). | denne
masteroppgaven viste fragmentet signifikante forskjeller (P<0,05) for kjgtt behandlet med
Exocut-RM enzymet fra kontroll kjgttet. Et annet nedbrytningsfragment fra Troponin T med
stgrrelse 25 kDa er signifikant forskjellig (P<0,05) for kjgtt behandlet med Exocut-RM, denne

forskjellen kan ses visuelt pa blottet (figur 20).
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Figur 20: Troponin T analysert ved western blott. Ett representativt western blott av Troponin T viser 40-kDa, 33-kDa, 30-
kDa og 25-kDa fragment (A). | analysen ble det benyttet primeaert antistoff JLT12 (1:2000) og fluorescerende sekundaert
antistoff Cy3 (1:2500). For hver behandling ble Idrtunge fra ti storfe individer analysert (n=10). Signifikante forskjeller
mellom behandlingene ble funnet for 30-kDa og 25-kDa fragmentet og kvantifiseringsverdiene er framstilt i figur B).
Feilsgylene i figur B) indikerer gijennomsnittets standardavvik. Signifikante forskjeller i relativt bandvolum ved ANOVA av
gjennomsnittet mellom behandlingene er indikert med bokstaver, hvor ulike bokstaver indikerer signifikante forskjeller
(P<0,05). Kon:vanlig marinade, Akt: aktinidin i marinade og T21: Exocut-RM i marinade.

5.3.2 Bindevevsproteiner
Den ekstracellulaere matriksen er et sammensett nettverk av bindevevsproteinet kollagen og

omkringliggende proteoglykaner (Nishimura 2015). | denne masteroppgaven har kollagen

type |, dekorin og biglykan blitt studert ved western blott.

Kollagen er hovedproteinet i bindevevet og definerer bakgrunnsseighet til kjgttet. Ved
oppvarming omdannes strukturen til geleaktig konsistens, som kan minskes hvis kollagenet

er nedbrutt. Western blott analysen gav mange nedbrytningsprodukter som ble antatt a ha
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signifikante forskjeller, men ingen av de utvalgte fragmentene viste signifikante forskjeller

fra kontrollen (Figur 21).

A) Kon Akt T21 B) 0,07
¥ | ?’ )
N — -74kDa 0,06
£
3 0,05
+— =52 kDa g
= B 004 ®Kon
+— =45kDa B 00 - Akt
£
2 on iiﬁ mT21
L]
[«
0,01
«— =24 kDa 0

74 kDa 52kDa 45 kDa 24 kDa

Figur 21: Kollagen type | analysert ved western blott. Ett representativt western blott for kollagen type | viser 24-kDa, 45-
kDa, 52-kDa og 74-kDa fragment (A). | analysen ble det benyttet primeert antistoff Kollagen type | (1:1500) og
fluorescerende sekundaert antistoff Cy5 (1:2500). For hver behandling ble Idrtunge fra ti storfe individer analysert (n=10).
Ingen signifikante forskjeller i relativt bandvolum ved ANOVA ble funnet mellom behandlingene (B). Kon: vanlig marinade,
Akt: aktinidin marinade og T21: Exocut-RM marinade.

Det omfattende nettverket til intramuskulzert bindevev er omringet av proteoglykaner,

deriblant biglykan og dekorin.

Biglykan er i familien SLRP som bidrar i organisering av kollagen nettverket. Biglykan er
modifisert med to rettkjedede GAG i tillegg til vanlig N-glykosylering. Full lengde proteinet
uten karbohydratkjeder er angitt til 45-52 kDa (Rafii et al. 2006) Modifisering med GAG og N-
glykaner gker stgrrelsen til biglykan, og det ble detektert henholdsvis 90 kDa og 105 kDa. Ett
tidligere studie har detektert biglykan med GAG’er rundt 60 kDa-100 kDa (Rafii et al. 2006).
Det ble funnet signifikant hgyere mengde av 90 kDa i kjpttet behandlet med Exocut-RM.
Forskjellen kommer ogsa tydelig fram i western blottet som er framstilt i figur 22. Hele

fragmenteringsmgnsteret viser igjen mest nedbrytning i kjgttet behandlet med Exocut-RM.
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Figur 22: Biglykan analysert ved western blott. Ett representativt western blott av Biglykan viser 105-kDa, 90-kDa og 45-
kDa fragment (A). | analysen ble det benyttet primeert antistoff Biglykan (1:1000) og fluorescerende sekundaert antistoff
DyLight549 (1:2500). For hver behandling ble Idrtunge fra ti storfe individer analysert (n=10). Signifikante forskjeller mellom
behandlingene ble funnet for 90-kDa fragment og kvantifiseringsverdiene er framstilt i figur B). Feilsgylene i figur B)
indikerer gjennomsnittets standardavvik. Signifikante forskjeller i relativt bdndvolum ved ANOVA av gjennomsnittet mellom
behandlingene er indikert med bokstaver, hvor ulike bokstaver indikerer signifikante forskjeller (P<0,05). Kon: vanlig
marinade, Akt: aktinidin marinade og T21: Exocut-RM marinade.

