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Sammendrag

Bi-produkter fra matproduksjon har stort potensiale til & kunne bli brukt som hgy-verdi produkter, og
bioaktive peptider fra restrastoff har vist seg & inneha mange helsefremmende effekter. Mye av
forskningen de siste 20 arene har vaert pa identifisering av peptider fra melkeproteiner, men peptider
kan dannes av alle ravarer som inneholder protein, inkludert kjgtt og fisk. Det er lite publisert om
bioaktive peptider i restrastoff fra kjgttproduksjon, mens bioaktive peptider fra hydrolysater av fisk er
mer studert. Bioaktive peptider kan fremstilles pa ulike mater, men industrielt er hydrolyse (spalting
av proteiner til peptider) en vanlig fremgangsmate. Dette kan vaere en spesifikk eller uspesifikk prosess,
avhengig av hvilket enzym man bruker, og sluttproduktet varierer deretter. Kunnskap om prosess,
renhet og bioaktivitet er viktig for optimal utnyttelse av det valgte rastoff. For & kunne male
helseeffekter er det sveaert viktig med en bredt sammensatt metodeplattform for uttesting av biologisk
aktivitet, fra de enkleste in vitro assays til omfattende intervensjonsstudier. Det meste av forskningen
pa bioaktive peptider har fokusert pa blodtrykkssenkende peptider og peptider med antioksidant
effekt, men peptider kan ogsa gi effekt pa tarmhelse, metthet, muskler, bindevev og beinutvikling for
3 nevne noen. Noen peptider er ogsd vist & ha bivirkninger. A styrke forskning som bidrar
til baerekraftige Igsninger i samfunn og naeringsliv er svaert viktige satsningsomrader hos nasjonale og
internasjonale myndigheter, og dette gjenspeiles i programutlysninger bade hos Forskningsradet og i
Horizon 2020. Biogkonomien innebarer en visjon om kretslgpstankegang og full utnyttelse av ravarer,
restrastoff og avfall fra vare primaernaringer. Nofima gnsker a ta aktivt del i forskningen rundt dette.

Nofima har gjennomgaende hgy kompetanse pa hele prosessen fra ravare til produkt, fra lab til fabrikk,
og har lang erfaring med bruk av marint restrastoff. Nofima har ogsa hgy kompetanse pa sensorikk og
forbrukerinnsikt, og videre et godt faglig nettverk, som i tillegg til industri, universiteter og
forskningsinstitutter ogsa inkluderer medisinske miljger. Videre har Nofima en bredt sammensatt
metodeplattform for uttesting av biologisk aktivitet, inkludert in vitro fordgyelse, in vitro fermentering
(tykktarmsmodell) og cellekulturer. En utfordring med bioaktive peptider er a sikre at bioaktiviteten er
bevart etter fordgyelse, og dette er en problemstilling Nofima kan studere med dagens
metodeplattform. Nofima kan ogsa studere effekt av hydrolysater/peptider pa proteinfordgyelse og
samspilleffekter i fordgyelseskanalen. Nofima har hgy kompetanse pa kjgtt, og kan bidra med
forskning pa restrastoff fra kjgttproduksjon, et omrade som ikke er prioritert av nasjonale
konkurrenter. Det vil veere naturlig @ studere effekt av hydrolysater/peptider pa muskelvekst,
bindevev- og beinutvikling da Nofima har pagaende aktiviteter og mye kunnskap pa dette omradet,
men det vil ogsa veere mulig a studere andre typer bioaktivitet avhengig av hva industrien gnsker.
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1 Bakgrunn

