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SAMMENDRAG

Sammendrag

Man vet at det gir positive helseeffekter a spigamat. Helsemyndigheter i mange land
anbefaler at man spiser fisk minst to ganger i uktte knyttes mot at fisk og fiskefett har
en forebyggende effekt mot hjerte- og karsykdomrhalegg har det blitt observert at hgyt
fiskeinntak kan ogsa fare til optimal utvikling hjerne og nervesystem hos nyfadte, forsinket
demensutvikling og forebygging mot noen kreftformBe positive effektene har til na i
hovedsak blitt forklart med innholdet av de langlgde omega -3 fettsyrene
eicosapentaensyre (EPA, 20:5 n-3) og docosahekgae(l3HA, 22:6 n-3). | de siste arene
har man imidlertid kommet fram til at ogsa andreffst i fisken bidrar til de positive
effektene. Sjgmat kan ogsa vaere en god kilde fike wlitaminer (A, D, E, B, Bg) og
mineraler (fosfor, selen, sink, kalsium), den &minosyren taurin og andre forbindelser.

Fiskekjgtt inneholder like mye protein som dyrekjagy er like god kilde for de
essensielle aminosyrene. Radene er imidlertid éehsg inntaket av rgdt kjatt og bearbeidet
kjatt. Oppbygging og den kjemiske sammensetningitiskel er ganske forskjellig hos fisk
og kjatt. Kjgtt inneholder blant annet betydeligrroandevev enn fisk. Ofte hevdes det at det
er tyngre & fordgye kjgtt enn fisk noe som knygiEsne mod det haye kollageninnholdet i
kjatt. Dette kan bidra til at fisk er sunnere etk

Formalet med denne oppgaven var & sammenligne yielskn av fiskemuskel og
dyrekjoatt. | denne studien ble brukt filet fra $Eplachius virensog ytrefilet fra storfe Bos
Taurug.

Flere interessante resultater ble funnet i oppgavenagesekkfasen med bruk av
pepsin ved pH 4,0 var liten eller ingen frigjariang protein eller nedbrytning av protein. Farst
nar pH ble senket til 2,0 gkte lgseligheten avginosamtidig med at mengden TCA-lgselig
protein gkte kraftig. Dette skjedde i hovedsakpelizav de farste 20 min etter at pH var blitt
redusert. Det ble ikke dannet frie aminosyrer elaggv pepsinhydrolysen verken ved pH 4,0
eller 2,0.

Ved hgy konsentrasjon av fordgyelsesenzymer fikeggdbrytningen av ra produkter
i hovedsak i magesekkfasen. Ved lavere konseatragregikk nedbrytning av protein i
stgrre grad ogsa i tarmfasen. Dersom man gnsketudere nedbrytningshastighet av
forskjellige typer mat vil bruk av redusert enzymkentrasjon anbefales.

Resultatene viste at rd produkter ble brutt nedkew® i magefasen enn
varmebehandlede produkter. Arsaken er antakelig patteinene denatureres ved
varmebehandling og derved er de mindre tilgjengighydrolyse tidlig i fordgyelsen. De
varmebehandlede produktene brytes i stgrre gradirtadmfasen enn de ra produktene.
Analyse av frie aminosyrer ble bare gjennomfagrtd@rodukter og resultatene viste at disse
dannes i tarmfasen.

Forsgkene i oppgaven bade med bruk av ra og vatmaedlede produkter viste at
proteinene i seimuskel ble lettere brutt ned ermgimer i storfekjgttet. Sannsynligvis skyldes
dette et hagyere innhold av bindevev i kjgtt enisk.fDette ble ogsa bekreftet ved analyse av
aminosyreinnholdet i kjgtt og fisk. Resultatenedrainosyreanalysene bekreftet at fisk er en
god kilde for taurin sammenlignet med kj@att.

Dannelsen av TCA-lgselig protein vil antakelig kangi et mer presist bilde av
hydrolyseforlgpet enn endring av mengde frigjortotein i denne typenin vitro
fordgyelsesforsgk.






SUMMARY

Summary

Seafood is known to provide health benefits for BamThe health authorities in many
countries recommend eating fish at least twice ekwésh and fish oils can have a preventive
effect on cardiovascular disease.addition, it has been observed that high fishka may
also contribute to optimal development of the bramd nervous system in newborns, delay
dementia and reduce the incidence of some cantleespositive effects have mainly been
associated with the content of the long chain oty acids eicosapentaenoic acid (EPA,
20:5 n-3) and docosahexaenoic acid (DHA, 22:6 nh3)recent years, however, it was
concluded that other substances in fish contritutbe positive effects. Seafood can also be a
good source of various vitamins (A, D, E,,BBs) and minerals (phosphorus, selenium, zinc,
calcium), the free amino acid taurine, and othengounds.

Fish muscle contains as much protein as animatimwasd it is considered to be an
equally good source of essential amino acide generahdvices are however to limit the
intake of red meat and processed méaé structure and the chemical composition of nauscl
are quite different in fish and medfleat contains among other things considerably more
connective tissue than fis@ften it is claimed that fish is easier to digd®rt meat and this
may be explained by a higher content of collagem&at.This can be one of the reasons why
fish is healthier than meat.

The purpose of this study was to compare the tiare®f fish muscle and animal
meat. Fillets of saithePplachius virensand sirloin of cattle§os Tauruy were used in this
study.

Several interesting results were found in theithds the stomach phase using pepsin
at pH 4.0 there was low or no release of protemdegradation of the proteins. First, when
the pH was decreased to 2.0 the solubility of te#gin increased while the amount of TCA
soluble protein increased remarkably. This occumedhnly during the first 20 min after the
pH had been reduced. No free amino acids were thahpH 4.0 or pH 2.0.

Degradation of raw products mainly occurred during stomach phase when there
was a high concentration of digestive enzymes. &dggron of proteins was extended to the
intestinal phase when the concentrations of digestnzymes were lower. To study the rate
of degradation of different types of food, the o$déower enzyme concentrations is therefore
probably better.

The results showed that the raw products wereadiegr faster in the stomach phase
than the heat-treated products. The reason foliglpsobably that the proteins are denatured
by heat treatment and thus they are less accegsiliigdrolysis early in the course of the
digestion. The heat-treated products were brokemndim a greater extent in the intestinal
phase compared to the raw products. Analysis ef &raino acids was only conducted on the
raw products and the results showed that amins ae@te released in the intestinal phase.

The experiments both with the use of raw and treated products showed that the
proteins in saithe muscles were solubilized edbeam proteins in cattle meat. This is probably
because of a lower content of connective tissuigsinthan in meat. The higher content of
connective tissue in the meat was also confirmethbyamino acid analysis. The results of
amino acid analysis confirmed that the fish is adysource of taurine compared to meat.

The changes in the concentration of TCA-solublaginois likely to provide a more
accurate picture of the hydrolysis process thamghs in the amount of released protein in
this type ofin vitro digestion experiments.
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KPATKOE COAEP)XAHUE

Kpartkoe conep:xkanme

Kak m3BectHO, auera, 6oratas MOPENpOIyKTaMH, PUHOCUT TOJb3Y 370POBbIO yesoBeka. OpraHsl
37IpaBOOXPAHEHUS. MHOTHX CTPaH PEKOMEH/YIOT YIOTPEeOJsITh PhIOy HE MEHEe JIBYX pa3 B HEEIIO.
DTO CBA3aHO C MPOMWIAKTUYECKUM JISHCTBHEM PHIOBI U PHIOBETO JKHMPa B OTHOIICHUH CEPICUHO-
cocynucThIX 3aboneBanuil. Kpome Toro, Obu10 0OHapYKEHO, YTO BBICOKHI YPOBEHb YIOTpPEOICHUS
pPBIOBI  MOXET CIOCOOCTBOBAaTh ONTUMAIBHOMY Pa3BUTHIO MO3ra M HEPBHOM CHUCTEMBI Y
HOBOPOXKICHHBIX, a TAKXKE 3aJIEPXKKE Pa3BUTHUS JEMEHLMU M MPEJOTBPALICHUIO HEKOTOPBIX BUJIOB
paka. [TonoxurenpHbie (hGEKThI YacTO CBSI3BIBAIOT C COACPYKAHUEM JTMHHOIICTIOYECYHBIX OMera-3
JKUPHBIX KUCIOT: diiKo3aneHTacHoBor kucnotel (OI1K, 20:5 N-3)u moko3arekcacHOBOW KUCIIOTHI
('K, 22:6 n-3).

MplieyHass TKaHb PBIOBI COZIEPXKHUT CTONBKO K€ OeNKa, CKOMBKO M MBIIIIBI Ha3eMHBIX
YKMBOTHBIX, U CUUTAETCS CTOJIb 5K€ XOPOILIMM MCTOYHHUKOM HE3aMEHHUMbIX aMUHOKHCIOT. OJHaKo, B
OTIMYMM OT PBIObI, YNMOTpeOJeHHE KPacHOrO M IepepabOTaHHOIO MsCa PEKOMEHIYeTCs
orpannunBath. CTpyKTypa M XMMHUYECKHUI COCTaB MBI PHIOBI BeChbMa OTJIMYAETCS OT Msica
Ha3eMHBIX KUBOTHBIX. [locneaHee ConepskKUT Cpey MPOoYero 3HAYMTENBHO OOJIBIIIE COSMHUTEILHOM
TKaHu, 4yeM pblda. YacTo yrBeprkmaercs, 4To pblda yCBaMBaeTCs Jierdye, YeM MSCO, YTO MOYKHO
0OBSICHUTH 00JIee BHICOKUM COJICPyKaHUEM KOJUTareHa B Msice. ITO MOXKET ObITh OTHOM M3 TPHYKH,
MoYeMy phIOa ToJie3Hee, 4eM MsICo.

3asayeii 3Toro uccne0BaHus ObUIO CPABHUTH IIEPEBAPUBAHKE MBILICYHOM TKAaHH PHIO U Msica
Ha3eMHBIX >KUBOTHBIX. B JaHHOM wHCCiIemoBaHMM ObLIM HCIONB30BaHbI (e caiiasl (Polachius
Virens)u poctou (ToHKwMit Kpait) KpyrHoro poraroro ckora (Bos Taurus).

B xone manHOTO MCcienoBaHus ObUTM MMOTy4YeHBI HHTEPECHBIE PE3yJIbTaThl. B xemymnodHoi
¢daze ¢ ucnoms3oBanueM rmerncuHa npu pH 4,0 HaGmomancss HU3KMA WM HYJIEBOM YpPOBEHb
BBICBOOOXK]ICHUST WJTH paciiervieHns: 6enkoB. Tonmbko mocne cHwkenust pH g0 2,0, pactBopuMOocCTh
OernKa yBeNTMYMIIach, U, B TO YK€ BPeMsl, 3HAUUTEIILHO YBEIIMYMIIACh KOTMYECTBO 1 XY-pacTBOPUMBIX
OCJKOBBIX COEMUHEHHNA. JTO TMPOU3OIILIO, MPEUMYIIIECTBEHHO, B TeueHne repBbix 20 MHUH mocie
camwxkenuss pH. Tlpu pH 4,0 wm pH 2,0 He Obuio oOHapy)KeHO 0Opa3oBaHHE CBOOOIHBIX
AMHUHOKHCIIOT.

[Tpu BBICOKOIM KOHIIEHTpAIMU MUIIEBAPUTEIBHBIX (DEPMEHTOB Jerpajaiisi OSKOB ChIPhIX
NPOYKTOB, B OCHOBHOM, IIPOMCXOIMIA BO BpeMms >KelnydouHod ¢aspl. [lpu mOHMKEHHOM
KOHIICHTPAIMM [HILIEBAPUTENBHBIX ()EPMEHTOB Jierpajalyis OeNKOB Talkoke MpPOUCXOIMIa B
KUIIEeYHOH (aze. J[ist u3ydeHnst CKOpOCTH PaCIISIUICHUsI Pa3IMYHbIX BUJIOB MUY PEKOMEHTYeTCs
WCITOJTK30BaHKE 00JIee HU3KUX KOHIICHTpAIMii ()epMEHTOB.

Pe3ynbTaTsl oKazai, YTo ChIpble MPOAYKTHI ACTPAIUPYIOTCs OBICTpee B JKeTyI0uHOU (ase,
4eM TepMOOOpaOOTaHHBIE TPOAYKTHL. BeposTHO, mpu TepMUYECKOH 00paboTKe Oenku
JIEHaTypUPYIOT U CTAHOBSITCS MEHee JOCTYIMHBIMH JUIS TUIPOJIN3a B HAYasIe POLIECcca MUIIEBAPEHUS.
TepmooOpaboTaHHBIE MPOAYKTHI PACHICIUIIIMCH B OOJIBIIICH CTENICHH B KUIIIEYHOH (a3e YeM ChIpbIe
NPOYKTHL. AHAIM3 CBOOOIHBIX AMUHOKUCIIOT OBUT MPOBEIEH TOJBKO HA CBHIPBIX IMPOAYKTAX, U
Pe3yAbTaThI OKA3aJIM, YTO BBICBOOOXKICHIE AMHUHOKHUCIIOT IPOUCXOAMIIO B KUILIEYHOH (hase.

DKCIIepUMEHTBI, KaK C KCIOJb30BAaHHEM CBIPBIX, TaK M TEPMHUYECKH O0OpPaOOTaHHBIX
MIPOIYKTOB, TOKAa3aJId, YTO OCKU Msica Calfbl COMFOOMIN3UPOBATNCH JieTde, YeM OeNKHU KpPacHOTOo
msica. BepositHo, 3T0 pe3ynbrar Ooliee HU3KOTO COAEPKaHUSI COSAMHUTEIHHOM TKaHH B PhIOE IO
CPaBHEHHIO C MSCOM, YTO OBUIO TaKKe MOATBEP)KICHO C TOMOIIBIO aHAIW3a aMUHOKHCIIOT.
Pe3ysbTaThl aHamM3a aMHHOKHUCIIOT TOKa3aiM, YTO pblOa siBisieTcss 0oJiee XOPOIIMM HCTOYHUKOM
TaypHHa, YeM MSICO.

W3menenust B koHreHTparyu TXY-pacTBOPUMBIX OETKOBBIX COSIMHEHNI MOXKET 1aTh Ooree
TOYHOE Mpe/ICTaBIEHHE O MPOLIECCE TUIPOIIN3a, YEM U3MEHEHHS B pACTBOPUMOM OeJIKe ITpr
NO0OHOM JKCIIEpUMEHTE C iN VItro nmuieBapeHnem.
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FORKORTELSER

Forkortelser

BSA

CuSQ x 5H,0
F

FC

FK

FKv
Fv

Gl
HCI
K
kDa
KK

KKv

KNaCsH40s x 4H,0
Kv

M.A.C.R.

MW

NagCsHs07 x 2H,0
Na,COs

NaH,PO, x 2H0

NaHPO, x 12H0
N —leu

NaOH

P

RCF
rpm
TCA
TE

Bovine serum albumin

Kobber(Il)sulfat pentahydrat

Enzymatisk hydrolyse av ra fiskemuskel
Folin Ciocalteus fenol reagens
Inkubasjon av ra fiskemuskel uten tilsatt
enzym (kontroll)

Inkubasjon av varmebehandlet fiskemuskel
uten tilsatt enzym (kontroll)

Enzymatisk hydrolyse av varmebehandlet
fiskemuskel

Gastrointestinal

Saltsyre

Enzymatisk hydrolyse av ratt kjatt
Kilodalton

Inkubasjon av ratt kjgtt uten tilsatt enzym
(kontroll)

Inkubasjon av varmebehandlet kjgtt uten
tilsatt enzym (kontroll)
Kaliumnatriumtartrat tetrahydrat
Enzymatisk hydrolyse av varmebehandlet
kjatt

Modifisert alkalisk kopperreagens
Molekylvekt

Tri-Natriumcitrat dihydrat
Natriumkarbonat

Natrium dihydrogenfosfat dihydrat
Dinatriumhydrogenfosfat dodekahydrat
Norleucin

Natriumhydroksid

Kontroll med kommersielt pancreatin (uten
muskel)

Relativ sentrifugal kraft

Rotasjoner per minutt

Trikloreddiksyre

Tyrosin ekvivalent
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1 Introduksjon
| dag er det velkjent at sunn og varierende hveskiagl er ngdvendig for at kroppen

skal fungere optimalt. Det du spiser og drikker pavirker helsen 'disies det av
Helsedirektoratet i Norge (Nasjonal Rad for Erngprire011). Sjgmat er en viktig
kostholdskomponent og man vet at det pavirker mekerees helse positivt. Flere nasjonale
og internasjonale organisasjoner har anbefalt etinmimsniva av fiskekonsum for den
generelle befolkningen. | fglge Helsedirektoratgt \Gitenskapskomiteen for mattrygghet i
Norge bgr man spise fisk, spesielt feit fisk, @sende 2-3 middagsporsjoner i uken
(Alexanderet al, 2006; Nasjonal Rad for Ernaering, 2011). Ogsamatsjonalt anbefales det i
mange land & spise fisk minst to ganger i ukens(Kthertonet al, 2009). Det er generelt
enighet om at fisk og fiskefett har en forebyggemdiekt mot hjerte- og karsykdommer
(Mozaffarian & Rimm, 2006; De Caterina, 2011; Laratkn& Alm, 2012). | tillegg er det
holdepunkter for at sjgmat ogsa kan forebygge nkreftformer slik som tykktarmkreft
(Noratet al, 2005; Bourre, 2007) og prostatakreft (Testyal, 2001). | fglge nyere artikler er
det imidlertid usikkert om et hgyt fiskekonsum kadusere antall krefttilfeller og flere starre
studier anbefales (Sala-Vila & Calder, 2011; Tooftid et al, 2013). Det nevnes ogsa andre
positive effekter slik som forsinket demensutvilglifMorris et al, 2005; Barberger-Gateaat

al., 2007) og optimal utvikling av hjerne og nervesysthos nyfgdte dersom mgdrene har et
hagyt fiskeinntak (Hibbelet al, 2007; Okeret al, 2008).