Dekorin er ogsa et protein i familien SLRP. Proteindelen er modifisert med rettkjedede
karbohydrat og er i tillegg N-glykosylert. Hele proteoglykanet i storfe prgver har vist en
stgrrelse rundt 100 kDa (Pedersen et al. 2001). Ved western blott analyse er full lengde
proteinet uten karbohydratkjeder angitt til 45 kDa (Figur 23). Ingen signifikante forskjeller
ved ANOVA ble funnet mellom behandlingene.
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Figur 23: Dekorin analysert ved western blott. Ett representativt western blott av dekorin viser 45-kDa fragment (A). |
analysen er det benyttet primaert antistoff Dekorin (1:1000) og fluorescerende sekundaert antistoff alexa488 (1:2500). For
hver behandling ble Idrtunge fra ti storfe individer analysert (n=10). Ingen signifikante forskjeller i relativt bandvolum ved
ANOVA ble funnet mellom de tre behandlingene. Kon: Vanlig marinade, Akt: aktinidin i marinade og T21: Exocut-RM i
marinade.
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5.4 Stgrrelseseksklusjonskromatografi
Fordgyde prgver ble analysert ved stgrrelseseksklusjonskromatografi for a skille peptidene

grovt etter st@rrelse. Under in vitro fordgyelse ble prgver tatt ut etter gastrisk fase og etter
duodenal fase, den gverste delen av tynntarmen. Figur 24 viser utsnitt av kromatogram fra
fordgyde prgver behandlet med ulike enzymlgsninger etter gastrisk og fra duodenal fase. |
hvert kromatogram representerer rgd linje uttak etter gastrisk fase, mens bla linje

representerer uttak etter duodenal fase.

Tidlig i elueringsperioden pa kromatogrammene observeres tydelige forskjeller mellom
gastrisk og duodenal fase. Den fgrste elueringen etter gastrisk fase for alle behandlingene
forekommer etter 6 minutter, ifglge kalibreringskurven har peptidene molekylvekt pa ca. 44
kDa. | samme tidsperiode er peptidmengden fra duodenal fase fravaerende, de fgrste
peptidene kommer ut etter 8,5 minutter. Kalibreringskurven viser at disse peptidene har

molekylvekt pa 1,8 kDa, men mengden er beskjeden ut ifra kromatogrammet.

Peptidmengden fra gastrisk og duodenal fase ligger pa samme niva mellom 9,6 og 11,6
minutter hvor peptider med stgrrelse pa henholdsvis ca. 1 kDa og ca. 400 Da ble detektert.
Derimot er andelen peptider ved 10 minutter st@rre fra gastrisk fase (2250 mAU) enn

andelen fra duodenal fase (1750 mAU).

Ved 12,5 minutter er peptidmengden fra gastrisk fase beskjeden (<600 mAU), mens uttak fra
duodenal fase viser betydelig hgyere mengde (ca. 1800 mAU og 750 mAU) av sma peptider

med molekylvekt ca. 200 Da ifglge kalibreringskurven.
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Figur 24: Kromatogram tilhgrende fordgyde prgver behandlet med enzymlgsninger etter gastrisk og duodenal fase.
Representative kromatogram fra SEC kjgring viser fordgyde kjgttprgver behandlet med vanlig marinade (A), aktinidin (B) og
Exocut-RM (C) etter gastrisk og duodenal fase. | alle kromatogrammene representerer rgd linje uttak etter gastrisk fase og
bla linje representerer uttak etter duodenal fase. Peptidene kommer ut giennom porenettverket til detektoren avhengig av
stgrrelse og mengden mdles etter Lambert-Beers lov i milli absorbans enheter vist pd y-aksen i figuren. Elueringstiden for

peptidene er vist pa x-aksen.
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Gjennomsnittlig molekylvekt fra uttak i gastrisk (ca. 5 kDa) og duodenal fase (1 kDa) er
signifikante forskjellig (p<0,005). Derimot ble det ikke funnet signifikante forskjeller innad i
gastrisk eller duodenal fase mellom de ulike behandlingene. Uttaket etter gastrisk fase gav
flere svake resultater fra SEC analysen for Exocut-RM behandling, og datagrunnlaget er

mindre enn kjgtt behandlet med vanlig marinade og aktinidin i marinade.

5.5 Bioaktive assay
Bioaktive peptider kan tas opp i tynntarmen og gi funksjonelle gunstige helseeffekter hos

mennesket. Det ble undersgkt om kjgtt behandlet med aktinidin eller Exocut-RM enzym har

ulik bioaktivitet for blodsukkerregulering.

5.5.1 a-glukosidase
Fordgyde kjpttprgver ble testet for a-glukosidase bioaktivitet i ufortynnet prgve og prgve

fortynnet 1:10. Den positive kontrollen (acarbose) ble 93 % inhibert. For alle behandlingene
viste fortynnet prgve hgyere aktivitet for a-glukosidase enn ufortynnet prgver, vist i figur 25.

Ingen signifikante forskjeller ved ANOVA ble funnet mellom behandlingene.
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Figur 25: Prosentvis inhibering av a-glukosidase. Madlinger av a-glukosidase i vannlgselig fase fra in vitro
fordgyelse. Ufortynnet og fortynnet (1:10) praver vist i henholdsvis mgrkebldtt og lyseblatt for de tre ulike
behandlingene fra tre storfe individer (n=3). Den negative kontrollen bestod av buffer og utgjar grunnlinja til
inhibering, da den beregnes til 0 % inhibering. Positiv kontroll bestdr av acorbose og det forventes en hgy verdi om
forsgket ble vellykket.
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6. Diskusjon

| denne masteroppgaven har aktinidin og Exocut-RM blitt undersgkt for mgrningseffekt i
Semitendinosus fra ungt storfe. Videre ble en in vitro fordgyelsesmodell brukt for a studere
proteinnedbrytning etter magesekken og tynntarmen, og fordgyd materiale screenet med
enzym assay for deteksjon av potensielle bioaktive peptider. Masteroppgaven inngar i det
stgrre forskningsprogrammet «Sunn Mat» som har til hensikt a bidra til hgyere ravare

kvalitet og forekomst av helsegunstige komponenter fra den norske ravareproduksjonen.

