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Bioaktive komponenter i k¢d K/MT

Litteraturstudium

Baggrund Der eksisterer i dag en lang reekke eksempler p3a, at kgdbaserede bioaktive kom-
ponenter besidder sundhedsfremmende egenskaber. F.eks. findes carnosin, an-
serin, L-carnitine, konjugeret linolsyre (CLA), glutathione, taurin og kreatin i
denne kategori [3]. Der er iseer meget fokus pa de bioaktive komponenter afledt
fra proteinfraktionen i kg¢d, der ogsa af fgdevareindustrien betragtes som en me-
get lovende gruppe funktionelle ingredienser i relation til human sundhed [4].

Formalet med naervaerende litteraturstudium er at fa klarlagt, hvilke anvendel-
sesmuligheder der er for kommerciel udnyttelse af bioaktive peptider fra kgd.
Specielt vil mulighederne for en produktion af funktionelle peptider pa basis af
“low value” udskaeringer og slagteriaffald blive belyst.

Der er tidligere gennemfgrt et litteraturstudium med henblik pa at opsummere
den nuvaerende viden omkring bioaktive komponenter, specielt i svinekgd [16]. |
gruppen af bioaktive komponenter var de blodtryksseenkende peptider dem, der
var bedst beskrevet. Som afgraensning i det tidligere litteraturstudium blev der
fokuseret pa de peptider, der udviser inhiberende aktivitet overfor ACE (Angio-
tensin I-converting enzyme), et enzym der er involveret i bl.a. regulering af blod-
tryk og vandladning.

Introduktion Mange af de peptider, der friggres in vitro eller in vivo fra animalske og vegeta-
bilske proteiner, er bioaktive og har en fysiologisk funktion i mennesker med
normal eller tilstreekkelig ernaeringstilstand.

Peptiderne har veeret tilskrevet forskellige sundhedseffekter:

e inhibering af ACE-aktivitet

e antimikrobiel aktivitet

e kolesterolsaenkende effekt

e reduktion af risikoen for blodpropper (antithrombose)
e regulering af blodsukkerniveau

e antioxidant aktivitet

o forpgelse af mineralabsorption og/eller bio-tilgaengeligheden
e immunomodulerende funktion

e smertelindring m.m. (opiate peptider)

e prebiotisk funktion

e regulering af energimetabolismen
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Hvorvidt peptider og hydrolysater fra kgdproteiner besidder ovennavnte egen-

skaber, og derfor sandsynligvis ogsa kan udnyttes som ingredienser i fysiologiske
funktionelle levnedsmidler eller kosttilskud, vil blive klarlagt i den fglgende gen-

nemgang. Desuden gennemgas kort mulighederne for udvikling af fermenterede
funktionelle k@dprodukter, eller for “genopdagelse” af funktionaliteten i de eksi-
sterende produkter, som det har vaeret tilfeldet for flere mejeriprodukter.

De anvendte metoder til fremstilling af hydrolysater, samt til dokumentation af
den forventede effekt, vil blive samlet i et selvstaendigt afsnit.

Sundhedsfremmende egenskaber i bioaktive komponenter, udvundet fra ani-
malske proteiner

Enzymet ACE (Angiotensin I-converting enzyme) spiller en vigtig rolle i regulering
af blodtryk og vandladning. Enzymet omdanner angiotensin | til angiotension Il,
der medfgrer karsammentrakning, gget perifer karmodstand, gget natrium- og
vandretention og dermed gget blodtryk. ACE inaktiverer desuden et karudvi-
dende peptid. ACE-ha&mmere anvendes i behandlingen af forhgjet blodtryk, og
de vigtigste farmakologiske virkninger er karudvidelse, gget natriumudskillelse,
gget vandladning og nedsat blodtryk [1, cf. 16].

Peptider med ACE-inhiberende effekt er blevet isoleret fra forskellige fgdevarer
som maelk, majs, sojabgnner, hvede og fisk. Inden for de senere ar er ACE inhibe-
rende peptider desuden isoleret fra svinekgd samt biprodukter fra slagtning [11,
19].

Antimikrobielle peptider har vzeret isoleret fra savel aeg- som maelkeproteiner.
Der har veeret szerlig opmaerksomhed omkring peptider dannet ved hydrolyse af
lactoferrin fra maelk, der udviser en bred antibakteriel aktivitet mod bade gram-
positive og gram-negative bakterier [cf. 4].