Oftest knyttes forklaringen pa hvorfor det er satsa spise feit fisk til et hgyt innhold
av de langkjedete flerumettede omega-3 fettsyreoesapentaensyre, EPA, 20:5 n-3, og
docosaheksaensyre, DHA, 22:6 n-3, (Dyerbetrgl, 1978; Harriset al, 2008; Mozaffarian
& Wu, 2011). Mager fisk som inneholder sma mengded langkjedete omega-3 fettsyrer,
har ogsa vist seg a ha positive helseeffekter (Kimut 2012) og flere har i de senere ar stilt
spgrsmalet om det bare er omega-3 fettsyrene semagjsjgmat er sunn (Schiepeitsal,
2010; Lund, 2013). Sjgmat kan veere en god kildeémn av de fettlgselige vitaminene A, D,
E og flere vannlgselige vitaminer somyBg Bs. | tillegg kommer andre mikronaeringsstoffer
som mineralene fosfor, selen, sink, kalium, jochmgnesium (Ruxton, 2011). Sma pelagiske
fisk, for eksempel ansjos og brisling, er en spegad kilde for kalsium og fosfor fordi man
gjerne spiser fisken hel (Roes$ al, 2007). Selen i sjgmat har hgy biotilgjengeligfiaix et
al., 2004) og det er blitt foreslatt at noen av deséfelrdelene man har tilskrevet omega-3
fettsyrer kanskje kan komme fra selen (Betral, 2009). Sjgmat inneholder ogsa spesielt
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mye av den frie aminosyren taurin som er blitt tortet med positive helseeffekter (Elvevoll
et al, 2008).
Sjgmat inneholder omtrent like mye protein som kiyre, cirka 20 % (Ruxton, 2011)

og kvaliteten med hensyn pa essensielle aminosyregsa tilsvarende gode (Tabell 1).

Tabell 1. Innhold av essensielle aminosyrer (mg/g protedg ulike proteinkilder fra Damodaran
(2008).

Aminosyre Fisk Oksekjatt Egg Melk Ris Erter
Lysin 91 89 70 34 71
Tryptofan 11 12 17 11 9
Histidin 35 34 22 21 26
Fenylalanin+Tyrosin 76 80 93 94 76
Leucin 77 81 86 77 70
Isoleucin 48 48 54 40 41
Threonin 46 46 47 34 36
Metionin+Cystein 40 40 57 49 24
Valin 61 50 66 54 41
Totale essensielle 485 480 512 414 394
aminosyrer

Proteininnhold (%) 19 18 12 7,5 28

Proteiner fra dyr og fisk har generelt hgyevaliket enn vegetabilske proteiner. Proteiner
fra korn og belgfrukter er ofte mangelfull pa mimst essensiell aminosyre. For eksempel,
kornslag som ris, hvete, bygg og mais inneholderyisin men har hgyt innhold av metionin,
mens for belgfrukter er det motsatt (Tabell 1).

Karbohydrater, fett og protein er makroneering$stofi et vanlig kosthold.
Karbohydrater (stivelse) kommer fra planter menst feommer bade fra planter,
dyreprodukter og fisk. Hovedkilden til proteineet vanlig kosthold er kjgtt, egg, melk og
fisk. Flere vitenskapelige studier har i de sétene vist at et for hgyt inntak av rgdt kjatt og
bearbeidet kjott kan fore til gkt sykdomsrisiko dgdelighet av visse krefttyper og
hjertekarsykdommer (Sinhat al, 2009; Bernsteiret al, 2012). Kostholdsanbefalinger er
derfor at man begrenser inntaket av rgdt kjgtt @gytbeidet kjatt (Nasjonalt rad for ernaering,
2011). Arsakene til at et hgyt inntak av slike prkigr kan gi negative helsemessige effekter
er ikke kjent, men man vet at de kan ha et reldtextt innhold av mettede fettsyrer og at de
har et hgyt innhold av jernholdige proteiner som dgn rgde fargen. Jern er en sterk
prooksidant som kan gi opphav til potensielt skiagelreaktive oksygenprodukter. Nye
studier tyder pa at spising av mager fisk som talaglig bidrar til & hemme utviklingen av
type 2 diabetes (Ouellet al, 2007; Rylandeet al, 2014). Noe overraskende er det ogsa at
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selv sma mengder torskeproteiner, 3 eller 6 gragy/da tilstrekkelig for & redusere LDL-
kolesterol, forbedre glukosetoleransen, gke muskeden og redusere kroppsfett hos
overvektige personer (Vikgrest al, 2013).

Det er en viktig forskjell i proteintypene i fiskeiskel og kjgtt (Tabell 2). Kjatt
inneholder betydelig mer bindevev enn fisk. Arsakgger i bade muskeoppbyggingen og at
landdyr ma holde seg oppreist og blir mer pavirkettyngdekraft mens fisk lever i et
"vektlgst” miljg.

Tabell 2. Fordeling (%) av ulike proteingrupper i muskel $tarfe og fisk fra Espe & Lie (2001).

Dyr Myofibrilleert Sarkoplasmatisk Bindevevsprotein
protein protein

Storfe 39 -68 16 — 28 16 — 28

Fisk 70 — 90 10 - 25 3-10

Ofte hevdes det at det er tyngre a fordeye kjoit fisk og dette forklares gjerne utfra
mengden bindevevsproteiner, dvs. i hovedsak katlaga vidt vi er kjient med sa er det ikke
dokumentert at kjatt fordgyes vanskeligere enrekgitt.

Hovedmalet med oppgaven var & sammenligne fordeyelv fiskemuskel og
dyrekjatt. | denne studien ble brukt filet fra geollachius vireny og ytrefilet fra storfeos
Taurug.

- Etin vitro fordagyelsessystem bestaende av simulert magegaserofase ble benyttet.

- Bade ra og varmebehandlede praver ble undersgkt.



GENERELL BAKGRUNN

2 Generell bakgrunn

2.2  Muskelkjemi i fisk og dyrekjatt

2.2.1 Struktur
Struktur og oppbygging av fiskemuskel og dyrekjat ganske forskjellig. Ulike

arrangementer av muskelceller og bindevev er a\ufgemgdyrets miljgomgivelser og maten
det beveger seg pa (Foegeditgal, 1996). Hos pattedyr kan en dele inn skjelettmerskl
mange ulike typer; ytrefilet, indrefilet, rundbifetc. Disse musklene er omgitt av
bindevevshinner som gar over i sener som i sin limdes til i knokler (Figur 1).
Grunnenheten i en muskel er muskelfiberen, sonméarey, smal, flerkjernet celle omgitt av
en cellemembran; sarkolemma. Sarkolemma har mamguktninger som danner
transversell system kalt T-tubuli, og bidrar til muskelen kan respondere som en enhet.
Muskelfiberen bestar av grupper av proteintradétr kgofibriller, som er 1-2um i diameter

0g er omgitt av cytoplasma kalt sarkoplasma i miiSkéubuli, sarkoplasmatisk retikulum (et
membransystem inne i muskelcellen) og ulike organélysosomer, mitokondrier).

Myofibrillene bestar av tykke og tynne proteinfilanter, hovedsakelig myosin og
aktin. Det er myofibrillene som gir muskelen deertgtrippete design med mgrke og lyse
band, henholdsvis A- og | band. Bade tykke og tyfilaenenter er tilstedet i A-band mens |-
band utgjeres kun av de tynne filamentene. | @leégnidten av A-band finnes en lysere H-
zone, omrade uten overlapping av de tynne og tyiiaeinfilamentene i en avslappet
muskel, som er igjen delt av en mgrkere M-linje.lien knytter sammen og bidrar til
opprettholdelse av den riktige geometriske posasjotil de tykke filamentene i en sarkomer.
Sarkomeren er en kontraktil enhet i myofibrill agdet materialet som er lokalisert mellom to
Z-linjer. Hver I-band deles av en markere Z-linja fivilkken de tynne filamentene strekker
seg utover i begge retninger.

En muskelfiber er i tilegg omgitt av en tynn bindgshinne endomysium som blir
forankret til sarkolemma via en basalmembran, etlaméag imellom sarkolemma og
endomysium. Muskelfiberen kan veere fra fa til fleemtimeter i lengde og fra 10 til 100 pm i
diameter. Muskelcellene i fisk er sjelden over 2 lamg. | pattedyr kan muskelcellene veere
opptil 30 cm lange (Coultate, 2009). Grupper av kelfdore danner en muskelbunt som er
omgitt av en tykkere bindevevshinne, perimysium, grgpper av muskelbunter former
muskel (Foegedingt al, 1996). | fisk gar muskelbuntene fra myoseptadooynmata) til
myosepta (Figur 2). Hele dyremuskelen er omgitteavtung bindevevshinne, epimysium.

4
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Ved dyremuskelens ende slutter bindevevshinneneaegnen i sener som fester muskelen

til skjelett.

Epimysium —
" J= Endomysium
Tendon libres __.-"'".. = s ,‘i
Epitendingum — -_ [#— Musche fibre
/’.—::::‘ =
e |-
e =

Perimysiem

Thin (actin) filamant

Thick (myosin} fllamem

Figur 1. Skjematisk fremstilling av dyremuskel, samt oppdiyg og struktur av en myofibrill
modifisert etter Widmaieet al.(2006) og Eskiret al.(2013).

I motsetning til pattedyr mangler fisk senefesmnsobler muskelen til skjellet. Den
ulike muskelstrukturen i fisk er blant annet knittaot deres saeregne bevegelsesmate.
Fiskemuskel hos beinfisk danner fileten som ertenlateral muskel pa hver side av kroppen
(Figur 2). Bunter av muskelfibre er ordnet i segteersom er formet som en liggende W.
Hvert segment, ogsa kalt myotom, er omgitt av emntpindevevshinne, myocommata
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(myosept). Det vil si at hos fisk er epimysium ettt med myocommata. Myocommata er
ogsa festet til fiskens ryggvirvel og skinn.

Generelt har fisk to ulike typer muskelvev: den keg(rgde) og den lyse (hvite)
muskeltypene. Hos de fleste fiskeslag bestar dastst parten av fiskefileten av hvit muskel
og det rgde muskelvevet er lokalisert like undénrskangs sidelinje pa hver side av kroppen.
Den rgde muskelen har aerob metabolisme med retétiblodtilfarsel som gjar at muskelen
far markere farge. Andel av den mgarke muskelenevwari og avhengig av fiskens
aktivitetsniva. Hos pelagiske fisk, for eksempéld g makrell som sveammer relativt
kontinuerlig, utgjer den aerobe mgrke muskelen etydelig andel av filetene. Hos
bunnlevende fisk er andelen av den mgrke muskelehgvis liten.

Den endelige muskel-pH hos pattedyr og fisk er mglge av ernaeringsstatus.
Ubegrenset fadetilgang farer til gkt glykogenmengdeiskel og deretter til en lav endelig
pH i muskel. Den anaerobe degradering av glykodemaktat vil foregda sa lenge de
glykolytiske enzymene ikke er inaktivert pa grunnden lave pH som oppstar (Lawrie &
Ledward, 2006). Alternativt sa vil glykolysen fogéedil glykogenet er brukt opp. | fglge
Lynum (2005), generelt, inneholder fiskemuskelenndre glykogen (opptil 0,5 %)
sammenlignet med pattedyr (cirka 1 %). Det er edlvinkende arsak til et mindre pH-fall
post mortem hos fisk sammenlignet med landdyr. \Etnged riktig tilgang pa for far gjerne
en endelig muskel-pH pa cirka 5,5. Hos vill tordik pH gjerne cirka 6,8 mens oppdrettstorsk
far pH rundt 6,2 (Kristofferseat al, 2006).

MMyosept

Figur 2. Skjematisk fremstilling av fiskemuskel modifisetter Eskiret al. (2013) og Lynum
(2005).
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2.2.2 Sammensetning
Den kjemiske sammensetningen i fiskemuskel varigvbengig av art, kjgnn, alder, levested,

arstid, ernaeringsstatus og aktivitetsniva.

Tabell 3. Kjemisk sammensetning av muskel i fisk og okselgaer Huss (1995).

Bestanddel Fisk (filet) Biff (muskel)
Normal variasjon (%) (%)
Vann 66 — 81 75
Protein 16-21 20
Lipid 0,2-25 3
Karbohydrat <05 1
Aske 1,2-15 1

Bade fiskemuskel og dyrekjatt bestar hovedsakeligrateiner og vann (Tabell 3).
Mestepart av vannet finnes inne eller mellom musKkr, men noe vann er ogsa bundet til
proteiner. Lipidinnhold er den mest varierende komgnten og i muskel blir variasjonen
reflektert med endringer i vanninnhold, men til saem vil vann og fett utgjare cirka 80 % av
muskel (Huss, 1995; Strasbuwegal, 2008).

Proteininnhold i muskel varierer i mindre grad sasniignet med fettinnhold.
Imidlertid kan mengden protein variere sterkt itendle fisk og fisk i forskjellige stadier av
kignnsmodning. Uten tilgang pa fade i lengre tic Kisken benytte sitt muskelvev, og det
resulterende proteintappet erstattes med vann.iNianoldet i muskel kan stige opptil 95 % i
levende, men alvorlig sultet torsk (Foegedii@l.,1996).

Proteiner i muskel kan bli kategorisert etter smsdlighet eller biologisk funksjon
(Strasburget al., 2008). Den sist nevnte klassifisering er knyttabt mproteinets rolle i
muskelstruktur, kontraksjon, metabolisme etc. Bapér proteinets lgselighet og celluleer
plassering kan muskelproteiner deles inn i tre peup strukturelle (myofibrilleer),

sarkoplasmatiske og bindevevsproteiner (Huss, 198&sburget al.,2008).

Strukturelle proteiner

Strukturelle (myofibrilleere) proteiner, for ekserhpktin, myosin, tropomyaosin, titin, nebulin,
bygger opp det kontraktile systemet i skjelettmuisioen er ansvarlig for muskelbevegelser.
Aktin og myosin er hovedkomponenter i henholdsyime og tykke filamenter og til sammen
utgjer cirka 40 % av totalt innhold av muskeproteag 65 % av totalt innhold av
myofibrilleert protein (Strasburgt al, 2008). Ved dgdsstivhet lases aktin og myosirettil

aktomyosinkompleks. Titin er den tredje mest forakeende myofibrilleer protein.
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Strukturelle proteiner er lgselige i saltlgsningezd ionestyrke> 0,5 M (Huss, 1995), noe
som gjgr at den lave fysiologiske saltkonsentrasjoif0,15 M) i muskelvev forhindrer
opplasning av myofibrillzere proteiner i sarkoplagi@aasburget al, 2008). Det isoelektriske
punktet til proteinene er rundt pH 4,5 — 5,5 (HuE395). Ved denne surhetsgraden er de

myofibrilleere proteinene ladningsngytrale og har Beeste Igselighet og vannbindingsevne.

Sarkoplasmatiske proteiner

Sarkoplasmatiske proteiner er lgselige i ngytraldesninger med ionestyrke < 0,15 M. De
fleste sarkoplasmatiske proteiner er enzymer sordeia cellenes metabolisme (Strasbetg
al., 2008). Innholdet av noen sarkoplasmatiske pretekan variere avhengig av art, rase,
muskelfibertype, alder til dyret og individuell geikk. For eksempel, myoglobin finnes i
mindre mengder hos en kalv noe som gjgr at kjateblekere fargen i forhold til en voksen
okse. Den hvite muskeltypen i fisk inneholder litejoglobin, mens hvalmuskelen kan

inneholde opptil 70 % myoglobin av sarkoplasmagisiteininnhold.

Stromaproteiner og bindevev
Bindevevsproteiner ogsa kalt stromaproteiner (keta retikulin og elastin) er ulgselige
under de vanlige betingelser for ekstraksjon slikmsngytral pH, lavt eller hgyt
saltkonsentrasjon og lav temperatur (Strasbatgal, 2008). Stromaproteinene danner
bindevevslag og innhold av bindevevsproteinenesvarimed arten, alder og muskel.
Bindevev er et dynamisk rammeverk som binder sammeskelcellene, gir mekanisk
styrke og stgtte til muskelen samt opprettholdasteitet. Bindevev i muskel oppstar som
intramuskulaer bindevev (intramuscular connectigsu@, IMCT), som i sin tur bestar av
ekstracellulaer matriks (ekstracellular matrix, EGdd)celler slik som fibroblaster (produserer
kollagen, retikuleere og elastiske fibre, proteoglydr), adipocytter (fettceller) og makrofager
(forsvarsceller). ECM i muskel inkluderer kollagetastin, proteoglykaner og glykoproteiner.
Den bidrar bade til muskelstgtte og til kontroll alike biologiske prosesser som vekst,
reparasjon av vev, differensiering, adhesjon ogenigg av celler (Strasbukg al, 2008).
Bindevevens hovedkomponent er glykoproteinet keltagden spiller en viktig rolle
knyttet mot seighet av kjgtt. Hos landlevende plttdinnes mye kollagen i sener, skinn,
bein, vaskuleer system og i muskelens bindevevshinf®@egeding et al., 1996).
Kollagenandel i pattedyr tilsvarer cirka en tredjeeller mer av totalt proteininnhold og cirka
10 % av muskelprotein. Fisk har et lavere innhel&alagen sammenlignet med landlevende
pattedyr, omtrent en tiendedel av kollagen i rgdttk Eskinet al, 2013). | fiskemuskel er
mye av kollagen lokalisert i myocommata (Dunaj$&i80).