6.1 Valg av stykningsdel
Stykningsdelen lartunge brukes til ulikt produksjonskjgtt avhengig av fettprosent, men det er

gnskelig at muskelen benyttes i ren form som stek eller finere grytekjgtt. For a undersgke
om mgrhet kan forbedres tilstrekkelig har enzymer blitt brukt i denne masteroppgaven.
Lartunge er kjent for a ha relativt uniforme skjeaerekraft verdier i hele muskelen grunnet
konstante parallelle muskeltrader og lite dyr-til-dyr variasjon. Dette gjgr muskelen egnet i

studier for a demonstrere mgrhet som resultat av behandling (Totland et al. 1988).

6.2 Marinering
Ulike omrader av stykningsdelen ble behandlet med marinade bestaende av enzymer fra

Actinidia deliciosa, Rhizomucor miehei eller vann for kontroll. Industrielt benyttes
multikanalinjeksjon, men metoden egner seg bedre til store stykningsdeler da problemet
med utfgrselskanaler og tap av marinade fra kjgttet er mindre for store kjgttstykker enn hvis
samme injeksjonsmetode blir brukt pa sma kjgttstykker. Derimot innsprgyting med enkel
kanal pipette var en tidkrevende prosess, men marinaden forble i kjgttstykket og systematisk
innspreyting resulterte i jevnere fordeling. Valide resultater krever innsprgyting hvor

marinaden forblir pa innsiden av kjgttstrukturen og er jevnt fordelt.

Mengden marinade benyttet til innsprgyting var 10 % av vekten til kjgttstykket, etter

anbefalinger fra dose-respons studier (Han et al. 2009; Wheeler et al. 1993).

Etter innspragyting, varmebehandling og kverning viste kjgttbitene behandlet med aktinidin
og Exocut-RM ulike konsistenser. Aktinidin synes ikke a pavirke konsistensen til kjgttet, i
samsvar med andre studier (Christensen et al. 2009), og sensoriske egenskaper som

saftighet og smak synes upavirket. Aktiviteten til ulike aktinidin proteaser fra kiwifrukt
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varierer, men optimal aktivitet til enzymet brukt i denne masteroppgaven er ved pH 3,4-4,5.
Marinadelgsningen benyttet hadde pH 8,4, men pH nzaermere surt miljg ville trolig gitt bedre
aktivitet til enzymet. Kjgttbitene ble malt til pH 5,7 som gir kjgttet redusert
vannbindingsevne og en surere marinadelgsning ville resultert i tgrrere kjgtt. Derimot er
marinadelgsning med ngytrale til moderat basiske vist god konsistens i kjgttet etter
injisering av enzymer (Christensen et al. 2009). Likevel, kun 45 % av maksimal aktivitet til
aktinidin ved pH 8,8 er vist (McDowall 1970) og enzymer kan ha denaturert i Igsningen fgr de
ble injisert i kjgttet. Enzymet inneholder ogsa stabiliserende forbindelse maltodextrin som er
Igselig i vann og dekker over usmak (Parikh et al. 2014), men ukjent om stoffet kan
interferere med bindingssete for a forstyrre nedbrytningen av muskelstruktur eller gi

intensitet ved western blott analyse.

Marinering ble utfgrt i romtemperatur og vakuumpakket fgr oppbevaring ved 4 °C i syv
dager. Dette aktinidin enzymet har vist aktivitet ved 2 °C og fordi enzymet denaturerer ved
38 °C vil eventuell proteolyseffekt tilkomme under lagring ved normale kjgleskaps

temperatur 4 °C.

Lartungene behandlet med Exocut-RM hadde en sleip overflate etter lagringsperioden pa syv
dager og gav grotete konsistens etter kverning. Dette skyldes trolig at enzymet gir effektiv
nedbrytning av muskelstrukturen og dermed over-mgrner kjgttet. Konsistensen vil antagelig
bli ansett som uappetittlig fra forbruker. Den optimale pH for dette enzymet er antatt a
veere 5,5, men enzymet er stabilt i pH-omradet 5,0-8,0 og beholder 80 % av aktiviteten ved
disse pH verdiene (Sun et al. 2018). Dette kan det tyde pa gode betingelser for enzymet i
benyttet marinadelgsning som hadde pH 8,4. Enzymet antas & ha optimal aktivitet ved
temperatur 55 °C, og effekten tilkommer derfor etter varmebehandling over denne
temperaturen. Siden enzymet mister 80 % av aktiviteten over 70 °C (Bekhit et al. 2014), ble

varmebehandlingen stoppet ved denne kjernetemperaturen.