Den viden, der ligger indenfor kedomradet, er meget ny [7]. | det pagaeldende
arbejde blev hydrolysater fra sarcoplasmatiske og cytoplasmatiske proteineri le-
ver og lungevaev fra kvaeg undersggt for antimikrobiel aktivitet. Peptider med en
molekylevaegt < 10 kDa blev afprgvet i mikrobiologiske assays mod forskellige
gram-positive og gram-negative mikroorganismer. Resultaterne viste, at leverhy-
drolysater kunne reducere vaeksten af E. Coli mellem 60 og 98 %, afhaengig af
hvor lang tid leveren havde veaeret hydrolyseret. Hydrolysaterne forventes at
kunne anvendes som naturligt konserveringsmiddel. Resultaterne blev praesen-
teret ved ICoMST 2009 [7]. Der er endnu ikke udarbejdet yderligere officielle
publikationer.

Maelk og sojaproteiner besidder en kolesterolsankende effekt, der er pavist i et
peptid fra enzymatisk hydrolyse af B-lactoglobulin [cf. 4]. Der har i de senere ar
veeret arbejdet med hydrolysater fra kalvehjerter, der ligeledes har vist sig at

kunne saenke den micellzere oplgselighed af kolesterol in vitro [17, 18]. Koleste-
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roloptaget i caco-2-celler blev samtidig undertrykt (se metodeafsnit), nar kole-
sterol-micellerne indeholdt hydrolysatet. | et fodringsforsgg med rotter havde de
dyr, der blev fodret med kalvehjertehydrolysatet, et signifikant lavere kolesterol-
niveau i serum end dem, der blev fodret med casein. Indekstallet for areforkalk-
ning var desuden reduceret. Kolesterolabsorptionen var ogsa signifikant lavere
og blev ledsaget af en andring af den fakale steroidudskillelse. Det antages der-
for, at den kolesterolseenkende effekt involverer en inhibering af kolesterolab-
sorptionen i tyndtarmen. Resultaterne leder til nye anvendelsesmuligheder for
biprodukter som sundhedsfremmende additiver i levnedsmidler [18].

Det har ikke vaeret muligt at finde eksempler pa bioaktive komponenter fra kgd,
der kan medfgre reduktion af risikoen for blodpropper (antithrombotiske pepti-
der). Den viden, der i dag ligger pa omradet, omhandler et peptid afledt fra mael-
keproteinet K-casein, der kan forhindre trombocytaggregation cf. [4].

| et fodringsforsgg med rotter med for hgjt blodtryk indgik der kgd (ikke naer-
mere defineret) hydrolyseret med trypsin og pankreatin. Ud over en blodtryks-
nedsaettende effekt viste resultaterne en mindre sankning af blodsukkerni-
veauet i forhold til kontrolgruppen. Maling af en komponent, der er korreleret til
diabetes (HbA1lc), indikerede samtidig, at hydrolysatet har en diabetessaenkende
effekt. Resultaterne blev praesenteret ved ICOMST 2009 [1]. Der er endnu ikke
udarbejdet yderligere officiel publikation [2].

Det er velkendt, at lipidoxidation i levnedsmidler forarssager forringelser af spi-
sekvaliteten ved dannelse af harsk lugt eller uacceptabel smag. Kvalitetseendrin-
gerne vil derfor ofte medfgre en begreensning pa holdbarheden. | visse sammen-
hange saettes indtagelse af oxiderede fgdevarer desuden i forbindelse med ud-
vikling af alvorlige sygdomme, som f.eks. forstgrret lever (hepatomegali) og ne-
krose af epitel-vaev [21].

Muligheden for brug af syntetiske antioxidanter i levnedsmidler er begraenset el-
ler er direkte forbudt i nogle lande [21]. Det er derfor oplagt at udvikle mere
sikre antioxidanter fra naturlige kilder.

Flere forsgg har vist, at peptider af bl.a. animalsk oprindelse udviser antioxidativ
aktivitet, jf. nedenstaende eksempler. Peptider med basiske eller sure aminosy-
rer har veeret sarligt bemaerkelsesvaerdige [cf. 4].