8
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Oppbyggingen av kollagen er vist i Figur 3. Amine@sekvensen i polypeptidkjeder
som danner prokollagen er sammensatt av gjentakieipeéptid med hovedsekvens (Gly-X-
Y)n, hvor X oftest er prolin og Y ofte er enten hydsggrolin eller hydroksylysin (Strasburg
et al, 2008). Denne repeterende sekvensen, hvor hedjietaminosyre er glysin, danner en
lang a- polypeptidkjede som former en venstrehendt helikepokollagen, en hgyrehendt
trippelheliks, dannes ved at peptider ved prokelteds N- og C- terminale ender fjernes av
henholdsvis N- og C- terminale peptidaser. Flempdkollagenmolekyler, arrangert i
parallelle rader, danner en kollagenfibrill. Gruppav kollagenfibriller danner en
kollagenfiber (Hendrikseat al.,2006).

Gan COL1AY
OH 'I:IH l‘ |]-}H
Polypeptid I:'ys- i-" F"n| I -.fs r-t F'n:|| [ Lys | F'r-;:u | L'.s_'-r_igﬂ
- _7 4
| Gly Ghy |
F‘epndam l.

!
Foosiiionn 0\‘.3,_’7"@,._’7‘23._’7’&._’7‘2\

Oksidaser

Hydroksylaser l

Koflagentibrill
Kollagenfibar S

Figur 3. Oppbyggingen av kollagen fra Hendriksstral. (2006).

Den mekaniske styrken til bindevevet bestemmes aysskindinger mellom
tropokollagentradene. Det er to typer av kovalebitedinger: divalente og trivalente. |
utgangspunkt er de divalente kryssbindingene rebase og varmelabile, men med gkende
alder til pattedyr omdannes de til mer varmestaikle reduserbare trivalente kryssbindinger
(Strasburget al, 2008). | tillegg sa gker antallet av kovalemtimolekylaere kryssbindinger
med alderen i dyrekjgtt, noe som bidrar til gkttigeighet hos eldre dyr (Strasbuegal,
2008; Coultate, 2009) Hos fisk skjer det motsatsor fisk har svakere kollagen i

myocommata og faerre kryssbhindinger enn i kollageslhen fisk (Strasburgt al.,2008). Pa
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den andre siden inneholder eldre fisk mer kollagemiskelen, en tykkere myocommata, enn
yngre fisk.

Fisk er tilpasset omgivelser med lavere temperaioe, som bidrar til at fiskekollagen
er mindre varmestabilt og mer Igselig enn kollafyarkjatt.

Kollagen er en av de fa proteiner som inneholdaresmengder av hydroksyprolin og
det er mer prolin og hydroxyprolin i pattedyretdl&gen enn i fiskekollagen (Foegedieg
al., 1996). Kollagen er ogsa nesten fri for tryptopk@masburget al, 2008). Hagyt innhold av
slike aminosyrer som glycin, prolin, alanin, hydyprolin og fraveer av flere essensielle

aminosyrer gjgar kollagen til en darlig proteinkilfile mennesker.

2.3 Fordgyelsessystem
Menneskets fordgyelsessystem bestar av magetaraekaimunn, svelg, spisergr, magesekk,

tynn- og tykktarmen) og tilliggende organer (spjttel, lever, gallebleere, bukspyttkjertel)
som skiller ut stoffer i magetarmkanalen (Widmadeal, 2006). Far kroppen kan absorbere
maten ma den brytes ned bade mekanisk og kjemisknn® opplgsnings- og
nedbrytningsprosess - fordgyelsen - oppnas vedrkming av saltsyre i magesekken, gallen
fra leveren, og flere enzymer som blir utskilt aet cecksokrine systemet. | tillegg vil
muskelsammentrekninger i magetarmkanalen fgre mgjennom fordgyelsessystem og

blande den med ulike sekreter. Skjematisk oveeikiuman fordgyelse er vist i Figur 4.

Mouth

* Chewing and mixing with saliva

Stomach

* pH 5-7 . :
* Mechanical and enzymatic processing of

ingested bolus
o pH1-5

* Transit time: 10s—2 min

« Salivary enzymes (amylase, lingual
lipase)

 Transit time: 15 min — 3 hours

* HCl, pepsin, gastric lipase

Small intestine

« Breaking down of macromolecules
and absorption of nutrients

« pH6-7.5

Colon

* Microbial fermentation of undigested
| food and water reabsorption

« pH 5-7

* Transit time: 2 — 5 hours

» Pancreatic juice, bile, NaHCO4
* Transit time: 12 — 24 hours

* Microbiota

Figur 4. Generell oversikt over fordgyelsessystem hos nskandra Guerrat al.(2012).
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2.3.1 Munn
Fordgyelsen starter i munnen hvor maten blir tygd tl mindre biter og fuktet av spyttet

som blir produsert av spyttkjertler. Spyttet innleleo cirka 99 % vann, under 1 % mineraler
og omtrent 0,1 — 0,2 % proteiner (Mcclements &4010). Proteinfraksjon i spyttet bestar av
flere ulike enzymer (amylase, lingual lipase), laakiterielle proteiner, immunoglobuliner og
muciner. Mastikasjon (tygging) av mat er et kortygd O sek — 2 min), men viktig trinn for
fordgyelsen (Guerrat al, 2012). Vannet i spyttet fukter matpartikler hvauciner binder
tygd mat til en sammenhengende og glatt bolus.eDgtir det lettere & svelge maten og ved
hjelp av peristaltiske muskelsammentrekninger arteres bolusen gjennom spisergret til
magesekken (Mcclements & Decker, 2009; Guetral, 2012).

2.3.2 Magesekk
Magesekk er et sekklignende, J-formet organ lo&dlimellom spisergr og tynntarmen (Figur

5). Den deles inn i fire soner: fundus, body, amtrag pylorus (Kong & Singh, 2008). |
magesekken blir maten lagret, opplgst og delvisidgd til mindre partikler fgr den
porsjonsvis blir viderefart til tynntarmen (Widmaiet al., 2006). Den maksimale stgrrelsen
pa partiklene som kan passere via pylorys til tgrmen er omtrent 1 — 2 mm og partiklene av
stgrre dimensjoner forblir i magen til videre nedbng (Kong & Sign, 2008).
Nedbrytningen av mat og blanding av bolus med nafgesuliggjgres ved hjelp av
muskelkontraksjon som blir generert av den distadgyesekkdelen. Inntatt mat kan forbli i
magen fra 15 min til 3 timer, avhengig av dens ndengammensetning, struktur og andre
biologiske faktorer (Guerret al, 2012).

Cardia —\— .

| |

Pylorus | Body |

Duodenum _‘_ ( '\ Antrug - /
\ R \\ __//

\\.

\ ) ——

Figur 4. Magesekk inndelt i ulike soner fra Kong og Sirigi08)
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Magesaften bestar av magesyre, slim, mineraler avdafelsesenzymer (pepsin,
gastrisk lipase). Det utskilles cirka 2 liter sgtes(0,1 M) hver dag. Surhetsgrad i magesekken
ligger ved pH 1 — 3 under faste, men etter fgdakkan gke til 4,5 - 5,8, og deretter innen en
time blir redusert igjen til mindre enn 3,1 (Dressm 1986). Den tiden som kreves for &
gjenopprette surhetsgradsnivd som var under fagtenger primaert av.sammensetning og
inntatt mengde av mat, mens inntatt fgde-pH er andra betydning (Kalantzet al, 2006).
Den lave pH verdien i magesekken har en rekkegekfisiologiske roller, for eksempel a
aktivere pepsinogen til pepsin, denaturere proteireg drepe mikroorganismer.
Pepsinkonsentrasjon i magesaften ligger ved citBao 1 mg/ml (Kong & Singh, 2008).
Pepsin bidrar til nedbrytning av proteiner (cirk@ % av total proteininnhold) til kortere
polypeptidkjeder og er ogsa viktig ved fordayelsekallageninnholdende kjgtt (Widmaiet
al., 2006).

2.3.3 Tynntarm
Tynntarmen er et rgrlignende fordgyelsesorgan isélmellom magesekken og tykktarmen,

og kan veere fra 2,7 til 4,5 m larig vivo og har diameter pa 2,5 cm (Saladin, 2010).
Tynntarmen bestar av tre segment: duodenum (tglefiarmen, de farste 25 cm etter
magesekken), den midterste delen av tynntarmeonyej), og det nederste og lengste

tarmsegmentet, ileum (Figur 6).

Small
intestine

’ Duodenum
Jejunum

lleum

Figur 5. Skjematisk fremstilling av tynntarméhttp://histologyolm.stevegallik.ordnentet

04.04.2014

| tolvfingertarmen blandes kymus ("magefelling”) dordgyelsesvaesker fra bukspyttkjertel,
galleblaeren og tynntarmens kjertler. Bukspyttkjede en avlang kjertel som finnes bak

magesekken og har bade endokrin (indresekretoigk@ksokrin (ytresekretorisk) funksjon.
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Hver dag sekreteres mellom 1200 og 1500 ml buksaytt er en alkalisk blanding av vann,
enzymer, natriumbikarbonat og andre biologiskefstafSaladin, 2010). Natriumbikarbonat
ngytraliserer pH i den sure kymus fra magesekk&raspH gker fra 1 — 3 til rund 5,8 — 6,5 i
duodenum (Mcclements & Li, 2010). Tynntarmscellkiller ut cirka 1 — 2 liter tarmsaft,
spesielt i respons til hgy surhetsgrad og mengd&oimmende kymus. Tarmsaften bestar av
vann, mukus og i mindre mengder enzymer. Den har7pH- 7,8 og er ogsa med pa &
ngytralisere pH i tarminnholdet (Saladin, 2010)véren er den starste kjertelen (cirka 1,4 kg)
i kroppen som er lokalisert i den gverste delemladomen og bidrar i fordgyelsesprosessen

med a sekrere galle som blir lagret i galleblaaneiommalstid.

2.3.4 Tykktarm
Tykktarmen bestar av tre hoveddeler: blindtarmem, égentlige tykktarmen og endetarmen.

Tykktarmen ligger som en ramme rundt tynntarmerogmtrent 1,5 m lang (Saladin, 2010).
Tykktarmens funksjon er a ta opp vann fra tarmindéip og delvis ogsa lagre feces
(avfaring) frem til defekasjon (uttgmming av endetan). Mestepart av vannet i tarminnhold
blir absorbert, og kun 50 — 200 ml tapes med f¢eeslersemt al, 2012). Det er sa mye som
1 kg med bakterieflora i tarmkanalen og det mesteliase bakteriene (omtrent 800 arter)
finnes i tykktarmen (Saladin, 2010; Pederseinal, 2012). Bakteriene fordgyer flere
polysakkarider, for hvilke vi mangler fordgyelsesgmer, og vi absorberer de resulterende
sukkere. Noen bakterier syntetiserer ogsa B-vitamipg vitamin K som blir absorbert i
tykktarmen. Transisjonstid for tarminnholdet gjenmtykktarmen kan veere fra 12 til 24

timer og surhetsgrad ligger fra pH 5 til 7 (Guestal, 2012).

2.4  Proteinfordgyelse
Under fordgyelsen blir proteinene spaltet til fminosyrer, dipeptider og tripeptider for de

blir transportert gjennom tarmslimhinnen. Di- ogpéptider blir deretter hydrolysert
intracelluleert (i tarmcellene) til frie aminosyréar de blir sendt videre i blod. En voksen
person ma innta 40 — 50 g protein av god kvaliegtdag for a sikre tilfarsel av de essensielle
aminosyrene (Wildmaier, 2006). Pepsin i magesekiegrynner a bryte ned proteiner i maten.
Saltsyren denaturerer matprotein og denne struktinirggen gjar peptidbindinger i proteinene
mer lett tilgjengelig for fordgyelsesenzymer.

Pepsin hydrolyserer peptidbindinger mellom tyrosm fenylalanin, og 10-20 % av
inntatt protein blir bearbeidet til kortere polypieler og et mindre antall av frie aminosyrer

(Saladin, 2010). Den optimale pH for pepsinaktivéerundt 1,5 - 3,5, noe som gjgr at dette
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enzymet blir inaktivert i tolvfingertarmen nar debmmer i kontakt med det basiske

bukspyttet. Proteinfordgyelse (generelt oversikfyemstilt i Figur 7.

Mouth

& 000999, Ingen kjemisk fordgyelse

8 G )
- T - av proteln
§ Protein o. o

H/N\H

oo Protein § R o, _ )
e Pepsin hydrolyserer protein

ot e e o R bl
o %
vy o *‘%Q%JC\OH il mindre polypeptider
O\\ HO rd% H\N"

Small intestine
Actions of pancreatic enzymes

0. o O oM

/ : Trypsin og chymotrypsin

\\C //O . .
P g;' ool o o bryter ned polypeptider til
T 1o w7 w4 “on  mindre oligopeptider
HE S EH = HE v .

H/

H .
“N-399, C//O
H/

g Sy w-C
SN-P9, oy . ::N%cng
il o \%N,H He 5
e H e C,
Polypeptides HO' Oligopeptides
o o ° Karboksypeptidase fjerner

Rk . .
H;chfp _.L /ch,,o Z ,H/N-@;.,B e Z e en aminosyre fra
H “OH H NOH H “OH ol \OH
karboksylenden av
oligopeptid

Small intestine
Actions of brush border enzymes (contact digestion)

Karboksipeptidase i
bgrstesgmmen fortsetter a

Tl ;%Carboxypeptidase Aminopeptidase Dipeptidase
N o s ® o He ok o spalte av aminosyrer fra
H,Nﬂ:@-c’/ ' 9ee-c? N0 P Yy

~OH 0y H karboksylenden.
Aminopeptidase ved
barstesgmmen spalter av
aminosyrer fra aminoenden.

Dipeptidase spalter dipeptider
til to separate aminosyrer

Blood capillary
of intestinal villus

Figur 6. Proteinfordgyelse — generelt oversikt fra Saladt@10). Aminosyrer blir absorbert av
tarmepitelcellene (enterocyttene). Ogsa sma paptitie absorbert av tarmepitel. Disse blir s&
hydrolysert intracelluleert til aminosyrer.
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Pankreassekretet inneholder den inaktive formetnyagin, chymotrypsin, elastase og
karboksylpeptidase. Trypsin blir dannet fra trypgian som fglge av aktivitet til enzymet
enterokinase fra tarmveggen. Deretter virker tnygisiautokatalytisk, altsa fremskynder sin
egen omdannelse fra trypsinogen, samtidig somkiieeaer de andre enzymene (Figur 8).

De pankreatiske enzymene i tynntarmen vil fortsqiteteinfordayelsen ved a
hydrolysere polypeptider til enda kortere oligopégt Trypsin, chymotrypsin og elastase
spalter peptidbindinger inne i peptidkjeden. Trypsplitter peptidbinger med lysin eller
arginin, mens chymotrypsin spalter bindinger merb&ksylgruppen fra tyrosin, fenylalanin
og tryptofan. | motsetning til de tre sistnevntezygnene som er endopeptidaser, er
karboksypeptidase en eksopeptidase, og bidrar etlbrytning av oligopeptider til frie
aminosyrer ved a fierne den ytterste aminosyren aredarboksylgruppe. | tillegg blir de
peptidblandingene, som er nedbrytningsprodukter efttivitet til de pankreatiske enzymene,
hydrolysert til frie aminosyrer av enzymer pa tyamoverflate fgr absorpsjon. Det finnes
minst 20 ulike slike enzymer som klgyver peptidimger pa ulike steder. Aminopeptidaser
og dipeptidaser er blant dem. Aminopeptidasenetespalr en aminosyre fra peptidkjedens

aminoenden, mens dipeptidasene splitter dipeptieseparerte frie aminosyrer.

Trypsinogen <+—
Enterokinase 1
Trypsin ——
Chymotrypsinogen l _ Chymotrypsin
Proelastase ; Elastase
Prokarboksypeptidase A ,  Karboksypeptidse A

Prokarboksypeptidase B Karboksypeptidase B

Figur 7. Aktivering av inaktive proteaser (proenzymer) femgreas modifisert etter Krogdahl (2001).
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3 Materialer og metoder

3.1 Materialer

Ferske fileter (a cirka 0,5 kg) av sé&ldllachius viren¥ ble kjgpt hos Draggy AS, Tromsg i
september 2013 og transportert pa is til Norgdeefisggskole. Ytrefilet (0,78 kg, X-tra,

Norge, vakuumpakket 26.08.2013) av stoBeg Tauruy ble kjgpt samtidig hos Jekta Coop
Obs, Tromsg. Bade fiskefileter og storfekjgtt blevipakket ved bruk av stavmikser og fryst
ned (- 58C) i sma porsjoner (25 gram) i plastposer («zigk#dnntil videre analyse. Far

hydrolyseforsgkene ble en porsjon tint over néjpleskap (+7C) og homogenisert manuelt

far forsagk.