Da resultatene fra denne masteroppgaven er tiltenkt anvendt forskning var det fordelaktig a

gjennomfg@re varmebehandling til 70 °C, som tilnaermer en reel spisesituasjon.
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6.3 Mgrhet malt ved skjaerekrefter
Mgrhet er en sammensatt egenskap som er vanskelig @ prediktere (Anderson et al. 2012),

men maling av skjaerekrefter gir en god indikasjon pa seighet fra myofibrill- og
bindevevsproteinene. Andre faktorer som post mortem lagring og muskelfibertype, samt
maling av sarkomer lengde og andel bindevev ville gitt et mer helhetlig inntrykk av mgrhet i
stykningsdelen. Forbrukere oppfatter kjgtt med skjeerekrefter malt til under 50 N/cm? som
mert (Rgdbotten et al. 2011). Post mortem lagring av kjgttet pagikk i femten dager, de siste
syv dagene med tilsatt enzymlgsninger. | denne masteroppgaven viste samtlige behandlinger
skjeerekrefter under 50 N/cm?, inkludert kontroll som tyder pa forsterket pavirkning fra
endogene enzymer grunnet lang lagringsperiode. Derfor burde effekten av marinering blitt

sjekket ved tidligere tidspunkt etter slakt.

Tidligere studier har gitt tvetydige svar om mgrhet varierer innen stykningsdelen, til tross for
enighet om relativt uniforme skjaerekrefter. Det er dokumentert at skjeerekreftene varierer
fra den proksimale til den distale enden, men ikke nok til & dele stykningsdelen i
merhetskategorier til ulike formal (Shackelford et al. 1997). Derimot er Reuter et al. (2002)
uenig denne pastanden, og foreslar at den midtre delen benyttes som helt kjgttstykke til
eksempelvis grytekjgtt. Gjennom mine observasjoner er fokuset 8 demonstrere mgrhet som
resultat av behandling, og ved a randomisere hvilken muskeldel som ble brukt til de tre ulike

behandlingene vil eventuell effekt veere uavhengig av lokalisasjon.

Enzym behandling med aktinidin viste signifikant effekt (p<0,05) fra kontroll kjgttet, dette
tyder pa at denne enzymbehandlingen kan gi mgrere kjgtt enn ubehandlet. Dette er i
samsvar med andre studier (Calkins & Sullivan 2007; Christensen et al. 2009). Derimot viser
kjgtt behandlet med Exocut-RM tilsvarende resultater med kontrollen og kjgttet synes ikke a

bli mgrere med denne enzym behandlingen.

Selv om kurveforlgpet fra Warner Bratzler reflekterer den maksimale skjeerekraften fra
bindevevet, er det lite diskutert om minsket skjaerekraft skyldes nedbrytning av myofibrill-
eller bindevevsproteiner. Sugiyama et al. (2005) mener reduksjonen skyldes endringer i
bindevevet, men mer inngdende analyser som western blott kan trolig stgtte teorien. |
denne oppgaven ble derfor nedbrytning av bade myofibrill og bindevevsproteiner studert

videre.
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6.4 Protein nedbrytning
Eksogene enzymer har blitt tilsatt for a forlenge mgrningsperioden utover naturlig

proteolyse og potensielt utlgse andre nedbrytningsfragmenter. Proteinekstraksjon fra
muskelprgvene i denne masteroppgaven anses som vellykket da 1D-SDS-PAGE viste en
sammensatt proteinprofil med samtlige tydelige band. Proteinnedbrytning ble malt etter
post mortem proteolyse og tilf@rsel av enzymer har effekt etter lagringsperiode ved 4 °Ci 15

dager og varmebehandling ved 70 °C.

Ut ifra mgrhetsmalingene ved skjeerekraft var det forventet signifikante forskjeller i
proteinnedbrytning etter kiwi behandling. Likevel viste kun kjgtt behandlet med Exocut-RM
tydelig nedbrytning av flere proteiner sammenlignet med kontroll og aktinidin. Dette
antyder forskjellig nedbrytningsmgnster fra aktinidin og Exocut-RM som viser at nedbrytning
ved eksogene enzymer kan pavirke mgrheten ulikt. Den gkte nedbrytningen ved Exocut-RM
behandling kan muligens ha fort til grgtet konsistens i kjgttet. Proteinnedbrytningen kan
ogsa variere fra muskel til muskel grunnet innhold av protein isoformer, proteolysegrad og
kontraksjonstilstand ved slakt (Melody et al. 2004), men fordi samme muskel er benyttet i

denne masteroppgaven er effekter av disse lite sannsynlig.

Western blott analyse er ansett palitelig, men har noen fallgruver det er verdt a peke ut.
Utilstrekkelig rapportering av ulike eksperimentelle betingelser og antistoffer (>50 %) med
darlig kvalitet pavirker linearitet og sensitivitet til analysen, samt mulighet til 3 oppna
palitelig sammenligning av resultater fra flere studier (Gilda et al. 2015). Derfor burde test
blott blitt giennomfgrt med ulike buffere, proteinmengder og antistoff konsentrasjoner for
best kvalitet pa signal intensiteten, da anbefalinger fra leverandgr ikke ngdvendigvis er
palitelig for antistoffene til alle anvendelser. Mengden protein pasatt gel er ogsa av
betydning for resultatene og er optimal mengde kan variere mellom antistoff, men blir kun
oppdaget gjennom eksperimentelle data for ett spesifikt antistoff. Derfor burde en serie
fortynning av ulike proteinmengder for hvert antistoff blitt sjekket, etterfulgt av standard
kurve med kvantifisert full lengde protein blitt giennomfgrt for & avgjgre den optimale
mengden protein for mer palitelige resultater av proteinnedbrytningen (Taylor et al. 2013).
Kvantifiseringsmetoden med valgte betingelser og programvare er ogsa av betydning for
palitelige resultater. | analysen ble ImageQuant benyttet til kvantifisering og mulig feilkilde

er relatert til stgrrelsen pa radiusen i rullende ball metoden (Gassmann et al. 2009).
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Intensitet varierer mellom bilder og hvis radiusen pa ballen er betydelig mindre enn
hulrommene kan for mye bakgrunnsstgy i bildet bli fijernet og gi en mulig feilkilde til

resultatene.

| denne masteroppgaven er nedbrytningen av noen utvalgte myofibrill- og

bindevevsproteiner undersgkt med hensyn til effekt av enzymbehandling pa Semitendinosus.