Eksempler pd velkendte peptider med antioxidativ effekt

Carnosin og anserin er endogene antioxidative dipeptider, som findes i muskel-
vaev og hjernevaev hos pattedyr, fugle og fisk [15]. Peptiderne gar under beteg-
nelsen nutraceuticals - der omfatter essentielle naeringsstoffer, der besidder
egenskaber ud over opretholdelse af normal vaekst og vedligehold af kroppen.
Carnosin er den dominerende forbindelse i okse, svin og kalkun, mens anserin
findes i hgje koncentrationer i kanin, laks og kylling. Anserin er den mest robuste
i fordgjelsessystemet, og dens fysiologiske funktion i menneskekroppen udnyttes
i dag i functional foods [3].
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Det er vist, at maelkeproteinet casein effektivt inhiberer lipidoxidation i hakket
ked og maskinudbenet kylling [20]. Et peptid oparbejdet fra kgdprodukter kan
derfor sandsynligvis ogsa anvendes som naturlig antioxidant ved forarbejdning af
kad til forebyggelse af off-flavour og forbedring af holdbarheden.

Eksempler pd antioxidative peptider fra hydrolysater baseret pa k@drdvarer og
biprodukter

e Cytoplasmatiske/sarcoplasmatiske proteiner fra kveeglunge, -lever og spids-
bryst
Antioxidantaktiviteten varierede afhaengig af vaevstype og varigheden af hy-
drolysetiden [5].

e Myofibrilleere proteiner fra frisk svinekgd (longissimus dorsi)
Antioxidant aktivitet pa hgjde med a-tocoferol, langtidseffekt, da aktiviteten
af hydrolysaterne kun langsomt aftog [21].

e Kollagen fremstillet af svaer
Fire forskellige peptider udviser staerk antioxidativ aktivitet. Typisk kade-
lengde for peptiderne var 3 - 16 aminosyrer - mindre peptider er mere ef-
fektive end stg@rre. [12].

e Keratinholdige biprodukter fra husdyr (fjermel, horn, klove og hove)
Udviser hgj antioxidant aktivitet. Sandsynligvis pa grund af et stort indhold af
cystein [cf. 17].

Peptider kan optraede som “mineralfeelder” pa specifikke eller uspecifikke bin-
dingssteder, hvilket medfgrer en forbedret absorption af mineralerne. Effekten
er fundet i adskillige peptider dannet ved enzymatisk hydrolyse af mzelkeprotei-
ner cf. [4]. | en teknisk review artikel [22] er der uden yderligere henvisninger be-
skrevet, at L-carnitin hjaelper kroppen med at absorbere calcium. Derudover er
der ikke fundet referencer, hvor aktiviteten for peptider afledt fra muskelprotei-
ner er beskrevet.

Immunomodulerende peptider pavirker savel immunsystemet som cellernes
evne til deling. Forskningen har veeret fokuseret omkring peptider baseret pa
maelkeproteiner, men ogsa peptider fra hydrolysater af aeg, sojabgnner og ris har
vist at have denne egenskab cf. [4]. Det har ikke vaeret muligt at finde referencer
pa immunomodulerende peptider baseret pa hydrolysater fra kgdprotein.

Opiater, der er betegnelsen for en stofgruppe, der udvindes af opiumsvalmuen
(morfin, kodein, etc.), er medvirkende til regulering af funktioner i forbindelse
med smertepavirkning, fysisk anstrengelse, feber og blodtryksvariationer. Til
denne gruppe hgrer opiate peptider, der tilsvarende defineres som peptider
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med affinitet for opiatreceptorer i hjernen, eller peptider der har opiatlignende
effekt.

Det er vist, at proteolytisk nedbrydning af haemoglobin medfgrer dannelse af
opiate peptider, hemorphins. Nyere forskning indikerer desuden, at de kan virke
forebyggende mod Alzheimers samt undertrykke spredningen af tumorceller cf.
[4].

Det har ikke vaeret muligt at finde referencer pa opiate peptider med oprindelse
i hydrolysater fra kgdproteiner. Potentielle opoidsekvenser er imidlertid identifi-
cerede, og der er forventninger til mulige anvendelsesomrader [4].