3.2 Kjemikalier

Pepsin fra gris (P7125), Pancreatin fra gris (P),7BOvine serum albumin (A 7906), Folin
Ciocalteusfenol reagens (F9252), Natriumkarbonat (S7795)klameddiksyre (33731), L-

tyrosin (T3754), Dinatriumhydrogenfosfat dodekalagdi30414), Natrium dihydrogenfosfat
dihydrat (71500), DL-Norleucin (N1398) var fra Sigr{Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA).

Borsyre (1.00165), Bromkreosolgrgnn (1.08121), Kafjsulfat pentahydrat
(2.02790), Natriumhydroksid (1.06498), Natriumhydsidl 32 % (1.05590), Natriumsulfat
(1.06649), tri-Natriumcitrat dihydrat (1.06448), IKennatriumtartrat tetrahydrat (1.08087),
Metylradt (1.06076), saltsyre (20252), svovelsyk®Q731), petroleumsbensin (1.00909) var
fra Merck KGaA (Darmstadt, Tyskland).

Lithium Citrate Loading Loading buffer (pH 2,2) via Biochrom Ltd (Camridge,
England). Kjeltabs (15270018) var fra Foss Anabjt&B (HOganas, Sverige).

3.3 Metoder
Fordayelsesforsgkene ble gjennomfert i to hovedltriforst et trinn som simulerer
fordgyelsen i magesekken og deretter fordgyeldgnritarmen, dvs. sakalt gastrointestinal
fordgyelse (Gl fordgyelse), modifisert etter Jensieal. (2009).

Forsgksoversikt samt konsentrasjon av fordgyelzgeser benyttet under

hydrolyseforsgkene er gitt i Tabell 4.
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Tabell 4. Hydrolyseforsgkene. Startkonsentrasjon = enzymkuragjon i lgsning tilsatt til muskel
(mg pepsin/ml 0,01M HCI; mg pancreatin/ml 0,2 M Klanfosfat buffer). Sluttkonsentrasjon =
enzymkonsentrasjon i lgsning med muskel (mg/mllnalsjonsigsning).

Forsgks Avsnitt i Konsentrasjon av tilsatt enzymer
nummer Forsaks navn resultat (mg/ml)
delen startkonsentrasjon | sluttkonsentrasjon
pepsin pancreatin | pepsin pancreatin
1 In vitro tarmfordayelse av ra 4.2 4 0,8
fisk og ratt kjatt
2 In vitro Gl fordgyelse av ra 4.3 3 4 3 1,05
fisk og ratt kjatt
3 Inaktivering av enzymer 4.4 0,3 0,4 0,3 0,07
4 In vitro Gl fordgyelse av ra 45 0,3 0,4 0,3 0,1
fisk og ratt kjgtt med redusert
konsentrasjon av
fordgyelsesenzymer
5 In vitro Gl fordgyelse av 4.6 0,3 0,4 0,3 0,1
varmebehandlede produkter
5.1 In vitro Gl fordgyelse av 46.1 0,3 0,4 0,3 0,1
varmebehandlede fiskemuskel
og kjatt
5.2 Sammenlignendm vitro Gl 4.6.2 0,3 0,4 0,3 0,1
fordgyelse av
varmebehandlede og ra
fiskemuskel og kjatt

3.3.1 Invitro tarmfordgyelse
| et innledende forsgk (Forsgk 1) ble fordgyelsenkgstt og fiskemuskel i enn vitro

tarmfase undersgkt.

Beskrivelse av Forsgk 1 skissert i Figur 9

1. Oppmalt muskelprgve (2 gram) i 50 ml sentrifuger@alcom Blue MaX"
Polypropylene Conical Tube, Becton Dickinson LaleyddJ, USA) ble tilsatt 20 ml
MilliQ-vann og 5 ml 0,2 M Natriumfosfat buffer (pM,5) med 4 mg/ml pancreatin.
Som kontroll ble det benyttet 5 ml buffer uten paatin. Et ekstra kontrollforsgk uten
tilsatt muskelprgve, men med enzym ble ogsa gjefmam Surhetsgraden til
inkubasjonslgsningen ble 7,3 — 7,4 og ble derfsteja med 1M NaOH til pH 7,5.
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2. Inkubasjonen ble gjennomfgrt i et varmeskap (Inkmbaype 8133, Termaks AS,
Bergen, Norge) ved 8 og konstant rgring (Rotamax 120, Heidolph instots,
Schwabach, Germany) ved 250 rpm.

3. Pa hvert uttakstidspunkt (0, 15, 30, 45 og 105 nfil® blandingen sentrifugert
(Heraeus Multifuge 1S-R, Thermo Electron corporati©sterode, Tyskland) ved
4500 g i 5 min (AC) far 2 ml av supernatant ble overfgrt til 2 mpepdorfrar (Brand
mikrosentrifugergr 780550, BrandTech scientific.inEssex, USA) og umiddelbart
varmet opp i en varmeblokk (Accu Blod&¥ Digital Dry Bath, modell 1100, Labnet
International inc., Edison, NJ, USA) ved°@5i 5 min.

4. Supernatantene ble avkjglt pa is for sentrifugef@entrifuge 5417 R, Eppendorf AG,
Hamburg, Tyskland) ved®@, 20000 RCF i 10 min. De nye supernatantene ble

deretter fryst ned (-5&) for analyse av lgselig protein og TCA-lgseligtpm.

2 gram fisk/kjatt + 20 ml MilliQ-vann
+ 5 ml (,2 M Natriumfosfat buffer (pH 5) meduter 4 mg/mlpancreati

\ 4

pH 7,5
37°C, 250 rpm
Sentrifugering 4500g, 5 min, 4°C
v v Y v
2 ml 2 ml 2ml 2ml 2 ml
0 min 15 min 30 min 45 min 105 min

Figur 8. Innledende forsgk med vitro tarmfordayelse av ra fiskemuskel og kjatt. Korifoosgk ble
gjennomfgrt uten tilsats av pancreatin. Et ekstratriollforsgk ble gjennomfart uten muskelprove,
men med enzym tilsatt.

3.3.2 Invitro Gl fordgyelse

Flere forsgk ble gjennomfgart etter oppsettet skissEigur 10 med noen modifikasjoner. |
Forsgk 2 og 4 ble fordagyelse av ra fiskemuskelatkjgtt sammenlignet mens i de andre
forsgkene var fokus pa & studere effekt av & bvakenebehandlet rastoff. Varmebehandling
ble gjiennomfart i en veieskal av aluminium i etraaskap (Inkubator type TS4115, Termaks
AS, Bergen, Norge) ved & varme 10 gram muskeldrag storfe ved50°C i henholdsvis 10
og 13 min. Veieskalen ble dekket med en lokk layehluminiumsfolie med kanylehuller. | et

separat hydrolyseforsgk (Forsgk 3) ble inaktiveangeksogene fordgyelsesenzymer studert
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ved & sammenligne mengden av lgselig protein (md/pilaver fra ra fiskemuskel (0, 60, 80
og 100 min) hvor enzymene ble inaktivert ved hjalpoppvarming til 90 - 9& og i de

prgvene hvor enzyminaktivering ble gjennomfart &eal/kjale pravene pa is.

2 gram fiskemuskel/kjatt
+ 30 ml 0,01 M HCI med pepsin

+ 5ml 0,2 M Natriumfosfat buffer (pH 8.0)
med pancreatin

\ 4

pH 4,0 pH 2,0

!

A 4

pH 7,0

!

37°C, 250 rpm

Sentrifugering 4500g, 5 (3) min, 4°C

\ 4

4ml 4ml 4ml 4ml 4ml 4ml 4ml
0 min 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min
" I\ _/
v v
Magesekkfase Tynntarmfase

Figur 9. In vitro GI fordgyelse. Som kontroll ble det kun bruktrarg muskel, 30 ml 0,01 M HCI og

5 ml 0,2 M Natriumfosfat buffer (pH 8,0).

| Forsgk 2 ble 30 ml 0,01 M HCI med 3 mg/ml pepsgn5 ml 0,2 M Natriumfosfat buffer
(pH 8,0) med 4 mg/ml pancreatin brukt for & imiteemholdsvis magesekk- og tynntarmfase.
| de neste forsgkene ble enzymkonsentrasjonen eddtiisO,3 mg/ml pepsin og 0,4 mg/ml
pancreatin, samt sentrifugeringstid av inkubasjtargbngen ble endret fra 5 til 3 min (Figur

10).

Beskrivelse av simulert gastrointestinal fordgyelsekissert i Figur 10

1. Oppmalt muskel (2 gram) i 50 ml sentrifugergr blsatt 30 ml 0,01 M HCI med
fikk pH pa cirka 4,0.
Kjottblandingen fikk en pH péa cirka 3,6 og ble @rsttil pH 4,0 med 1 M NaOH.

pepsin. Reaksjonsblandingen med fiskemuskel

Simulert fordgyelse ble gjennomfart i et varmeskagd konstant rgring (Rotamax

120) ved 250 rpm. Prgveuttak ble gjort ved 0 ognd®fordgyelse.

Etter 20 min fordgyelse ble pH i inkubasjonslgsnimgljustert til 2,0 med 1 M HCI

far nye 4 ml supernatant (40 min) ble tatt ut.
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3. Etter totalt 60 min inkubasjon ble det tatt ut gnpmgve far reaksjonsblandingen ble
tilsatt 5 ml 0,2 M Natriumfosfat buffer (pH 8,0) oh@ancreatin. Den endelige pH ble
6,2 — 6,7 avhengig av muskeltype og ble derforejagtl pH 7,0 med 1 M NaOH. Det
ble deretter tatt ut prgve etter totalt 80, 1029 min inkubasjon.

4. Kontrollforsgk ble gjennomfgrt uten tilsats av emzy.

5. Ved hvert prgveuttak (0, 20, 40, 60, 80, 100 og 1@80n) ble hele
inkubasjonslgsningen sentrifugert (Heraeus Mulgfug-R) ved %C, 4500 g i 5(3)
min. Supernatant (4 ml) ble overfart til 2 ml epgerirar og deretter ble enzymene
inaktivert ved & inkubere i en varmeblokk (Accu &d™ Digital Dry Bath, modell
1100) i 5 min med slutt-temperatur i blandingerk&i®(C. For & hindre overkoking
var det stukket hull i lokkene pa eppendorfrardderetter ble supernatantene holdt
nedkjglt pa is frem til den endelige sentrifugeeng(Centrifuge 5417 R) ved@,
20000 RCF i 10 min.

6. Supernatantene ble fryst ned @piHintil videre analyse.

3.4 Analyser

3.4.1 Konsentrasjon av lgselig protein
Proteinkonsentrasjon i supernatantene ble besterdifisert etter Lowryet al. (1951). | det

forste trinnet (Biuret) vil kopper danne et purpuget kompleks med to eller flere
peptidbindinger i nabostillinger. | det andre tetrvil fargen kraftig forsterkes ved at Folin
Ciocalteus fenol reagens reduseres mens aromadiskeosyrer, hovedsakelig tyrosin og
tryptofan, oksideres. Fargeintensiteten vil veerbeagig av antallet peptidbindinger og
mengden av de nevnte aminosyrene. Proteinkonsgmeasble bestemt ved & bruke BSA
(0,2 mg/ml) som standardprotein.

Folgende lgsninger brukes:

Lasning A: 10 g NgC0O;3, 0,25 g KNaGH,Os X 4H,O 0og 2 g NaOH lgses i MilliQ-vann til
500 ml.

Lasning B: 0,2 g CuS£Xx 5H,0 Igses i MilliQ-vann til 200 ml.

Lasning C ble laget ny hver dag: 5 ml lgsning Bhdies med 45 ml Igsning A.
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Prosedyre:

- Fortynnet supernatant (0,2 ml) ble tilsatt 1,0 mbring C og blandet med en
reagensrgrmikser.

- Etter henstand i 10 min ved romtemperatur ble fjeakszsning tilsatt 0,1 ml 1N Folin
Ciocalteus fenol reagens og blandet med reagenisam

- Resultatene ble avlest i spektrofotometer (Spelil02 Analytic Jena AG, Jena,
Tyskland) ved OD 750 etter henstand i 30 min vedhtemnperatur. Etter noen
proteinanalyser ble bare en konsentrasjon av BSAN@/ml, brukt som standard.

3.4.2 TCA-lgselig protein
For & male mengden TCA-lgselig nedbrutt protein dae modifisert variant av Lowrys

metode benyttet.

Folgende lgsninger brukes:

Lasning A: 1 g GHsNagO; x 2H,0 og 0,5 g CuS©Ox 5H,0 ble Igst i MilliQ-vann til 100 ml.
Lasning B: 16 g NaOH og 50 g Ma0s ble lgst i MilliQ-vann til 500 ml.

M.A.C.R. (nylaget hver dag): 79 ml MilliQ-vann biésatt 1 ml Igsning A og 20 ml Igsning
B.

Prosedyre:

- Ufortynnet supernatant (0,5 ml) ble tilsatt 0,5101% TCA og blandet godt sammen.

- Etter henstand i 30 min i is ble reaksjonslgsnirggtrifugert (Centrifuge 5417 R)
ved 4C, 20000 RCF i 10 min for a fierne de utfelte pindae.

- Fortynnet supernatant (0,2 ml) ble tilsatt 0,8 mIAMC.R., blandet godt sammen og
satt av for henstand i 30 min ved romtemperatur.

- Etter tilsetning av 50ul 1N Folin Ciocalteus fenol reagens og henstand ved
romtemperatur i 30 min var prgvene klar for spektametrisk avlesning ved OD 700
(Spekol 2000).

Som standard ble brukt (Ojimol/ml) tyrosin. Konsentrasjonen av TCA-lgselig tero ble

regnet ut i TE (tyrosin ekvivalenterpmol/ml supernatant etter fglgende formel:
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Formel 1. Beregning av TCA-lgselig protein.

OD700$upernatantXQEEEEEXFF

ml
0oD700 tyr

= TE pumol/ml supernatant

Hvor OD 700 supernatanter supernatantenes lysabsorpsjon ved 700 #im, er
fortynningsfaktor av preveD700 tyrer lysabsorpsjon av 0,1mM (Quinol/ml) tyrosin ved
700 nm.

3.5 Neeringsinnhold i r& seimuskel og ratt ytrefilet avstorfe

3.5.1 Proteininnhold
Mengden av protein i fiskemuskel fra sei og ytedfiav storfe ble bestemt ved hjelp av

Kjeldahl's metode i henhold til AOAC 981.10 (1983)letoden inndeles i tre trinn:
oppslutning, destillasjon og titrering. Under detsite trinnet blir pravene fullstendig lagst opp
ved 420 + 8C i konsentrert svovelsyre med katalysator. Nitrogeroteinet frigjgres og vil

fremtre i form av ammoniumioner (NH):
CuSO4

(katalysator)

Protein + HSO, NH;" + proteinrest + SE(Q)

| trinn 2 tilsettes de opplgste pravene en konsenbase (NaOH) for & gke pH. Dette farer til

omdannelse av ammoniumioner til ammoniakkgassz{$bim blir frigjort under destillasjon:
NH;"+ NaOH ——— >  NH Na + H.0O

Ved tilsetning av borsyrelgsning med indikatorantmoniakkgassen fanges opp:

3NHs (g) + BO; —— > (NH,)3sBOs

| trinn 3 bestemmes mengden ammoniakk ved titrermggd en standard (0,1N HCI) og
fargeindikatorer. Som indikatorer ble det brukt rokweosolgrent (0,1 % i etanol) og
metylrgdt (0,1 % i etanol) som gir fargeomslag triedholdsvis pH 3,8 — 5,5 og 4,4 — 6,2.

3HCI + 3NH;" + BO;> — 3NHCI + H3BO;
Prosedyre:

- Oppmalt muskel (1 gram) i nitrogenfritt veieskipgde 609 kjeldahl weighing boat,
10313032, GE Healthcare Bio-Sciences, PittsburghA)}J15 ml konsentrert (95-97
%) svovelsyre og 2 stk katalysatortabletter med pkogulfat (Kjeltabs Cu/3,5,
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15270018, Foss Analytical AB, Hoganas, Sverigeg) terfart til oppslutningsrar
(Digestion Tubes Straight, 10000158, Foss Analitiddillerad, Danmark) for
fullstendig oppslutning (42C, 60 min) i en oppslutningsblokk (Tecator Digestor
modell 2020, Foss AnalyticalHillerad, Danmark). | tillegg ble det laget to
blankprgver utelatt muskel. Det ble laget tre pellal fra hver prgve.

- Etter 15 minutters avkjgling i avtrekk ble hver pedilsatt 30 ml destillert vann, for &
redusere krystalliseringen i prgven, og blandetikbig sammen.

- Destillasjon og titrering av hver prgve og beregnav proteininnhold i muskel (%)
ble gjennomfart i destillasjonsenhet (Distillingitir2300, Foss AnalyticaHillerad,

Danmark). Proteinprosenten ble beregnet etter naligéormel:

Formel 2. Beregning av proteininnhold i naeringsmiddel (%).