6.4.1 Nedbrytning av myofibrillproteiner
Muskelcellene blir i stand til @ kontrahere grunnet proteinene i myofibrill. | denne

masteroppgaven har nedbrytning av noen av disse proteinene blitt studert ved hjelp av
western blott analyse. Gjennom naturlig proteolyse utfgrt av kalpainer og katepsiner forblir
myosin og aktin vanligvis intakt (Lametsch et al. 2003). Derfor var det interessant a
undersgke om tilfgrsel av eksogene enzymer fra kiwifrukt og RM kan bryte ned myosin, og
dermed svekke myofibrill for @ pavirke mgrhet i kjpttet. | denne masteroppgaven har
tilfgrsel av aktinidin vist manglende nedbrytning av myosin tung og lett kjede, i motsetning
til andre studier (Lewis & Luh 1988; Liu et al. 2011; Wada et al. 2002). Enzymet benyttet i
dette studiet har trolig lavere virkning pa nedbrytning av myosin enn vist i andre studier. Det
kan ogsa skyldes, at studiene har benyttet ulike betingelser for sine forsgk nar det gjelder
f.eks. konsentrasjon av enzymet, hvor enzymet kommer fra, sammensetningen av
marinaden og analysemetoder for a studere nedbrytning. Studiene fra Liu et al. (2011)
brukte fryse-tine sykluser av kjgttet for a undersgke effekt av kiwifrukt juice og fant
signifikant nedbrytning av myosin ved SDS-PAGE, mens Wada et al. (2002) marinerte kjgttet
og benyttet trykk behandling for a8 undersgke effekt av aktinidin ved hjelp av
elektronmikroskop. Selv om studiene viser klar nedbrytning av myosin er det i denne studien
benyttet western blot, som er mer detaljert enn SDS-PAGE og elektronmikroskop for a
undersgke nedbrytning.

Analysen med kjptt behandlet med Exocut-RM viste mer framtredende
nedbrytningsmgnster og gav signifikant forskjell i nedbrytningsfragment. Arsaken til dette
ma undersgkes naermere da litteraturen mangler studier om nedbrytningen av

myofibrillproteiner i kjgtt behandlet med Exocut-RM.

Myosin lett kjiede hadde ingen signifikante forskjeller med enzymbehandling og ingen

nedbrytningsfragmenter ble detektert. | analysen ble MOPS-SDS runningbuffer benyttet som
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har seperasjonsomrade 260-15 kDa (Thermofisher u.a.-c). Siden full lengde proteiner
kvantifisert til 24 kDa, har mulig fragmenter mindre enn 15 kDa beveget seg ut av gelen.
Dersom MES-SDS Runningbuffer i stedet hadde blitt brukt kunne fragmenter med stgrrelse
helt ned til 3,5 kDa blitt detektert (Thermofisher u.a.-b), og mer sannsynlig vist

nedbrytningsfragmenter.

Videre ble nedbrytningsmgnsteret til ett regulerende protein undersgkt. Troponin T bidrar i
regulering av myosin og aktin filamentet under kontraksjonen samt bundet regelmessig til
aktin. Siden nedbrytningen av fragment ved 30 kDa er vanlig markgr for naturlig post
mortem proteolyse og har god sammenheng med mgrhet (Anderson et al. 2012), ble
nedbrytningen til proteinet naturlig 8 undersgke. Nedbrytningsfragmentene ved 30 kDa og
25 kDa var henholdsvis signifikant lavere og hgyere for Exocut-RM enn kontroll og aktinidin.
Det var en tendens til at Exocut-RM hadde lavere full lengde TnT enn kontroll (p-verdi =
0,096). Ingen kvantifiserte band er signifikant forskjell for kjgttet behandlet med aktinidin
sammenlignet med kontroll. Fragmentet ved 30 kDa er bade framtredende og med relativt
hgyere bandintensitet sammenlignet med fragmentet for kontroll og Exocut-RM. Stgrre
standardavvik i dataene fra aktinidin gir likevel ikke-signifikant resultat.

Sammenlagt antyder funnene at nedbrytningsmegnsteret fra aktinidin og Exocut-RM er ulikt,

og dette kan bekreftes ved sekvensering av peptidfragmentene.

6.4.2 Nedbrytning av bindevevsproteiner
Intramuskulzaert bindevev danner nettverk av kollagen fibre og blir omringet av

proteoglykaner. | denne masteroppgaven har nedbrytningsmegnstre til kollagen type |,

dekorin og biglykan blitt undersgkt.