Prebiotiske peptider er betegnelsen for de komponenter, der forbedrer aktivite-
ten af probiotiske bakterier, f.eks. tarmbakterierne Lactobacillus og Bifido, der
tilsat kosten i passende maengder medfgrer sundhedsmaessige fordele.

Nyere forskning har vist, at actomyocin fra svinekgd hydrolyseret med papain
forgger vaeksten af Bifido bakterier i mediet [4, upubliceret data].

Proteintilskud, i form af hydrolysat fra fiskeprotein [13], har i fodringsforsgg med
rotter vist at kunne pavirke niveauet af plasmagaldesalte [14]. Data indikerer po-
tentielle, hidtil ukendte muligheder for regulering af energimetabolismen, f.eks. i
forbindelse med forebyggelse af fedme induceret af kosten. Hydrolysatet har et
hgjt indhold af aminosyrerne taurine og glycine, der fremmer galdesaltes oplg@se-
lighed og fremmer sekretionen fra leveren. | fodringsforsgget blev der opnaet et
markant forgget niveau af galdesalte i plasma og samtidig et reduceret niveau af
leverlipider og plasmatriglycerider. Desuden blev massen af det endogene fedt-
vaev reduceret. Der er ikke fundet tilsvarende referencer pa taurine og glycine
kilder i kgdprotein.

Traethed er en helt anden form for “energimetabolisme”. En japansk virksomhed
har saledes taget patent pa et oprenset peptid fra enzymatisk hydrolyse af acto-
myosin. Peptidet har effekt mod traethed og anvendes som ingrediens i functio-

nal food [8].

Sundhedsfremmende egenskaber i fermenterede kgdprodukter

Den proteolytiske proces, der forgar under fermentering af f.eks. spegepdglser og
tgrsaltet skinke, har vaeret studeret indgaende, da de dannede aromakomponen-
ter er afggrende for den sensoriske kvalitet. Der er endnu ikke pavist dannelse af
bioaktive komponenter i de fermenterede k@dprodukter, men der er identifice-
ret mange sma peptider i tgrsaltet skinke, som antages at have en eller anden
form for biologisk effekt [4]. Det forventes derfor, at udvikling af nye fermente-
rede funktionelle k@dprodukter, eller en genopdagelse af de traditionelle fer-
menterede produkter, som det har veeret tilfaeldet for flere mejeriprodukter, kan
medfgre en gget vaerditilvaekst for kgdindustrien [4].



Sammenfatning
Pa baggrund af resultaterne fra den foreliggende litteratursggning er der fundet
sandsynlige anvendelsesmuligheder indenfor

e inhibering af ACE-aktivitet

e antimikrobiel effekt - naturlige konserveringsmidler
e reduktion af kolesterolniveau

e reduktion af blodsukkerniveau

e antioxidant aktivitet

o forggelse af mineralabsorption

e smertelindring (opiat aktivitet)

e prebiotiske peptider

e regulering af energimetabolismen

e fermenterede kgdprodukter

Materialer og metoder
De metoder, der anvendes i ovennavnte studier til at kvantificere bioaktive ef-
fekter, er i nogen grad identiske, og kan beskrives i fglgende punkter

1) Ekstraktion af proteiner fra muskelvaev eller biprodukter
2) Hydrolyse af proteinekstrakter med proteaser

3) Opkoncentrering

4) Separation og oprensning af specifikke peptider

5) Dokumentation for virkningsgrad

Matricen homogeniseres, og proteiner ekstraheres ved anvendelse af forskellige
buffere, varmepavirkning, affedtning, dialyse m.m.

Ekstrakterne hydrolyseres herefter ved hjalp af kommercielle enzymer. Der kan
anvendes fordgjelsesenzymer som f.eks. pepsin eller andre proteaser, f.eks. ter-
molysin. Der ses ofte positiv effekt af at anvende en passende blanding af enzy-
mer.

Hydrolysaterne kan efterfglgende opkoncentreres, f.eks. med ultrafiltrering eller
membranfiltrering, hvor stgrre peptider frasorteres og endelig spray- eller fryse-
tarres.

I nogle tilfeelde foretages der en separation og oprensning af specifikke peptider,
fgr den forventede aktivitet dokumenteres. | andre tilfeelde arbejdes der direkte
videre med de “ra” hydrolysater.