(pr —bl)- 14,01 - N - 6,25 - 100 %
1000 - X

% protein =

Hvor pr er mengde (ml) 0,1 N HCI forbrukt ved titrering psave,bl star for mengde (ml)
0,1N HCI forbrukt ved titrering av blindpravd4,01 er molekylvekt for nitrogenN er
ngyaktig normalitet av titrerveeske (0,1 N H@3)25 er omregningsfaktor fra nitrogen til

animalsk proteinX er vat vekt av innveid pragve (gram).

3.5.2 Fettinnhold
Fettinnhold i fiskemuskel og kjgtt ble bestemt \#®uokktec ekstraksjon i ekstraksjonsapparat

(Tecator Soxtec System Extraction Unit, type HT 3,04l0ganéas, Sverige) i henhold til
bruksmanual til Tecator HT 1043.

Prosedyre:

- Oppmalt muskel (3 gram) ble veid inn i ekstraksioiser (Whatmah cellulose
extraction thimbles, 26 x 60 mm, GE Healthcare Baences, Pittsburgh, USA) og
satt av for tarking over natten (I3 +2°C) i et varmeskap (Binder APT FO 53,
Tuttlingen, Tyskland). Det ble laget to paralleller

- De ferdigtarkede prgvene ble klippet opp i mindigerb dekket med en liten
bomullsbit og plassert i ekstraksjonsapparat (Tecdbxtec System Extraction Unit,
type HT 1043). Under prgvene ble pa forhandsveidaltkepper (med 50 ml
petroleumsbensin i hver) plassert.

- Fettekstraksjon fra prgver ble gjennomfgrt autoskaii ekstraksjonsapparatet og
inkluderte koking (30 min), skylling (60 min) ogritamping (15 min).
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- Prgvene med ekstrahert fett ble ettertarket @35 min) i et varmeskap (Binder
APT FO 53).
- Etter 30 minutters prgveavkjaling i eksikator bksteaksjonskoppene veid pa nytt og

resultater ble beregnet (Formel 3).

Formel 3. Beregning av fettinnhold i naeringsmiddel (%).

(A3 — A2)-100%

0 =
Fett % 11

Hvor A3 er vekt (gram) av metallkopp med ferdig ekstralett, A2 er vekt (gram) av

metallkopp uten prgvé1 er innveid mengde prgve (gram).

3.5.3 Vann- og askeinnhold
Vann- og askeinnhold ble bestemt gravimetrisk megbaralleller.

Prosedyre:

- Oppmalt muskel (10 g) ble satt av for tarking (H2°C) over natten i tarkeskap
(Binder APT FO 53).

- Etter 30 minutters avkjgling i eksikator ble prgeereid pa nytt umiddelbart etter at
de ble tatt ut fra eksikatoren. Vanninnhold blecigeet etter falgende formel:

Formel 4. Beregning av vanninnhold i naeringsmiddel (%).

(Ma — Mb) - 100 %
Mc

Vann (%) =

Hvor Ma er vekt av innveid prave inkludert sk8p er vekt etter tarking inkludert skal og

Mc er innveid prgvemengde.

For & bestemme askeinnhold ble resten av pragveneeaforbrenningsovn (Carbolite type
OAF 11/2, Hope Sheffield, England) for forbrennireg 556C over natten. Pragvene ble veid

pa nytt og askeinnhold ble notert.

3.6  Aminosyreanalyse

Totale og frie aminosyrer ble bestemt med en meelifimetode etter Ytrebet al. (2009).
Aminosyreanalyse ble gjennomfart pa ra fiskemuskekjatt, samt supernatant samlet etter
0, 20, 40, 60, 80, 100 og 120 min under Forsdk #itro G| fordayelse av ra fisk og ratt kjott
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med redusert konsentrasjon av fordgyelsesenzyniker.piaver ble analysert ved bruk av

Biochrom B30 aminosyreanalysator (Biochrom Co, Cadge, UK). Norleucin ble brukt

som intern standardignalet ble analysert ved hjelp av Chromeleon fanogare (Dionex,

Sunnyvale, CA, USA). Proteininnholdet ble besteaddst p4 malinger av totale aminosyrer

etter at molekylvekten til de enkelte aminosyrarfvatrukket molekylvekten av vann.

3.6.1

3.6.2

Totale aminosyrer i oppmalt muskel og supernatant
Oppmalt muskel (200 mg) ble tilsatt 2@0 20 mM N-leu og 80Qul MilliQ-vann.

Supernatant (400l) ble blandet med 100 20 mM N-leu og 70Ql MilliQ-vann.
Blandingene ble tilsatt 1,2 ml 37 % HCI og spyltdmetrogen i 10-15 sekunder (for &
hindre oksidasjon) far de ble satt av for syrehlyd®i et varmeskap (Inkubator type
TS 4115) i cirka 24 timer ved 1%0.

Etter avkjgling ble 100ul hydrolysat dampet inn til fullstendig terrhet wnd
nitrogengass og fortynnet med 1 ml Lithium Citrdteading buffer (pH 2,2) for

aminosyreanalyse.

Frie aminosyrer i oppmalt muskel og supernatant
Supernatant (36Qul) ble blandet med 4Qul 20 mM N-leu og 40ul 35 %

sulfosalisylsyre. Oppmalt muskel (1 gram) ble tish ml MilliQ-vann og 1 ml 20
mM N-leu.

Blandingen med muskel ble homogenisert (15 sekynaar Ultra Turrax (Type T 25
basic,IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Tyskland) fgr eger tilsetning av 1 ml
35 % sulfosalisylsyre.

Etter 10 minutters sentrifugering (Heraeus MultgufS-R) ved 4000 g {@) ble
supernatant fra muskel (1 ml) sentrifugert pa (@tntrifuge 5417 R) ved®@, 20000
RCF i 10 min. Supernatanten (440 ble sentrifugert kun en gang (Centrifuge 5417
R).

For aminosyreanalyse ble 20d supernatant fra oppmalt muskel og 3@0
supernatant fra hydrolysat fortynnet med henho&l800ul og 300ul Lithium Citrate
Loading buffer (pH 2,2).
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4 Resultater

4.1 Neeringsinnhold

Innledningsvis ble naeringsinnholdet i seimuskelytrgfilet av storfe bestemt. Resultatene
viste at vanninnholdet var 80,5 og 74,1 % i henéwakl seimuskelen og ytrefileten.
Tilsvarende tall for fettinnhold var 0,4 og 2,9 %ems verdiene for proteininnhold var 17,8 og
20,1 % (Tabell 5)Fiskefileten og storfekjgttet hadde omtrent likteianhold; 1,2 og 1,0 %

Tabell 5. Neeringsinnhold i seimuskel og ytrefilet av stqffe vat vekt). Verdiene er giennomsnitt av
3 parallelle analyser.

Sei Storfekjatt
Vann 80,5+0,2 74,1+0,1
Protein 17,8 +0,8 20,1+£0,2
Fett 0,4 29+0,3
Aske 1,2 1,0

4.2 Invitrotarmfordgyelse av ra fisk og ratt kjgtt

| dette innledende forsgket (Forsgk 1 i MateriagrMetoder) blein vitro tarmfordgyelse
studert ved a inkubere oppmalt ra fisk og ratttkjgeéd kommersielt pancreatin. Resultatene
viste at allerede ved tiden 0 min var proteinineh®/4 mg/ml og 8,1 mg/ml i supernatanten
fra henholdsvis fiskemuskel og kjgtt tilsatt pamtie For kontrollprgvene uten tilsatt enzym
var verdiene 0,7 og 2,2 mg/ml. Prgven med barerpatin ga en verdi pa cirka 0,9 mg/ml og
dette forandret seg ikke utover i hydrolysen (Figyily.

Resultatene viste at konsentrasjon av frigjort girotgkte bade i praver fra
fiskemuskelen og fra ytrefileten under hydrolysBen starste gkningen skjedde i lgpet av de
farste 30 min av hydrolysen. Proteinkonsentrasjenpernatanten fra fiskeprgven gkte 2,3x
av sin opprinnelige konsentrasjon, fra 5,4 til 1&g/ml mens tilsvarende for kjattet var 1,8x,
fra 8,1 til 14,5 mg/ml. Deretter var det tilsynelatle bare en svak gkning i frigjort protein fra
begge typer muskelprgver. Etter 105 minutters iakidn var proteinkonsentrasjon i
supernatanten gkt til 13,6 mg/ml fra fiskepreven @§,8 mg/ml fra ytrefileten.
Proteininnholdet i supernatantene fra kontrollpreveiten tilsatt enzym var relativ stabilt

under hele forsgket.
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Figur 1C. Proteinkonsentrasjon i supernatanter (mg/ml)idraitro tarmfordgyelse med
pancreatin av ra fiskemuskel (F) og ra ytrefile).(KK og KK er kontrollforsgk uten
tilsatt enzym mens P er kontrollprave med kun paaion. Resultater er gjennomsnitt av
to parallelle malinger.
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Figur 11. TCA - lgselig protein (TEzmol/ml) i supernatantene fia vitro tarmfordayelse
med pancreatin av ra fiskemuskel (F) og ra ytrefil®. FK og KK er kontrollforsgk uten
tilsatt enzym mens P er kontrollprave med kun peatan. Resultater er gjennomsnitt av to
parallelle malinger.

Nedbrutt protein (TCA-lgselig protein) ble malt veér supernatant samlet undar
vitro tarmfordgyelse. Ogsa gkning i TCA-lgselig proteikiedde hovedsakelig i de farste 30

min av inkubasjonen (Figur 12). Ved tiden 0 min kansentrasjonen av TCA-lgselig protein
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hgyst i supernatanten fra ytrefiletpraven, 2,4 &y0t TE umol/ml i fiskeprgven. Den hgyere
konsentrasjonen av nedbrutt protein i kjgttpravanagsa detektert ved fordayelsestiden 15
min. Ved alle de senere uttak ble det malt hgyendold i pravene fra inkubasjonen av
fiskemuskel. Konsentrasjonen stabiliserte seg &@min og ble malt til 4,7 og 4,5 TE
umol/ml i henholdsvis fiskeprgven og kjgttpraverkohtrollpravene uten tilsats av eksogent
enzym var det et konstant lavt innhold av TCA-lgserotein, 0,1 og 0,3 Tkmol/ml i fisk

og kjott. Resultatene ble ikke behandlet statistfskdi hydrolyseforsgket bare ble

gjennomfart en gang.

4.3 Invitro Gl fordayelse av ra fisk og ratt kjatt

| dette forsgket (Forsgk 2 i Materialer og Metodgg in vitro fordgyelse av ra fisk og ratt
kjatt gijennomfart ved farst & etterligne magesekdaiaog deretter tynntarmfasen. Pa grunnlag
av resultater fra det innledende forsgkat\itro tarmfordgyelse av ra fisk og ratt kjgtt) hvor
det bare ble pavist en svak gkning i proteininnhetter 30 minutters inkubasjon, ble
tarmfordgyelsen i denne studien redusert fra 1@Dtmin.

Resultatene viste at mengden frigjort protein @kéekt i andre del av magesekkfasen
etter at pH ble forandret fra 4,0 til 2,0 (Figur).1Btillegg kan en se at proteininnholdet i
supernatanter fra enzymatisk hydrolyse av Kkjott littr hgyere enn i fiskemuskel.
Startkonsentrasjon i prgver med kjgtt og fisk vanholdsvis 7,1 og 5,3 mg/ml. Bare en liten
forskjell ble malt mellom praver tilsatt enzym ogrkrollpravene i magefasen ved pH 4,0.
Mengden frigjort protein gkte med 2,6x, fra 6,218,9 mg/ml i fiskepr@ver og med 2,2x, fra
7,5 til 16,5 mg/ml i kjattpragver etter 20 minuttelngydrolyse ved pH 2,0. Omtrent lik
proteinkonsentrasjon ble malt etter totalt 40 ogn@@ hydrolyse. Etter passering over til
tarmfordgyelse ble proteinkonsentrasjonen redug®h minket fra 16,2 til 12,5 mg/ml i
prever med fiskemuskel og fra 17,5 til 13,0 mg/nddrkjatt. Deretter ble det bare registrert
en svak gkning og ved inkubasjonstid 120 min vangden av frigjort protein 13,1 og 13,6
mg/ml henholdsvis i supernatanter fra hydrolyséisikemuskel og kjatt.

Proteinkonsentrasjon i begge supernatantene frardiborsgkene hadde tilnaermet
samme utvikling under magesekkfase som i supermatdditt fra enzymatisk hydrolyse. |
starten var proteinkonsentrasjon i prgver uten gisenzym omtrent like hgy som i pragver
med tilsatt enzym (Figur 13). Etter 20 minutterskubasjon ved pH 2,0 hadde
proteinkonsentrasjonen i begge kontrollpravene emtblitt fordoblet, men var na litt mindre
enn i prgvene tilsatt enzym. Konsentrasjon i bagger kontrollprgver forble hgy helt til pH
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ble justert til 7,0. Etter overgangen til tarmfoydise ble mengden lgselig protein drastisk
redusert i begge kontrollprgvene. Nedgangen varl1fdl til 1,4 mg/ml i prgver fra
fiskemuskel og fra 14,3 til 1,4 mg/ml i supernagarita kjatt.
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Figur 12. Proteininnhold i supernatant (mg/ml) ved ulike pidskter avin vitro Gl
fordayelse av ra fiskemuskel (F) og ratt kjett (KK og KK er kontrollforsgk uten tilsatt
enzym. Resultater er gijennomsnitt av to parall@dinger.

Figur 14 viser mengden nedbrutt protein i pragvarfiskemuskel og kjatt ved ulike
tidspunkter avin vitro Gl fordgyelse. Ved starten (tid O min) avvitro Gl fordgyelse var
TCA-lgselig proteininnhold fra fiskeprgven hgyeradra kjgttpraven, henholdsvis 1,3 og
0,8 TEumol/ml. I tillegg var det tydelig at hydrolysersk og kjgtt hadde et hgyere innhold
av TCA-lgselig protein enn kontrollprevene. Demrste gkningen i konsentrasjon av
nedbrutt protein ble detektert 20 min etter jusigriav pH til 2,0. Konsentrasjonen i
supernatant fra fiskemuskel ble 3,5x hgyere og #ktd,5 til 5,3 TEumol/ml. Tilsvarende
ble mengden TCA-Igselig protein i kjgttprave 3,%yére og steg fra 1,1 til 4,3 TEnol/ml.
Den hgyeste konsentrasjonen var pavist ved inkabstiflen 60 min, 5,4 Tmol/ml i
supernatant fra fiskemuskel og 5,8 Tinol/ml i supernatant fra kjgtt. | tarmfasen ble
innholdet av nedbrutt protein redusert til et dtabiva pa cirka 3,8 og 5,0 TEmol/ml i
supernatantene fra henholdsvis fisk og kjatt. T@selig proteinkonsentrasjon i begge typer
kontrollprgver var lav og relativ stabil under ha&ubasjonen, cirka 0,2 Tmol/ml i bade

supernatanter fra kontroll med fiskemuskel og kjatt
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Figur 13. TCA-lgselig proteinkonsentrasjon i supernatant (TiEol/ml) ved ulike

tidspunkter avin vitro Gl fordgyelse. F er enzymatisk hydrolyse av r&efisuskel, FK er
hydrolyse av ra fiskemuskel uten tilsatt enzym (kalf), P er kontroll med kommersielt
pancreatin (uten muskel), K er enzymatisk hydrolgseratt kjgtt, KK er kontroll for

kiottforsgk. Resultater er giennomsnitt av to gallal malinger.

4.4

Inaktivering av enzymer

| hydrolyseforsgkene ble tilsatte fordgyelsesenzyimaktivert ved a varme opp pravene til

90 - 9%C. Et alternativt hadde veert & avkjale pravenesfdrisentrifugering og deretter male

av proteinkonsentrasjon og mengden av TCA-lgsebtem | supernatanten.
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Figur 14. Proteinkonsentrasjon i supernatanter (mg/ml) veikeulidspunkter under
enzymatisk hydrolyse av ra fiskemuskel hvor fordegsenzymene ble inaktivert ved

oppvarming (F varme) til 98, og nedkjgling i is (F is).

FK is og FK varme er

kontrollforsgk uten tilsatt enzyl Resultater er gijennomsnitt av tre parallelle mai
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| forsgkene med is ble pravene lagret pa is tié gidrolyseforsgket var gjennomfart,
dvs. at uttaket ved tiden 0 min hadde veert islagratirka 2 timer fgr maling av
proteininnhold. Resultatene viste at det ikke va@mforskjeller i frigjgring av lgselig protein
avhengig av om enzymene var inaktivert ved varmeaitpakstidspunktet eller bare hemmet

ved lagring i is (Figur 15).

4.5 Invitro Gl fordgyelse av ra fisk og ratt kjgtt med reduset

konsentrasjon av fordgyelsesenzymer
| dette forsgket (Forsgk 4 i Materialer og Metodéi® enzymatisk hydrolyse av ra
fiskemuskel og kjgtt gjennomfagrt med 10x lavere dantrasjon av fordgyelsesenzymer enn
det ble brukt i Forsgk 2. | tillegg, for & unngandalse av tett pellet som er tidskrevende &
resuspendere far videre hydrolyse, ble sentrifagstid far preveuttak redusert fra 5 til 3
min.