Flere studier har vist klar nedbrytning av kollagen type | ved tilfgrsel av aktinidin (Ha et al.
2012; Ha et al. 2013a; Sugiyama et al. 2005). Derimot i denne masteroppgaven, ingen
kvantifiserte nedbrytningsfragmenter var signifikant forskjellig fra kontroll. Betingelsene i
tidligere studier varierte fra dette og er trolig arsak til ulikt resultat. Da det ble brukt
myofibrill og kollagen proteinekstrakter fra seige sener tilfgrt aktinidin (Ha et al. 2012; Ha et
al. 2013a) og knoke er tilfgrt juice fra kiwifrukt (Sugiyama et al. 2005). Aktinidin viser god
nedbrytning i ekstraktene og innholdet av kollagen er betydelig stgrre enn muskelen

benyttet i dette studiet. Manglende signifikante forskjeller kan ogsa skyldes at aktinidin har
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mindre virking pa kollagen type | enn fgrst antatt, og nedbrytningsfragmentene er trolig

dannet av endogene kollagenaser.

En feilkilde til mangel pa signifikante forskjeller kan ogsa skyldes valg av konsentrasjoner
tilhgrende primzere antistoffer. Ved fgrste gel kjgring var antistoff konsentrasjonen 1:5000
basert pa veiledning. Da blottet hadde for svak intensitet og utydelige band, ble
konsentrasjonen endret til 1:1500 for a garantere sterk intensitet og tydeligere band. Denne
konsentrasjonen resulterte i tydelige band pa blottet, men kan ha pavirket intensiteten i
bildet. Usikkerhet er knyttet til det gverste bandet kvantifisert til 74 kDa. Kollagen type | skal
vise full lengde proteinet som dublett ved 115 og 130 kDa, i tillegg en dublett ved 215 og 235
kDa grunnet ulike a-kjeder (Miller & Kent Rhodes 1982). Det gverste bandet kvantifisert til
74 kDa er dermed ikke full lengde proteinet av kollagen type I, men ett
nedbrytningsfragment av proteinet grunnet malt molekylvekt og sterkt signal tyder pa
spesifisitet mot kollagen type I. Tilsvarende viser fragmentene kvantifisert til 52, 45 og 24
kDa spesifisitet mot kollagen type | grunnet sterkt signal. Likevel krever det sekvensering av

peptidfragmentene for a kunne konkludere om disse er nedbrytningsprodukter.

Angadende det andre enzymet, fra Rhizomucor miehei ble nedbrytningsmgnster detektert
ved immunoblotting, men viste ingen signikante forskjeller. Tidligere studier med enzymet
viste ingen aktivitet mot kollagen (Sun et al. 2018), og tilsvarende for enzymer fra Aspergillus
oryzae klassifisert i samme subfamilie (Ashie et al. 2002; Pietrasik & Shand 2011).
Nedbrytningsmgnsteret detektert i dette studiet for Exocut-RM behandlet kjgtt skyldes

trolig nedbrytningen fra endogene enzymer frigjort fra lysosomene etter slakt.

Nedbrytningen av dekorin og biglykan i dette studiet viste en sammensatt
proteinnedbrytningsprofil tilsvarende for begge proteinene. Litteraturen mangler
informasjon om nedbrytning av biglykan og dekorin i kjgtt behandlet med aktinidin eller
Exocut-RM. Nishimura (2010) viste at mengden proteoglykaner fra perimysium i
Semitendinosus muskel sank betraktelig etter post mortem modning uten eksogen enzym
behandling. Derfor var det interessant a undersgke om enzymene hadde ytterligere effekt
pa proteinene. Proteinkjernen til dekorin er tidligere kvantifisert til 45-52 kDa (Rafii et al.
2006), men molekylvekten gker nar proteinkjernen er glykosylert med GAG eller N-glykaner.
For dekorin ble kun full lengde proteinet kvantifisert til 45 kDa detektert. Da intensiteten i

bildet trolig var for lav til at kvantifiseringsprogrammet detekterte andre fragmenter synlige i
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kontrastjustert bilde i resultatseksjonen. Ingen signifikante forskjeller ble funnet for dekorin
full lengde proteinet mellom behandlingene, men membranen viser flere
nedbrytningsfragmenter med potensielle forskjeller. Grunnet svak intensitet i bildet kan
synlige fragmenter ogsa vaere uspesifikk binding av antistoffet til membranen.

Western blott analysene for biglykan viste flere synlige fragmenter med god intensitet.
Fragmentet kvantifisert til 105 kDa er mest sannsynlig en N-glykosylert versjon av full lengde
proteinet med GAG-kjeder, og viste tendens til signifikante forskjeller (P=0,053) for kjgtt
behandlet med Exocut-RM fra kontrollen. Nedbrytning av proteoglykaner er kompleks, bade
fordi nedbrytningen av proteinene og spalting av GAG kjeder forekommer. | dette tilfelle er
90 kDa fragmentet som er signifkant forskjellig fra Exocut-RM behandling fra kontrollet
sannsynligvis en nedbrytning av glykosylert biglykan. Videre studier med enzymbehandling

av GAG eller N-glykankjeder vil veere ngdvendig for a bekrefte dette.