Der er udviklet flere forskellige metoder til dokumentation af virkningsgrad af-
hangig af de egenskaber, der gnskes pavist. De mest gaengse metoder er kort
beskrevet i det fglgende.



ACE inhibitorisk assay

Hydrolysatets/peptidets evne til at inhibere ACE’s omdannelse af hipporyl-L-hi-
stidyl-L-leucin til hippursyre males spektrofotometrisk ved 228 nm [9, 10]. Gra-
den af inhibitorisk aktivitet kan angives pa to mader. Den mest anvendte enhed
til at beskrive aktiviteten i uspecifikke fraktioner er i procent, hvor en hgj pro-
centandel svarer til hgj aktivitet. Til specifikke peptider angives |Cso-vaerdien, der
er den koncentration af prgven i assayet, der medfgrer 50 % reduktion af ACE-
aktiviteten. En lav koncentration svarer til en hgj aktivitet. Der pagar arbejde
med at implementere denne metode pa DMRI. Der findes ogsa andre metoder til
dokumentation af ACE-inhiberisk aktivitet.

Antioxidant aktivitet

Der er beskrevet 3 forskellige metoder til at undersgge graden af antioxidant ak-
tivitet for peptider; linolsyre peroxidation, DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)
radical scavenging aktivitet og chelat aktivitet mod metalioner [21].

Ved peroxidationsmetoden opblandes prgven i linolsyre oplgst i kali-
umphosphatbuffer tilsat FeCl, for at accelerere oxidationen. Hydroperoxiderne,
der dannes henholdsvis f@r og efter inkubation af reaktionsblandingen, males
spektrofotometrisk ved 500 nm. Antioxidantaktiviteten udtrykkes som forholdet
mellem indholdet af producerede og inhiberede hydroperoxider.

Den radikale form af DPPH, DPPH-, har absorbans ved 517 nm. Absorbansen for-
svinder efter reduktion med H-, flyttet fra en komponent med antioxidativ aktivi-
tet [6]. Dette forhold udnyttes ved en spektrofotometrisk maling, hvor resultatet
angives som ICso vaerdien, der repraesenterer den koncentration af prgven, der
medfgrer 50 % reduktion af det frie radikal.

Kompleksbinding af metalioner (metal ion chelat aktivitet) er medvirkende til at
forhindre oxidation. Metal chelat aktiviteten kan bestemmes ved en chelat titre-
ring, hvor en farveaendring i metal chelat indikatoren fglges spektrofotometrisk

ved 400 - 900 nm.

De naevnte metoder til dokumentation af antioxidativ aktivitet kan sandsynligvis
implementeres pa DMRI.

Kolesterolseenkende effekt - in vitro og in vivo

Effekten pa kolesterolabsorption kan testes in vitro i en sakaldt caco-2-celle mo-
del. Cellerne udtrykker en lang reekke enzymer og transportgrer, som er kende-
tegnende for cellerne i tyndtarmen, og modellen bruges i stort omfang af medici-
nalindustrien til at forudsige lsegemidlers evne til at blive optaget fra tarmen ind
i blodbanen.

Effekten pa kolesterolmetabolismen in vivo-testes i fodringsforsgg med rotter.



Metoderne kan ikke umiddelbart implementeres pa DMRI.

Aminosyreanalyse

Der er flere eksempler pa, at peptider med et hgjt indhold af sure eller basiske
amonisyrer udviser saerligt positive bioaktive egenskaber. For at kunne forklare
evt. forskelle i aktivitetsniveau er det ngdvendigt bl.a. at kunne dokumentere
aminosyresammensatningen. Dette kan f.eks. udfgres efter en indledende syre-
hydrolyse, hvor de frigjorte aminosyrer derivatiseres og analyseres kvantitativt
ved en GC-MS analyse. Metoden kan sandsynligvis implementeres pa DMRI.

Mikrobiologiske assays

Mikrobiologisk aktivitet kan dokumenteres ved en test for inhibering af forskel-
lige bakteriestammer i mikrotiterbrgnde eller ”agar diffusions assay”, hvor man
udstanser huller i agaren og maler vaeksthaemningszoner (well plate antimicro-
bial assay). Desuden kan der anvendes et inhiberingsassay med flydende vaekst
(Liquid growth inhibition assay). Metoderne er implementeret pa DMRI.
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