Startkonsentrasjon ved tiden 0 min i supernatankjitt var 8,6 mg/ml og 5,5 mg/ml i
fiskeprgver (Figur 16). | Igpet av magesekkfasemte akengden av frigjort protein fra
fiskeprgver til 3,2x av sin opprinnelige konsenwas Tilsvarende, etter 60 minutters
pepsinfordgyelse inneholdt supernatanter fra Bdix mer enn det var i utgangspunkt (tid O

min).
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Figur 1&. Proteininnhold i supernatant (mg/ml) ved ulike pidskter avin vitro Gl
fordgyelse av ra fiskemuskel (F) og ratt kjett (Kjed redusert konsentrasjon av

fordgyelsesenzymer. FK og KK er kontrollforsgk utétsatt enzym. Resultater er
gjennomsnitt av to parallelle malinger.
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Det totale innholdet av lgselig protein var mindnader tarmfasen enn under
magefasen (40 — 60 min). Fiskeprgvene synes intidll&rha hatt en mindre nedgang enn
kjattproven. Ved forsgkets avslutning var mengderrigjort protein 13,5 og 10,7 mg/ml i
henholdsvis pragver fra fiskemuskel og kjgtt. Frotmhold i begge typer kontrollprgver
hadde en liknende utvikling under magesekkford@ysism i supernatanter fra enzymatisk
hydrolyse av fiskemuskel og kjgtt. Frem til pH hlstert til 2,0 var proteinkonsentrasjon i
kontrollprave med fiskemuskel hgyere enn i proaaeeinzymatisk hydrolyse av fisk. | starten
av tarmfase ble mengden Igselig protein redused oméa 89 % i supernatanter fra begge
kontrollforsgk, fra 15,9 til cirka 1,3 mg/ml og fdat,9 til cirka 1,8 mg/ml i supernatanter fra
kontrollforsgkene med henholdsvis fisk og kjatt, deretter var relativ stabil under hele
tynntarmsfasen.

Resultatene fra maling av TCA-lgselig protein vistetrent ingen endring i mengden
nedbrutt protein bade i fiskepraver og kjattproved pH 4,0 (Figur 17). Startkonsentrasjonen
I supernatant fra prgve med fiskemuskel var laeere i kjgttprave, henholdsvis cirka 0,2 og
0,4 TE umol/ml. Den starste gkningen i mengden T@selig protein ble pavist 20 min etter
nedjustering av pH til 2,0 og mengden nedbrutt girotakte fortsatt etter overgang til
tarmfordgyelse, fra tidspunkt 60 til 80 min. |étjg, etter senking av pH til 2,0 ble TCA-
lgselig proteinkonsentrasjon i fiskeprover hgyena € supernatanter fra kjgtt og denne
forskjellen gjenstod frem til prgveuttaket ved 1.
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Figur 1€. TCA-lgselig proteininnhold (TEumol/ml supernatant) ved ulike tidspunkter iav
vitro Gl fordayelse av ra fiskemuskel (F) og ratt kig€) med redusert konsentrasjon av
fordgyelsesenzymer. FK og KK er kontrollforsgk utditsatt enzym. Resultater er
gjennomsnitt av to parallelle malinger.
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Etter 80 minutters enzymatisk hydrolyse gkte mengbi€A-Igselig protein i supernatanter
fra fiskemuskel til 3,3 TE pmol/ml, og ved nestelingi var proteinkonsentrasjon tilnsermet
uendret, 3,4 TE umol/ml. Ved tiden 120 min av fydlse ble mengden nedbrutt protein
redusert til 3,1TE pmol/ml. Til sammenligning glkiensentrasjon av TCA-lgselig protein i
kjattprave frem til 100 min av inkubasjon. Da meegdedbrutt protein var gkt til 3,2 TE
umol/ml. Resultater fra den siste maling viste @tdentrasjon i supernatant fra kjgtt forble
like hgyt etter 20 min av ytterlige hydrolyse.

TCA-lgselig protein i begge typer kontrollpraver wetydelig lavere enn i praver med
tilsatt enzymer. | tillegg var mengden nedbrutttpio i supernatant fra kontroll med kjatt
hgyere enn i supernatant fra kontroll med fiskeraUSkCA-Igselig proteininnhold var relativ
stabilt under hele inkubasjonen, omtrent 0,06 @JIE mol/ml henholdsvis i supernatanter

fra kontroll med fiskemuskel og kjatt.

4.6 Invitro Gl fordgyelse av varmebehandlede produkter

Formalet med forsgket var a studerevitro Gl fordgyelse av varmebehandlede produkter og
a sammenligne medh vitro magetarm fordgyelse av ra produkter. Denne stuBiien
gjennomfgart i to trinn. | den farste delen ble fmydise av kun varmebehandlet fiskemuskel
og kjott studert. | del to ble sammenlignemueitro Gl fordagyelse av varmebehandlede og ra

fisk og kjatt gjennomfart.

4.6.1 Invitro Gl fordgyelse av varmebehandlede fiskemuskel og itz
Figur 18 viser mengde frigjort protein i supernatémg/ml) fra varmebehandlede fisk og

kigtt ved ulike tidspunkter av simulert Gl fordesel Resultatene viste at
proteinkonsentrasjon gkte bade under magesekkfagaarmfasen i prgver fra begge typer
varmebehandlet muskel. Ogsa i dette forsgket vaotejmfrigjgring svak under
magefordgyelse ved pH 4,0 og den stgrste gkningeangden av frigjort protein skjedde like
etter nedjustering av pH til 2,0. Ved tiden O miar yroteininnhold i supernatant fra
varmebehandlet kjgtt hgyere enn fra fisk, henhadddy7 og 0,7 mg/ml. Differansen i
proteinkonsentrasjon mellom prgver tilsatt enzym kamtrollpravene var liten. Etter 40
minutters inkubasjon ved pH 2,0 (fordgyelsestidgp@® min) var mengden lgselig protein i
supernatantene fra fisk og kjgtt gkt til henholdst0,6 og 13,4 mg/ml. Samtidig @kte
proteinkonsentrasjon i kontrollprgven med fiskenalidka 0,8 til 1,9 mg/ml og fra 1,6 til 4,9
mg/ml i kjgttkontroll. Ved farste maling av protkomsentrasjon under tarmfasen (80 min)
ble det pavist en nedgang i mengden Igselig proteimlle typer prover. Ogsa

proteinkonsentrasjonen i supernatantene fra kdptziene ble redusert. Resultater fra senere
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uttak viste en jevn gkning i supernatanter fra emysk hydrolyse av varmebehandlede fisk
og kjett mens proteininnhold i supernatantene @mattoll for fisk og kjgtt var stabil gjennom

hele tarmfasen. | tillegg kan en notere seg at reap@nt fra hydrolyse av varmebehandlet
fiskemuskel hadde hgyere proteininnhold enn i gyette etter 40 og 60 minutters

tarmfordgyelse (Figur 18).
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Figur 17. Proteinkonsentrasjon i supernatanter (mg/ml) fremedoehandlede fiskemuskel
(Fv) og kjett (Kv) ved ulike tidspunkter awn vitro Gl fordgyelse. FKv og KKv er
kontrollforsgk uten tilsatt enzym. Resultateg@nnomsnitt av to parallelle malinger.

Resultatene viste at mengde nedbrutt protein (TEolfom) i supernatantene fra
varmebehandlede fisk og kjatt gker med inkubaskoguf 19). Startkonsentrasjon av TCA-
lgselig protein i supernatanter fra varmebeharlggt var tilsynelatende hgyere enn fra fisk,
henholdsvis 0,3 og 0,2 TE umol/ml. | tillegg vartdegen forskjell i TCA-lgselig
proteinkonsentrasjon mellom prgver uten fordgyelisegmer og praver tilsatt enzym. Under
magefordgyelse ved pH 4,0 var det ingen store egerii proteininnhold i praver fra
hydrolyse av varmebehandlet fisk og kjgtt. En sthning i TCA-lgselig konsentrasjon ble
registrert like 20 min etter overgang til magesek#tbyelse ved pH 2,0. Ved tiden 40 min i
inkubasjon var TCA-lgselig proteinkonsentrasjon gikt1,7 TE pmol/ml i prever fra
varmebehandlet kjgtt og til 1,0 TE pumol/ml i fiskeper. Det ble ikke malt noe gkning av
TCA-loselig protein i de siste 20 min av magefadetter totalt 120 minutters hydrolyse var
konsentrasjonen av nedbrutt protein i supernatafteanvarmebehandlet fisk og kjatt,
henholdsvis 4,2 og 2,4 TE umol/ml (Figur 19).
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Mengde nedbrutt protein i supernatanter fra betyger kontrollprgver var lav

gjennom hele inkubasjon.
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Figur 18 TCA-lgselig proteinkonsentrasjon (TE pmol/ml supzant) ved ulik
inkubasjonstid unden vitro Gl fordgyelse av varmebehandlede fiskemuskel (vkjatt
(Kv). FKv og KKYv er kontrollforsgk uten eksogenezgmer. Resultater er giennomsnitt av
to parallelle malinger.

4.6.2 Sammenlignenden vitro Gl fordgyelse av varmebehandlede og ra

fiskemuskel og kjatt
Det ble ogsa gjennomfart et forsgk dewitro fordayelse av ra og varmebehandlede fisk og

kjgtt ble sammenlignet. Den laveste mengden Igspligtein var ved tiden O min.
Proteininnhold i prgver fra ra fisk og ratt kjgtarvhenholdsvis 5,0 og 9,2 mg/ml. For
varmebehandlede pragver var de tilsvarende verdiégheng/ml for fiskemuskel og 1,1 mg/ml
for kjgtt (Figur 20). Proteinkonsentrasjonen i supganten fra ra fisk var stabil mens den
gkte litt for ratt kjgtt i magesekkperioden ved phD. Frigjgringen av protein fra de
varmebehandlede prgvene var mye lavere og konisthamt perioden. | inkubasjonsperioden
mellom 20 og 40 min (pH 2,0) var proteinfrigjaripg sitt sterkeste og gkning i mengde
lgselig protein var detektert til & vaere hgyersaivpr fra varmebehandlede fiskemuskel (7,1x)
og Kjatt (4,7x) enn i prgver fra ra fisk (3,1x) agitt kjett (1,3x). Den hgyeste
proteinkonsentrasjon i supernatanter fra bade Vaetmndlet og ratt kjatt, henholdsvis 7,0 og
18,1 mg/ml, samt ra fiskemuskel, 16,4 mg/ml, bléekiert etter 60 minutters inkubasjon.
Imidlertid, var det hgyeste proteininnhold i prg¥wex varmebehandlet fiskemuskel registrert

ved inkubasjonstid 120 min, 11,1 mg/ml. | startentarmfasen ble mengden av frigjort
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protein redusert til 11,3 og 10,2 mg/ml for henlswid ra fisk og ratt kjgtt, samt til 7,9 og 5,4
mg/ml for henholdsvis varmebehandlede fisk og kjgEn tydelig @kning i

proteinkonsentrasjon i supernatanter fra varmel#aarfiskemuskel ble detektert under
hydrolyse i tarmfasen. Til sammenligning var pnokeinsentrasjon i pregver fra

varmebehandlet og ratt kjgtt samt ra fiskemuskeh wgtore endringer. | dette forsgket var
proteinkonsentrasjon i supernatanter fra varmeldibarfisk under tarmfasen betydelig
hgyere enn i prgver fra varmebehandlet kjgtt. Veddkets avslutning var differansen i
mengde frigjort protein mellom supernatanter framebehandlet og ra fisk mindre enn
tilsvarende for kjgtt. Faktisk, var proteinkonsasjon i prgver fra varmebehandlet fisk ved

slutten av forsgket noe hgyere enn i praver ffska
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Figur 19. Proteinkonsentrasjon i supernatant (mg/ml) ved eulikdspunkter av
sammenlignendé vitro Gl fordayelse av varmebehandlede fisk (Fv) ogtkjit) og ra
fisk (F) og ratt kjgtt (K). Resultater er gjennoritsav to parallelle malinger.

Mengde av TCA-lgselig protein ble ogsad malt. Redette viste at konsentrasjon av nedbrutt
protein gker under enzymatisk hydrolyse i supematafra bade varmebehandlet og ratt
rastoff (Figur 21). Totalt sett var proteinnedbigtn i alle typer prgver hgyere under
magesekkfase enn tarmfase. Startkonsentrasjonirkar like hgy i alle supernatanter, rundt
0,2 TEumol/ml i hver fiskepregve og 0,3 Timol/ml i kjatt, og slik holdt det seg frem til pH
ble justert fra 4,0 til 2,0. Forskjellen i mengdeav TCA-lgselig protein mellom

varmebehandlet og ratt rastoff ble farst detekted inkubasjonstid 40 min da gkte mengden
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nedbrutt protein betraktelig i alle typer prevekn@igen var stgrst i supernatanter fra ra fisk
(8x) og ratt kjatt (5x) sammenlignet med varmebeledte fisk (3,7x) og kjatt (3,3x).
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Figur 2C. TCA-lgselig proteinkonsentrasjon i supernatant (TiEol/ml) ved ulike
tidspunkter av sammenlignenatevitro Gl fordgyelse av varmebehandlede fisk (Fv) ogtkjat
(Kv) og ra fisk (F) og ratt kjett (K). Resultatargiennomsnitt av to parallelle malinger.

Etter 60 minutters magesekkfordgyelse var mengdéA-IBselig protein i praver fra ra
fiskemuskel (3,2 TEumol/ml) og ratt kjgtt (2,0 TEumol/ml) betydelige hayere enn i
supernatanter fra varmebehandlede fisk (1,1 graol/ml) og kjett (1,3 TEpmol/ml).
Differansen i TCA-lgselig proteininnhold mellom wzebehandlet og ratt rastoff ble redusert
under tarmfordgyelse og var minst ved det sistgqurisaket (120 min). Under tarmfasen var
gkningen i TCA-lgselig proteinkonsentrasjon i smpganter fra ratt rastoff (cirka 1,1x) noe
svakere enn fra varmebehandlede fiskemuskel (bgX)oatt (1,5x). Den hgyeste mengden av
TCA-lgselig protein fra ratt kjgtt og varmebehandtptt ble detektert etter 120 minutters
inkubasjon, henholdsvis 3,9 og 3,7 Ti#nol/ml. TCA-lgselig protein i supernatant fra ra
fiskemuskel var hgyest ved inkubasjonstid 100 mi6 TEpmol/ml) mens i varmebehandlet
fiskemuskel ble hgyest konsentrasjon oppnadd &&@min (4,2 TEumol/ml). Det er verd a
merke seg at under tarmfasen har den varmebehanfibgdn hatt den kraftigste gkningen i
TCA-lgselig protein.
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4.7 Aminosyreanalyse av muskel

Aminosyresammensetning i ratt kjatt og ra fisk ist ¥Tabell 6. Bade den totale mengden av
aminosyrer og mengden av frie aminosyrer ble bestem
Tabell 6. Konsentrasjon av totale aminosyrer (TAA, mg/g) foig aminosyrer (FAA, mg/g) i

analyserte muskelprgvene (mg /g prave). De esdlenaminosyrene er fremhevet med fet skrift. i.d.
= ikke detektert. Asx = Totalt asparagin og aspamge. Glx = Totalt glutamin og glutaminsyre.

AA Fiskemuskel Kjatt
FAA TAA FAA TAA

Ala 0,17 9,15 0,37 10,93
Arg i.d. 11,19 i.d. 9,53
Asx i.d. 13,07 0,07 14,23
Cys i.d. 0,91 i.d. 0,52
Phe 0,02 5,66 0,12 6,82
Glx 0,06 20,38 0,54 24,74
Gly 0,09 6,48 0,13 7,37
His 0,03 3,08 0,06 6,9
Hyp id. 0,4 id. 1,02
lle 0,01 6,89 0,08 8,19
Leu 0,03 11,69 0,17 13,94
Lys 0,12 14,11 0,05 16,21
Met i.d. 4,8 0,07 4,82
Pro id. 5,82 id. 7,76
Ser 0,03 6,34 0,13 6,73
Tau 1,1 1,03 0,08 i.d.
Thr 0,08 6,52 0,09 7,76
Tyr i.d. 5,18 0,02 5,87
Val 0,01 7,93 0,15 9,17
Totalt

AA 1,75 140,63 2,13 162,5

Mengden av de totale aminosyrene bade i pravdiskamuskel og kjatt var betydelig hayere
enn konsentrasjon av de frie aminosyrene, henhisldg40,6 og 162,5 mg/g mot 1,8 og 2,1
mg/g (Tabell 6). Dette gjelder ogsa hver enkeltraayre med et unntak. Totalt innhold av
lysin var for eksempel 14,1 og 16,2 mg/g i henhakl§isk og kjatt. Tilsvarende tall for fritt

lysin var 0,12 mg/g og 0,05 mg/g. Innhold av destdeaminosyrene var hgyere i kjgtt enn i
fisk. Dette gjelder bade de frie aminosyrer og ti#ale mengden av de enkelte aminosyrer.
For eksempel, mengden fritt alanin i kjgtt var @d/g og 0,2 mg/qg i fisk, mens det totale
innholdet av alanin var tilsvarende 11,0 og 9,2gn&t unntak her er arginin og cystein, som
det ble funnet mer av i fiskemuskel, henholdsvi2 iy 0,9 mg/g, enn i kjgtt, henholdsvis 9,5

og 0,5 mg/g. Det totale innholdet av aminosyrenéianm, serin og tyrosin var omtrent like
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hay i begge typer praver. Bade fiskemuskel og kKjmteholdt minst av totalt cystein (0,9
mg/g i supernatant fra fiskemuskel og 0,5 mg/gattkirave) og mest av totalt glutamin og
glutaminsyre (20,4 mg/g i fisk og 24,7 mg/g i kjgonsentrasjon av iminosyrer, prolin og
hydroxyprolin, var hgyere i kjgtt enn i fisk. | kigvzar innholdet av prolin og hydroxyprolin
7,8 og 1,0 mg/g mens tilsvarende i fisk var 5,8@gmg/g, til sammen 8,8 mg/g i kjatt og 6,2
mg/g i fisk. Taurin ble detektert i fiskemuskel sdm aminosyre, 1,1 mg/g, mens bare
spormengder, 0,08 mg/g, ble pavist i kjgtt. Deraleotmengden av taurin i fisk tilsvarte
mengden detektert som fritt taurin.