6.5 In vitro fordgyelse
Fordgyelsessystemet skal sgrge for at kroppen far optimalt opptak av naeringsstoffer og

energitilfgrsel. Gjennom nedbrytning i magesekken og tynntarmen blir proteiner brutt ned
til oligopeptider og videre til di- tripeptider og frie aminosyrer. For a undersgke nedbrytning
fra oral, gastrisk og duodenal fase ble in vitro fordgyelse giennomfgrt. Modellen utarbeidet
av Minekus et al. (2014) skal etterligne de fysiologiske betingelsene hos et friskt voksent
menneske. Derimot far ikke modellen vist kompleksiteten i interaksjonene mellom maten og
systemene in vivo. Dette skyldes for eksempel at modellen ekskluderer gastrisk lipase,
tarmbakterier og brush boarder enzymer som finnes i hele fordgyelseskanalen. For a
undersgke diett relaterte spgrsmal som for eksempel overmetthet etter maltid regnes
ernaringsstudier som den beste metoden, men in vitro modellen gir mulighet til
kontrollere betingelsene, er reproduserbar og har ingen etiske restriksjoner. En annen fordel
er konstant ratio av enzym til maltid. Dette er nyttig for a studere fordgyelse til enkelt

substrater eller enkle maltider under valgte betingelser som i denne studien.

Ved hjelp av stgrrelseseksklusjonskromatografi ble fordgyde prgver undersgkt etter gastrisk
fase og duodenal fase. Gjennomsnittlig molekylvekt fra uttak etter gastrisk og duodenal fase
var som forventet signifikant forskjellig (p<0,005), grunnet normal virkning til

fordgyelseenzymene i mage-tarm kanalen. Derimot var det ingen signifikante forskjeller i
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gjennomsnittlig molekylvekt pa tvers av behandlingene innad i gastrisk eller duodenal fase.
Dette skyldes sannsynligvis den intensive proteinnedbrytning i modellsystemet. Tidligere in
vitro studier har vist gkt gastrisk proteinfordgyelse ved tilfgrsel av aktinidin (Kaur et al.
2010a), men studiet gir et grovere estimat, ved bruk av SDS-PAGE analyse med deteksjon av
poteiner i stgrrelse 250-10 kDa sammenlignet med deteksjon av peptider ned til 200 Da i
dette studiet. Det er ingen litteratur om behandling av kjgtt med enzymer fra Rhizomucor

miehei har pavirkning pa fordgyelse.

Metoden gir et grovt estimat av andel peptider med ulike molekylvekter. Derfor kan det
veere stor variasjon av spesifikke peptider med ulike funksjoner detektert innenfor samme
stgrrelseomrade. Disse forskjellene kan variere for kjgtt behandlet med aktinidin eller

Exocut-RM, og dermed potensielt peptider med ulik bioaktivitet.

Igjen grovt estimert, gir stgrrelseseksklusjonskromatografi en klar indikasjon pa at andelen
mindre peptider er betydelig stgrre etter duodenal fasen enn etter gastrisk fase. Dette
bekreftes av signifikant lavere gjennomsnittlig molekylvekt, likevel ma spesifikk stgrrelse og
frekvensen av bestemte peptider undersgkes naermere. Manglende forskjeller mellom
behandlingene kan skyldes at proteolyse graden var tilsvarende i behandlingene eller
muligens er proteinnedbrytningen i in vitro modellsystemet sa intensiv at variasjonen i
proteolysen av ravarene forsvinner. Ved bruk av mer detaljerte analyser som proteomikk vil
mulige forskjeller i aminosyresammensetningen mellom behandlingene kunne bli avdekket

og vise om de eksogene enzymene kan danne ulike peptider.

6.6 Potensiale for bioaktive peptider
Sterrelseeksklusjonskromatografi gav grov fordeling av peptidene. Dersom det er bioaktive

peptider i den vannlgselige fasen etter in vitro fordgyelse, burde disse peptidene finnes i
retensjonstid fra 9,6 til 13 minutter sammenlignet med molekylvektstgrrelsene til
standardene (Vedlegg 9.1). | fglge estimerte molekylvekter ble peptider med stgrrelse 1 kDa
og 400 Da detektert mellom henholdvis 9,6 og 11,6 minutter. | review fra Korhonen og
Pihlanto (2006) blir peptider med bioaktivitet for antihypertensjon og antioksidant
egenskaper presentert og finnes i dette st@grrelse omradet. Ved 12,5 minutter viser

kalibreringskurven den frie aminosyren tryptofan, men frie aminosyrer kan ikke utgve
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bioaktivitet alene. Tryptofan har hgy molekylvekt (204 Da), derfor representerer toppene
sannsynligvis ogsa aminosyrer med lavere molekylvekt kombinert til mindre peptider. Disse
peptidene har potensielt gunstig bioaktivitet for blodtrykkregulering, blodsukkerregulering
eller egenskaper som er antimikrobielle eller antioksidanter. Peptidmengden fra gastrisk fase
er beskjeden mellom 10 og 12,5 minutter sammenlignet med uttaket fra duodenal fase der
peptidmengden er betydelig stgrre. Dette indikerer at potensialet for bioaktive peptider er

st@rst etter den duodenale fasen.

Litteraturen mangler informasjon om bioaktive peptider i kjgtt behandlet med enzymer fra
Rhizomucor miehei. Heller ikke effekten av a-glukosidase i kjgtt behandlet med aktinidin er
omtalt i litteraturen. Kiwifrukt alene har vist hgy inhibitor aktivitet (74 %) mot a-glukosidase
(Wojdyto et al. 2017). | denne masteroppgaven ble vannlgselig fase etter in vitro fordgyelse
av enzym behandlet kjgttprgver testet for a-glukosidase bioaktivitet, som pavirker
blodsukkerregulering. Samtlige brgnner i mikroplaten ble tilsatt a-glukosidase for a pavise
eventuell aktivitet. Ingen signifikante forskjeller ble funnet mellom behandlingene,
sannsynligvis grunnet massiv proteinnedbrytning i I@pet av in vitro fordgyelsen.