Totalt proteininnhold i oppmalt muskel ble bereghetsert pa malinger av totalt

aminosyreinnhold, og funnet til & veere 140,3 mgfdkfatt og 118,2 mg/g for fisk (Tabell 7).

Tabell 7. Totalt proteininnhold (mg/g prgve) basert pa ngdinav de totale aminosyrene.

Fiskemuskel Kjatt

Total protein 118,18 140,28

4.8 Aminosyreanalyse av supernatant

Det totale innholdet av frie aminosyrer i supernafaa bade ra fisk og ratt kjatt var
relativ stabil under den farste timen med fordageth/s. i magefasen (Tabell 8). Farst etter
overgangen til tynntarmsfase gkte konsentrasjorman,var gkende frem til forsgkets
avslutning. Den laveste konsentrasjonen av frienasyirer bade i fiskepraver og kjsttpraver
ble detektert ved tiden O min, henholdsvis 104 8§ g/ml supernatant. Ved prgveuttakstid
80 min var konsentrasjon av frie aminosyrer 1@@ml i supernatant fra fisk og 2Q&/ml i
supernatant fra kjgtt. Den hgyeste totale konssjoiman var detektert ved tiden 120 min bade
for ra fisk og ratt kjgtt. Samme utviklingstrendebbgsa pavist for arginin, tyrosin og de
essensielle aminosyrene fenylalanin, leucin ognlykistarten var mengden av fenylalanin i
supernatant fra fiskemuskel 0,8 pg/ml. Ved tidem@0 gkte konsentrasjon til 2,0 pg/ml og
etter ytterlige 20 min var mengden fenylalanin 26g¢ml. Innhold av fenylalanin var hgyest
ved prgvetidsuttak 120 min, 42,4 pg/ml. Imidlertidgr resultatene annerledes for de
resterende frie aminosyrene. Konsentrasjon avdmstvar relativ stabil gjennom hele
fordayelses forsgk, og var rundt 1,0 og 3,6 pg/emholdsvis i supernatanter fra fisk og kjatt.
Samme konsentrasjonsutvikling ble detektert fomsefiskeprgver hvor mengden av serin
var cirka 2,0 pg/ml. Til sammenligning var menga@enserin i kjattprgve relativ stabil (rund
8,0 ug/ml) frem til 40 min av fordgyelse. Ved tidgh min var mengden gkt til 9,0 pg/ml, og
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etter ytterlige 20 minutter med inkubasjon ble dedusert til 6,5 pg/ml. Konsentrasjon av
flertallet av de frie aminosyrene bade i superrtdtanfisk og kjatt ble redusert etter overgang
til tarmfasen og forble omtrent like lav frem tirtgkets avslutning.

Tabell 8. Innhold av de frie aminosyrene (FAgg/ml) i supernatant ved hver prgveuttakstid urider
vitro Gl fordayelse av ra fiskemuskel og ratt kjgtt medusert konsentrasjon av fordgyelsesenzymer
(Forsgk 4). De essensielle aminosyrene er fremhmaedtfet skrift. i.d. = ikke detektert. Asx = Tdtal
asparagin og asparaginsyre. Glx = Totalt glutangiiglataminsyre.

Type rastoff og fordayelsestid
FAA 0 min 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min
F K F K F K F K F K F K F K

Ala 12,2 26,9 12,5 26,1 12,6 26,8 123 24,2 9,7 18& 9210/ 10,0 205
Arg 09 28| 17 29| 15 31 17 575 46,3 795 6®89 84,6
Asx 18 45| 22 51| 2,7 71,7 27 20 50 19 54 189
Cys id id. | id id. | id. ido| id id id| .d. id. | id. id.
Phe o8 60|12 78| 1,7 63 20 26,1 2,4 32,7 37383 424
Glx 50 306/ 50 30,9 55 29/8 6,3 1 39 266 45 9238,7 264
Gly 56 93| 56 88| 53 91 55 46 66 41 12 434
His 12 39|12 41| 09 3,6 1.2 29 08 33 163
Hyp id id. |id. id. | idid.o| id. id id]| .d. id. | id. id.
lle 08 61| 06 73| 02 63 07 39 01 45 045
Leu 30 128/ 40 144 45 133 58 3 152 219 1284| 23,2 29,1
Lys 25 25|24 27, 29 23 29 14,2 10,6 194 1&8,0 22,6
Met 10 45| 17 48| 14 50 16 18 43 24 48 248
Pro id id. |id id | id. ido| oid id id| .d. id. | id. id.
Ser 18 7918 79| 17 84 22 17 65 1,7 66 165
Tau 61,3 50| 59,7 49| 59,7 49 583 5 439 33 42/ B419 3,5
Thr 28 51| 24 56| 27 52 25 6, 21 42 20 43 243
9
5

N

™ ®a N

oa s

[N

0 Qo

Tyr 05 id. |14 id.| 09 id| 16 id| 13,8 13 18,68,1| 23,0 21,4
Val 23 83|21 91| 22 7,8 21 8,

Totalt
FAA 104 136| 106 142 106 140 109 1

16 6 15 685 201

0 199 209 241 P57 2833

Generelt, hadde supernatanten fra kjgtt en hgyeregde av frie aminosyrer enn fisk

gjennom hele fordgyelsesforsgk (Tabell 8). Et unh&xr er taurin, arginin og lysin. Ved tiden

0 min var mengden av taurin i supernatanten frieefrauskel 61,3 pg/ml mot tilsvarende i

kjgtt 5,0 ug/ml. | tillegg var mengden av taurinyBgt sammenlignet med de resterende
aminosyrene ved hver prgveuttakstid. Mengden &varginin var hgyere i fiskeprgver enn i

kjgtt under hele tarmfasen. Konsentrasjon av lysinomtrent lik i begge typer pragver under
forste delen av magefasen mens ved alle de sengak (40 — 120 min) var
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lysinkonsentrasjon hgyere i supernatanten fra disk fra kjgtt. Cystein, hydroksyprolin og

prolin ble ikke detektert.

Tabell 9. Innhold av de totale aminosyrene (TAA, mg/ml) i sumatant ved hver prgveuttakstid under
in vitro Gl fordgyelse av ra fiskemuskel og ratt kjgtt meddusert konsentrasjon av
fordgyelsesenzymer (Forsgk 4). De essensielle @yieoe er fremhevet med fet skrift. i.d. = ikke
detektert. Asx = Totalt asparagin og asparagingybe= Totalt glutamin og glutaminsyre.

Type rastoff og fordgyelsestid
TAA O min 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min
F K F K F K F K F K F K F K

Ala 0,15 037, 0,16 0,38 043 0,58 049 06 0,36 0,3380,035 039 0,35
Arg 0,13 0,36 0,13 035 043 0,57 05 0559 0,37 0,38B80,0,31 039 0,32
Asx 0,21 049 02 051 o061 0,48 0,72 0/81 052 0,4640,0,47| 0555 0,48
Cys id. 0,06 id. 00 005 009 006 O, 0,04 0,06030, 0,04 0,04 0,06
Phe 0,08 02| 0,08 0,21 0,24 034 0,27 08 0,18 0,1980,0,19| 0,19 0,2

Glx 0,28 087, 0,26 089 09 136 1,11 14 083 0,78600,74| 0,87 0,77
Gly 0,14 0,22 0,14 028 03 035 035 0,37 0,26 0,2260,0,23| 0,27 0,23
His 0,04 0,26/ 0,04 0,2y 0,13 0,36 0,15 037 0,11 0,23100,23| 0,11 0,24
Hyp id. id id id | id. id.| id. id.| id. id.)| .d. id. | id i.d.

lle 0,07 0,26/ 0,07 0,28 0,31 0,38 0,34 4 02 0195002 | 0,26 0,2

0

Leu 0,19 0,51 0,17 054 0,58 0,75 0,65 0/78 045 04490042 05 0,43
Lys 0,22 0,57 0,22 059 066 087 0776 091 056 05690052 061 0,52
Met 0,06 id.| 0,05 0,03 0,29 0,08 0,23 09 0,15 Q,0un50id. | 0,16 i.d.

Pro 0,08 0,18 0,08 0,18 0,23 0,3 0,27 0,33 0,22 0,12 00,21 0,2 0,21
Ser 01 0,22 009 028 0,30 0,36 0,35 0,38 0,25 0,2260,0,21| 0,26 0,23
Tau 0,06 id. | 0,06 id.| 0,05 id. 0,06 id 0,05 id. ,00 id. | 0,05 id.

Thr 01 032 009 031 03 048 0,35 048 025 0,2960,@30| 0,27 0,32
Tyr 0,0v 0,19 0,07 0,21 0,24 0,31 0,28 032 0,16 0,28600,17| 0,27 0,17
Val 0,11 0,28 0,1 0,29 0,34 047 0,39 0/49 0,28 0,2280,0,28| 0,29 0,28

Totalt
TAA 2,09 536/ 2,01 556 6,35 843 7,33 8|77 5,24 47925487 506 5,01

Under in vitro fordayelse av ra fisk og ratt kjgtt med reduserzyarkonsentrasjon var
utviklingstrend i det totale innholdet av aminoslikt i begge typer pragver (Tabell 9). Den
totale mengden av aminosyrer var lavest ved tidanif) 2,1 og 5,4 mg/ml i pragver fra
henholdsvis fiskemuskel og kjatt, og forble omtrig lav frem til og med inkubasjonstid 20
min. Ved dette tidspunktet ble pH justert til 2§ wed inkubasjonstid 40 min var den totale
konsentrasjonen gkt til 6,4 og 8,8 mg/ml henhokls\supernatant fra ra fiskemuskel og ratt
kjagtt. Den hgyeste totale mengden av aminosyreoppnadd ved tiden 60 min i begge typer
prover. Deretter ble pH hevet til 7,0 og etter jige 20 min med inkubasjon var

konsentrasjonen redusert til 4,8 mg/ml i superridtarkjgtt og til 5,2 mg/ml i supernatant fra
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fisk. Deretter var mengden av de totale aminosyremgrent like lav frem til forsgkets
avslutning. Tilsvarende utviklingstrend ble regstr for hver enkelt total aminosyre.
Mengden totalt lysin var lavest frem til preveuttaten 20 min. Ved fordgyelsestid 40 min
var konsentrasjon gkt til 0,7 mg/ml i fiskeprgvetdod,9 mg/ml i supernatant fra kjgtt. Den
hgyeste mengden lysin var detektert ved tiden 60, ®j8 og 0,9 mg/ml henholdsvis i
supernatanter fra fisk og kjgtt. | starten av tgmmisfase ble konsentrasjonen redusert til 0,6
mg/ml i fiskeprgve og 0,5 mg/ml i kjgttprave og varka like lav frem til den siste
prgveuttakstiden.

Under magefasen hadde kjgtt en hgyere mengde avehkel aminosyre. Et unntak
her er taurin som ble kun registrert i fiskeprgvgengom hele fordgyelsesforsgk.
Supernatanter fra fisk samlet under tarmfasen ioldéhstarre mengder av de fleste
aminosyrer (utenom histidin og threonin) sammemdigmed kjgtt. Mengden av de totale
fenylalanin, prolin, tyrosin og valin var omtrelikd hgyt i begge typer prgver gjennom hele

tarmfasen.
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5 Diskusjon
Innledningsvis ble naeringsinnhold i seimuskel ogfifet av storfe bestemt. Innholdet i de

analyserte prgvene stemte godt overens med vdodiseiog storfe publisert tidligere (Huss,
1995; Ruxton, 2011; Jensest al, 2014). Resultatene viste at seimuskel hadde kgyer
vanninnhold og lavere fettinnhold enn ytrefilet. tDer velkjent at vann og fettinnhold i
muskel vanligvis til sammen utgjer 80 %, dvs. reitifinhold gker s& minker vanninnholdet.
Det lave fettinnholdet i seimuskel har sin arsal sei er en mager fiskeart som lagrer fett
hovedsakelig i leveren. Fett i muskel bestar i lisa#& av membranlipider, hvor mestepart
utgjeres av fosfolipider. | tillegg, inneholder metbindevev fettceller, spesielt i mark
muskel, slik at sma mengder av triglyserider kasdofprekomme, seerlig i muskel hos fisk
med god fadetilgang. Blant torskefisker har seitnpetagisk livsstil og har stgrst andel av
mgark muskel.

Flerein vitro fordayelsesforsgk ble gjennomfart for & sammenligastigheten av
proteinnedbrytning av sei- og storfemuskel. Badegden frigjort protein og mengden TCA-
lgselig protein ble analysert. TCA-lgselig proteindelvis nedbrutt protein med molekylvekt
mindre enn cirka 10 kDa. | det innledenofe vitro tarmfordgyelsesforsgket ble oppmalt
muskel fra ra fisk og ratt kjgtt hydrolysert mednkmersielt pancreatin. Allerede ved det
sakalt "0 - tidspunkt” (fordayelsestid 0 min) bletdegistrert en betydelig gkning i mengden
frigjort protein og nedbrutt protein (TCA-lgseliggbein). For fgrstnevnte var det 3 — 4x
gkning for bade fisk og kjgtt ndr mengden tilsahgreatin tas hensyn til (Figur 11). For
TCA-lgselig protein var det en cirka 10x gang gignfar begge typer prgver sammenlignet
med kontroll (Figur 12). En arsak til denne fordlgje er at det antakelig er relativt lite
lavmolekylaere proteiner (MW < 10000 Da) i kontroigene med kjgtt og fisk. Grunnen til
at det har skjedd en betydelig hydrolyse av musk&kne ved tid O min er at det tar noen
minutter far inaktiveringstemperatur for proteasémancreatin blir oppnadd. Et alternativ,
med en mye mer omfattende metode for enzyminaktigekkunne ha veert a tilsette en
blanding (cocktail) av proteasehemmere pa de feliglg uttakspunktene. Med 5 uttakspunkt
matte 5 hydrolyseforsgk med for eksempel fisk i@ $att i gang. Ved tidspunkt 0 min matte
blandingen av proteasehemmere ha blitt tilsattefmmym. Et alternativ til proteasehemmere
kunne veert & inaktivere enzymene og felle protead rrikloreddiksyre (TCA). En annen
mindre tidskrevende metode som reduserer protetagiestkbetydelig er & avkjgle pravene pa

is som vist senere i oppgaven (Forsgk 3).
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Mengden frigjort protein malt med Lowrys metodkikke bare male inntakt protein,
men ogsa hydrolysert protein. Som beskrevet i rizéer og metoder vil kopper i
Biuretreaksjon danne et purpurfarget kompleks meptighindinger i nabostillinger mens
Folin Ciocalteus fenol reagensen reagerer med nengwmatiske aminosyrer, hovedsakelig
tyrosin og tryptofan.

Supernatant fra kjgtt hadde hgyere konsentrasjdasahg protein sammenlignet med
fisk uttover i hydrolyse (Figur 11). Tilsvarendesliigsa funnet for kontrollpravene med bare
muskel. Dette kan ha sin arsak i at kjattet hatgangspunkt hgyere proteininnhold enn
fiskemuskel. | tillegg har kjgtt generelt et noeydiee innhold av sarkoplasmatiske proteiner
(de vannlgselige proteiner) enn fiskekjott (Tal2ll Hydrolyseforsgkene i denne oppgaven
ble giennomfgrt pa en statisk mate, dvs. etter isa reaksjonstid oppstar det en likevekt
mellom substratmengden og produkt (nedbrutt préaeimosyrer) dannet. Dette kan veere
arsaken til at mengden TCA-lgselig protein stabitts seg allerede etter 30 minutters
hydrolyse (Figur 12). Nar det gjelder frigjaring protein fra muskelvev sa ble det observert
en svak gkning ogsa i perioden etter 30 minuttekshasjon. Antakelig er dette et tegn pa at
mer og mer protein blir frigjort fra det oppmaltevet etter hvert som inkubasjonen med
rgring blir lengere i tid.

Dynamiskein vitro fordgyelsesmodeller som etterligner nrewrivo situasjon har blitt
utviklet (Guerraet al, 2012). Disse kan til dels veere kompliserte (Mdreral, 2014), men
et hovedpoeng er at lavmolekyleere stoffer, for elsd aminosyrer, fiernes kontinuerlig fra
inkubasjonsblandingen gjennom en membran. Derved produkthemming av
fordgyelsesenzymene unngas. Det enkleste systeinetere & la hydrolysen forega i en
dialyseslange med "cut — off” pA MW 10000 Da, dwedbrutt protein med molekylvekt pa
mindre enn 10000 Da vil fiernes fra reaksjonsblagaig mer inntakt protein vil bli brutt ned.

| Forsgk 2 blein vitro fordgyelse av ra fisk og ratt kjgtt gjennomfgrdvierst a
simulere magefasen og deretter tynntarmfase. tef@sl av magesekkfasen (pH 4,0) ble det
ikke detektert noen forskjell i frigjort protein Mwn pepsinbehandlede prgver og de
respektive kontrollprevene (Figur 13). Arsakenddtte er at pepsin har lav aktivitet ved
denne pH (Barreet al, 1998). Samtidig ble det observert en svak gkimipggvene tilsatt
enzym og i kontrollprgvene utover i denne delenmagesekkfasen. Dette er antakelig pa
grunn av at mer protein frigjares fra den oppmaiteskelen etter hvert som rgringen pagar.

Forandringene i frigjort protein fra kontrollpraxemjennom hele fordgyelsesforsgk
kan sannsynligvis forklares med isoelektrisk putiktle sarkoplasmatiske proteinene (pl).

Murray (1995) har rapportert at pl til disse protzie i kjgtt er pH 6,0 — 7,0. Det er kjent at

44



DISKUSJON

lgseligheten til proteiner er lavest ved pH lik gétog at den gker jo stgrre avstand det blir
mellom pH i kjgttet og pl til proteinene i kjgttated ekstrem sur pH (pH 1,0) vil imidlertid
intakte proteiner denatureres og felle ut.

Nar pH reduseres fra 4,0 til 2,0 ved tidspunkt 2id, rskjer en betydelig gkning i
mengden frigjort protein. Den stgrste gkningen @& pepsinbehandlede pravene. Arsaken er
at pepsin bryter ned vevsproteiner, inkludert sgnligvis ogsa myofibrillproteiner, og farer
til frigjgring av delvis nedbrutte proteiner elléntakte proteiner. Ved & sammenligne
gkningen i opplgste protein fra fiskepraven ogkjetpraven fra tidspunkt 20 min til 60 min,
sa kan det synes som at prosessen skjer raskefgretrgevnte. Forklaringen kan veere at fisk
inneholder mindre tungt nedbrytbart kollagen.

I tynntarmfasen, fra 60 min til 120 min, skjer ddsynelatende ingen gkning i
mengden opplgst protein. Faktisk reduseres koragotren og dette forklares med tilsatt
mengde fosfatbuffer for & gke pH. At det na et kelit stor forskjell mellom pepsinprgvene og
kontrollprgvene kan forklares med at de fgrstnewartelelvis nedbrutt, noe som gjgr at de
ikke felles sa ut nar pH er i naerheten av pl.

Resultatene fra maling av TCA-lgselig protein f@lehhydrolyseforgket (Figur 14)
lignet i stor grad resultatene oppnadd ved malingtatal proteinkonsentrasjon. Disse
malingene viste imidlertid at det skjer en nedhingrav protein til peptider i magesekkfasen
ved pH 4,0. Det mest interessante imidlertid atbmgdingen av protein malt som TCA-
lgselig protein skjer raskere i farste del av fgregen (tid: O - 40 min) i fisk enn i kjgtt. Som
tidligere nevnt sa kan forskjellen i mengden i leivel vaere med a forklare dette.

Flere faktorer slik som konsentrasjon, temperatpH, stabilitet, aktivatorer,
inhibitorer og inkubasjonstid, vil pavirke aktiviem til enzymer (Boisen & Eggum, 1991). En
viktig faktor er ogsa forholdet mellom substrat egzym. | Forsgk 2 ble det detektert at
proteinhydrolyse i fiskeprgver var noe stagnesgralile i den andre delen av magefasen (Figur
14). For en bedre sammenligning av frigjgring edbrytning av protein fra fisk og kjgtt ble
konsentrasjon av tilsatte enzymer redusert. Igijléle det malt en hagy mengde frigjort og
nedbrutt protein allerede i starten av Forsgk 12o0¢id O min). Det er ikke sikkert at
enzymkonsentrasjon brukt innledningsvis er av tpgisk mengde. Mindre mengder enzym
vil antakelig lettere kunne pavise forskjeller dnglysehastighet.

En tidskrevende oppvarming av prgver ble benytetimaktivering av de tilsatte
enzymene. Et mindre hydrolyseforsgk (Forsgk 3 iddet og resultater) med 10x redusert
enzymkonsentrasjon samt en ekstra og enklere enakinieringsmetode ble gjennomfart.

Hver prave fra ra fiskemuskel ble avkjglt pa is ddeilbart etter prgveuttak. Mengden frigjort
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protein ble malt og resultater viste at det ikke foaskjeller i frigjort protein mellom de to
metodene (Figur 15). Det ble imidlertid ikke malemgden nedbrutt protein. | de neste
forsgkene ble det valgt & bruke den lavere enzyséumasjonen og oppvarming for
inaktivering av enzymer.

Frigjgring av protein ved lavere konsentrasjon (Figl6) lignet i stor grad
proteinfrigjaringen detektert ved 10x hgyere komsejon. Dette gjelder bade
enzymbehandlede prgver og kontrollprgver. Imidievér gkningen etter nedjustering av pH
til 2,0 noe starre i fiskepraver (3,2x) i dettesimket enn det som ble detektert (2,6x) ved
hydrolyse med hgyere enzymkonsentrasjon (Figur D8}. farte til et hgyere innhold av
opplast protein i fisk enn i kjatt i slutten av neagkkfasen og forskjellen var mer tydelig
ogsa under tarmfasen. Det hgyere proteininnholdisképraver i slutten av magefasen ble
ogsa registrert i form av TCA-lgselig protein (Figlr). Faktisk s& gkte mengden nedbrutt
protein ogsa etter overgang til tarmfasen bade dver fra hydrolysert fisk og kjatt.
Hydrolysen i fiskeprgver var tilsynelatende stagherst etter 100 minutters inkubasjon mens
tilsvarende for Kkjott var registrert ved forsgkedwslutning (120 min). Nar hele
fordgyelsesforsgket vurderes sé er det tydeligslatrytes raskere enn kjgtt. Arsaken til dette
ble ikke studert neermere, men som det ble neviigdig kan bindevevsinnhold i muskel ha
sin skyld i det. Som antatt farte den redusertgr@kpnsentrasjonen til et mer tydelig skille i
fordgyelseshastighet av fisk og kjatt.

Det er sjelden at man spiser ra fisk eller ra#ttkiil middag. Om det er lettere a
fordgye varmebehandlet fisk enn kjgtt ble fokusedste forsgk (Forsgk 5). Innledende ble et
hydrolyseforsgk gjennomfart med kun varmebehandfeskeog kjgtt. Resultatene viste at
generelt hydrolysemgnster var lik det som ble fumme forrige forsgkene. Ved pH 4,0 var
konsentrasjon av lgselig protein omtrent like hggraver tilsatt pepsin og de respektive
kontrollpravene (Figur 18). Imidlertid var mengdgigjort protein i alle typer prgver mye
lavere enn det var malt i det forrige forsgket. Bannsynlige arsaken til redusert lgselighet
er denaturering av proteinene gjennom varmebehagetii

I motsetning til de forrige forsgkene ble frigjagirav proteiner i dette forsgket
detektert bade ved pH 2,0 og pH 7,0. Imidlertid pesteinfrigjgring i den andre delen av
magesekkfasen mer intensiv enn det ble registtevieu i tarmfasen. Totalt under magefasen
var konsentrasjonsgkning av opplgst protein hgyiskepragver (15x) enn i kjgttpraver (8x).
@kningen var ogsa starre i begge typer provertedetsagket enn det var under hydrolyse av
ra fisk og ratt kjgtt (Figur 16). Den sterke gkréng mengde frigjort protein i begge typer

prgver kan sannsynligvis forklares ved at denaingeigrer til en dpnere proteinstruktur som
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gjer det lettere for fordayelsesenzymer hydrolysaptidbindinger. | tillegg kan man ogsa
anta at etter lengre rgring under inkubasjon gkbéemlgselighet, noe som var tilsynelatende
i begge typer kontrollprgver (tid: 20 — 60 min).

Resultatene for TCA-lgselig protein viste at ngthing av det denaturerte proteinet
gker med inkubasjonstid bade i praver fra hydratyfisk og kjott (Figur 19). Den stgrste
gkningen i nedbrutt protein skjedde under pepsirgilyde etter nedjustering av pH til det
optimale for pepsin (pH 2,0) i begge typer prov@kningen var noe hgyere i prgver fra
varmebehandlet kjgtt enn fra fisk, sannsynligvismscet resultat fra det hgyere
proteininnholdet i utgangspunktet i Kkjgtt enn i kfis Imidlertid var ytterligere
konsentrasjonsgkning i kjgttpraver svakere enskiefpragver (tid: 80 — 120 min). Faktisk var
proteininnholdet i fiskeprgver 2,5x hgyere 20 mitereovergang til tarmfasen enn det var
registrert i slutten av pepsinhydrolyse. Dette ddit et godt tydelig skille mellom prgvene,
hvor mengden nedbrutt protein var hgyere i fiskegreenn i kjgttprgver. Basert pa disse
resultatene kan en anta at proteiner fra varmehidtarfisk er lettere nedbrytbar enn
denaturerte kjgttproteiner og nedbrytning skjerdogsayere grad i tarmfasen.

Forsgket med fordgyelse av varmebehandlede ogvikkeebehandlede produkter ble
gjentatt og fisk og kjgtt ble sammenlignet direfiegur 20 og 21). Allerede ved tiden 0 min
kunne man se en skille mellom varmebehandlede qmadukter. Nemlig inneholdt praver
fra varmebehandlede fisk og kjgtt cirka 8x mindrigjbrt protein enn korresponderende
praver fra rd produkter (Figur 20). Arsaken er seevnt tidligere at proteinlgselighet ble
redusert etter proteindenaturering forarsaket amebehandling. Mengden nedbrutt protein
var omtrent like lav i bade prgver fra ra produkber prever fra varmebehandlet rastoff i
farste del av magefase (Figur 21). Dette bekreftgrepsin virker like darlig pa bade ra og
varmebehandlede pragver ved pH 4,0.

Det som er mest interessant at for de varmebehdegievene sa gker bade mengden
frigjort protein som ogsa inneholder nedbrutt pimmteog mengden TCA-lgselig protein i
tarmfasen. Ved forsgkets avslutning var mengdegjofti protein hgyst i preve fra
varmebehandlet fisk sammenlignet med de resterprieer (Figur 20). @kningen i mengde
nedbrutt protein var starst for fiskepr@gver og vieldn 80 min var konsentrasjon av TCA-
lgselig protein starre i fiskepragven enn i kjgig(F 21).

Som oppsummering kan en siiatvitro fordagyelse av ra og varmebehandlede praver
viser et forskjellig forlgp. De ra prgvene innetald/annlgselige proteiner og disse bryter
hurtigere ned til peptider i magefasen. De varmebdlede prgver brytes ogsa ned i

tarmfasen. Som tidligere observert sa brytes fiskegne lettere enn kjattpravene.
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Som det framgar av resultatene (Tabell 6) fra asyreanalyse sa foreligger
mesteparten av aminosyrene bundet i protein, b&tefihnes i fri form. Unntaket er taurin
som ikke finnes bundet i protein. Det bekreftesdogs$ fisk er en god kilde for denne
aminosyren sammenlignet med kjgtt. Denne aminoskignsom nevnt blitt foreslatt a ha
positive helseeffekter (Militante & Lombardini, 280Bouckenooghet al, 2006).

Den hgyere konsentrasjonen av prolin og hydroxyprickjatt kan forklares ut fra et
hgyere innhold av bindevev sammenlignet med figk.tBtale innholdet av aminosyrer i kjatt
sammenlignet med fisk forklares ut fra et litt heyennhold av protein i farstnevnte
produktet. Det relative innholdet av de essensatnosyrene er likt i begge typer produkt.

Proteininnholdet i bade kjatt og fisk beregnetnat det totale aminosyreinnhold ble
funnet a vaere betydelig lavere enn ved Kjeldalsodet Det er flere arsaker til dette. Med
Kjeldals metode maler man det totale innholdet inogen. Man antar at protein inneholder
16 % nitrogen og dermed multipliserer man mengd@aogen med 6,25 for a f& mengden
protein. Det blir en overestimering fordi andre eigller enn aminosyrer inneholder ogsa
nitrogen. Eksempler er nukleinsyrer og fosfolipidditrogeninnholdet i ulike proteiner vil
ogsa variere og Mariotgt al. (2008) har foreslatt at en faktor pa 5,6 er migigia bruke pa
kjatt og fisk.

Det er ogsa kjent at aminosyre tryptofan gdeledwdsunder hydrolysen med 6 M
HCI. Andre aminosyrer som serin, cystein og treamiduseres noe (Creighton, 1984). Det
betyr at proteininnholdet beregnet ut fra det eotahholdet av aminosyrer blir for lavt.

Innholdet av frie og totale aminosyrer ble analyser supernatantene fra
hydrolyseforsgket beskrevet i punkt 4.2.4 i Reseitta (Forsgk 4). Mengden frie aminosyrer
var lav og konstant for bade kjgtt og fisk frempHl ble justert til 7,0 (tidspunkt 60 min). |
tarmfasen var det en generell gkning av frie anyireys Resultatene viste at ikke alle
aminosyrer gkte i konsentrasjon i tarmfasen. Diedite veere forarsaket av ulik spesifisitet til
tarmenzymene. For eksempel kan noen aminosyrer irspaltet av peptider i tarmveggen
og derfor vil ikke de bli detektert i vaim vitro system med pancreatin. Resultatene tyder ogsa
pa at fiskekjattet hydrolyserer lettere enn kjgtirholdet mellom frie aminosyrer i fisk og
kjattpravene er ved starten av forsgket (tid O rikn),76 mens ved 120 min er det 0,96.

Det totale aminosyreinnholdet i supernatantene uhgerolysen (tidspunkt 0, 20, 40,
60, 80, 100 og 120 min) er vist i tabell 9. Distanmer godt overens med det som observeres
ved & male proteinkonsentrasjon med Lowrys metBitgi( 16).

@kning i det totale aminosyreinnholdet skjer femér pH blir justert til 2,0. Dette

registreres ved tidspunkt 40 min. Ved overgangdimfasen ble konsentrasjon av totale

48



DISKUSJON

aminosyrer redusert pa grunn av fortynning akksoah observert ved maling med Lowrys

metode.
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6 Konklusjon
Flere interessante resultater ble funnet i oppgaveragesekkfasen med bruk av pepsin ved

pH 4,0 var liten eller ingen frigjaring av protedfier nedbrytning av protein. Farst nar pH ble
senket til 2,0 gkte lgseligheten av protein samtided at mengden TCA-lgselig protein gkte
kraftig. Dette skjedde i hovedsak i lgpet av dest@20 min etter at pH var blitt redusert. Det
ble ikke dannet frie aminosyrer i lgpet av pepsdrblysen verken ved pH 4,0 eller 2,0.

Ved hgy konsentrasjon av fordgyelsesenzymer fikewgdbrytningen av ra produkter
i hovedsak i magesekkfasen. Ved lavere konseatragregikk nedbrytning av protein i
stgrre grad ogsa i tarmfasen. Dersom man gnsketudere nedbrytningshastighet av
forskjellige typer mat vil bruk av redusert enzymkentrasjon anbefales.

Resultatene viste at ra produkter ble brutt nella@ enn varmebehandlede produkter.
Arsaken er antakelig at proteinene denatureresraenebehandling og derved er de mindre
tilgjengelig for hydrolyse tidlig i fordgyelsen. Dermebehandlede produktene brytes i starre
grad ned i tarmfasen enn de ra produktene. Analyseie aminosyrer ble bare gjennomfart
pa ra produkter og resultatene viste at disse dainlaemfasen.

Forsgkene i oppgaven bade med bruk av rd og vatmaebllede produkter viste at
proteinene i seimuskel ble lettere brutt ned emtgimer i storfekjattet. Sannsynligvis skyldes
dette et hagyere innhold av bindevev i kjatt enisk.fDette ble ogsa bekreftet ved analyse av
aminosyreinnholdet i kjgtt og fisk. Resultatenedrainosyreanalysene bekreftet at fisk er en
god kilde for taurin sammenlignet med kjatt.

Dannelsen av TCA-lgselig protein vil antakelig kangi et mer presist bilde av
hydrolyseforlgpet enn endring av mengde frigjortotein i denne typenin vitro

fordgyelsesforsgk.

6.1 Videre studier

| viderein vitro studier av gastrointestinal fordgyelse bgr brukrikloreddiksyre benyttes for
a stoppe reaksjon pa gnskede tidspunkt. Ved brulkeraslik teknikk vil resultater for
tidspunkt O min og andre uttakstidspunkt blir megsist. Malemetodene for nedbrytning av
protein vil kunne veere TCA-lgselig protein og franinosyrer. Bruk av en dynamisk
hydrolysemodell hvor frie aminosyrer og lavmolekygapeptider fiernes fra likevekten bar

ogsa vurderes.
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