Likevel viste fortynnet (1:10) pragver hgyere fremmende aktivitet for a-glukosidase enn
ufortynnede prgver. Det ble gjennomfg@rt bekreftende forsgk fordi dette var uforventet, men
begge forsgkene gav samme resultat. Den positive kontrollen (acarbose) ble 93 % inhibert og
resultatene anses dermed som valide. Negative verdier for prgvematerialet tyder pa gkende
a-glukosidaseaktivitet og potensiale for gunstig effekt pa blodsukkeret til diabetikere,
tilsvarende er funnet i et annet studiet med proteinhydrolysater fra kylling (Rgnning et al.
2016). Uforventet viser lavere konsentrasjoner av prgvematerielet hgyere aktivitet, trolig
pavirket av ett eller flere komponenter fra fordgyelsemodellen. En arsak til uforventet
resultat kan skyldes at assayet ikke er forenelig eller optimalisert med henhold til salter, pH,
buffere eller andre kjemikaler fra modellsystemet og ma undersgkes naermere. | denne
masteroppgaven har ett assay for bioaktivitet blitt testet, men det finnes andre assay for
blodsukkerregulering, som for eksempel DPP-IV. Det burde ogsa kjgres assay for andre
egenskaper som blodtrykkregulering, antioksidant eller antimikrobille egenskaper for 3
undersgke om nedbrytning av kjgttet med disse enzymene har generert bioaktive peptider.

Proteomikk analyser kan bekrefte peptidsekvensene med eventuell bioaktivitet.
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7. Videre arbeid

| denne masteroppgaven er nedbrytning av noen fa proteiner malt og gir dermed ikke et
helhetlig bilde av nedbrytningen. Undersgkelse av andre proteiner som bygger opp
myofibrill som desmin, titin, aktinin og tropomyosin ville kartlagt nedbrytningen ngyere,
etterfulgt av mer detaljerte analyser. Mer inngaende undersgkelser som for eksempel
proteomikk vil vaere ngdvendig for a avdekke faktiske forskjeller i proteolysegrad mellom
enzym behandlingene. Muligens vil slike analyser gitt informasjon om proteasenes
spesifisitet og nedbrytning av ulike proteiner i kjgttet. Videre kan analysene muligens
forklare forskjellene som ble funnet ved mgrhetsmalinger og observasjonen av varierende

konsistens mellom behandlingene.

Vannlgselig fase av in vitro fordgyde pregver viste som forventet klar nedbrytning av peptider
fra gastrisk til duodenal fase, derimot ble ingen forskjell mellom behandlingene pavist.
Likevel kan prgver fra forskjellige behandlinger inneholde funksjonelt ulike peptider i samme
stgrrelse omradet. Aminosyresammensetningen i kjgttet ma undersgkes mer detaljert ved

for eksempel proteomikk og kan vise om de eksogene enzymene kan danne ulike peptider.

Peptider fra proteinfordgyelse kan ha ulik bioaktivitet, men om bioaktive peptider fra
ravarer har en reel biologisk aktivitet krever sammensatte metoder fgr eventuell
implementering som funksjonell ingrediens. Et assay for bioaktivitet mot
blodsukkerregulering er testet i denne masteroppgaven, men mange andre assay er
tilgjengelig for a undersgke om enzymene har generert bioaktive peptider med andre
helsegunstige egenskaper. Etter in vitro assay gir cellemodell forstaelse om dose-respons
som framkaller mulig bioaktivitet og i hvilket vev biologisk respons kan forventes.
Peptidsekvensen med avdekket bioaktivitet ma bekreftes ytterligere med proteomikk
analyser. Videre kan uttesting forega i dyremodeller med rotter, mus eller gris. Ved gunstig
bioaktivitet ma helseeffektene dokumenteres av humane intervensjonsstuider fgr eventuelt

ingrediensen kan implementeres i raverene som funkjonell ingrediens.
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9. Vedlegg

Vedlegg 9.1: Forbindelsene med kjent molekylvekt (g/mol) med tilhgrende retensjonstid (RT)
som ble kjgrt sammen med prgvene fra vannlgselig fase for a lage kalibreringskurven

tilhgrende SEC analysen.

Navn pa forbindelse g/mol RT
Bovine albumin 66000 5,96
Albumin fra kylling eggehvitte 44287 6,031
Carbonic anhydrase 29000 6,058
Lysosyme 14300 6,652
Cytochrome c fra storfe hjerte 12327 6,35
Aprotinin fra storfe lunge 6511 7,331
Insulin Chain B oksidert fra storfe pankreas 3496 8,936
Renin Substrat Tetradecapeptid gris 1759 8,61
Angiotensin Il human 1046 9,25
Bradykinin Fragment 1-7 757 9,676
Val-Tyr-Val 379 11,246
[D-Ala2]-Leucine enkephalin 570 11,674
Trp 204 11,956

Vedlegg 9.2: Kalibreringskurve for SEC analysen laget fra forbindelsene med kjente

molekylvekter og logaritmisk skala er benyttet for a fa lineaert forhold pa grafen.

Log Molekylvekt
-

-] 9 10 11 12

Retensjonstid (min)
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