Bi-produkter fra animalsk matproduksjon er definert som produkter fra et dyr som kan, men ikke blir,
konsumert av mennesker. Disse representerer bade miljg- og gkonomiske utfordringer, og en stor del
blir i dag kastet eller blir brukt som lav-verdi produkter (dyrefér og jordforbedring). Slike bi-produkter
har imidlertid stort potensiale til 3 kunne bli brukt som hgyverdi-produkter i funksjonell mat (mat med
helsebringende ingredienser). Funksjonell mat er estimert til & vaere verdt over 130 mrd. dollar i 2015
(globalt). Et eksempel pa hgyverdige produkter som kan tilsettes funksjonell mat er
proteinhydrolysater med bioaktive peptider, dvs korte kjeder med aminosyrer som er vist & kunne ha
gunstige helseeffekter. Peptidene kan dannes fra alle proteinholdige matvarer, inkludert melk og
muskel (fra animalske og marine organismer), og kan dannes ved hydrolyse, fermentering og speking.
1 1950 ble det for f@rste gang foreslatt at bioaktive peptider har helsefremmende egenskaper, da det
ble vist at bioaktive peptider fra melk gkte vitamin D-uavhengig kalsifisering av bein hos barn med
rakitt?. | de siste 20-arene har interessen for bioaktive peptider gkt betraktelig, og mesteparten av
forskningen har vaert fokusert pa identifisering av bioaktive peptider fra melkeproteiner. De mest
karakteriserte peptidene identifisert fra melk og andre matkilder har vist seg & kunne redusere hgyt
blodtrykk. Det finnes allerede kommersielle peptider pa markedet i dag; Calpis® er et surmelkprodukt
fra Japan som inneholder de blodtrykksreduserende peptidene VPP og IPP (fra kasein). Evolus® er et
finsk produkt som pastas a redusere blodtrykket. Det finnes ogsa andre melkeprotein hydrolysater
som pastas a inneholde bioaktive peptider, for eksempel det kasein-baserte produktet C12® fra DMV
International. Det finnes flere rapporter om bioaktive peptider fremstilt fra storfe og grise proteiner.
Tidligere ble det meste av innmat konsumert av oss mennesker, men i dag gar mesteparten til
pelsdyrfér. Her er det mange muligheter for & «gjennoppdage» proteinkildene. Det er blant annet vist
at hydrolysat fra griseblod kan redusere hgyt blodtrykk (Wei, 2008). En av utfordringene med bioaktive
peptider er imidlertid at selv om det er pavist bioaktivitet in vitro har det vist seg a vaere vanskelig a
dokumentere en in vivo effekt. Det er tildels mange patenter pa omradet. Likevel er det forelgpig fa
matprodukter som markedsfgres med dokumentert helseeffekt av peptider fra proteinhydrolysat.



2 Produksjon av bioaktive peptider

Oppsummering av kapittelet:

Peptider er kortere kjeder av aminosyrer, som regel med feerre enn 50 aminosyrer. Det finnes flere
mater a lage peptider p3, inkludert naturlige biologiske metoder og syntetiske metoder. Fermentering
og speking er peptiddannende prosesser. Peptider kan ogsa fremstilles ved hjelp av hydrolyse (spalting
av proteiner til peptider). Ved spesifikk hydrolyse vet man hvilket enzym som utfgrer hydrolysen og
hvilke peptidbindinger som brytes. Enzymatisk hydrolyse av proteinrastoff er ofte den foretrukne
fremstillingsmetoden for bioaktive peptider som brukes av mat- og farmasgytisk industri. Jo mer man
vet om bruken av enzymer og fermentering, og hvordan man kan kontrollere prosessen, jo lettere kan
man designe spesifikke peptider med gnsket bioaktivitet. En miks av peptider og andre komponenter
i en Igsning kan enten renses fullstendig for a selektere enkelte peptider, brukes uten rensing etter
pavisning av bioaktivitet, eller brukes som en fraksjon av peptider som et resultat av en eller flere
pafglgende rensetrinn etter hydrolysen. Kunnskap om renseprosessen og renhet av bi-produktet er
viktig for optimal utnyttelse.

Et protein er et polypeptid som har en spesifikk funksjon og en tredimensjonal struktur bygget opp av
enkeltaminosyrer i en kjede (Fig. 1). Peptider er kortere kjeder av aminosyrer. Vanligvis definerer man
et peptid som en polypeptidkjede med faerre enn 50 aminosyrer, men det er ikke uvanlig & definere
alt under 100 aminosyrer som et peptid. Peptider finnes naturlig i alle organismer, og kan ha
forskjellige oppgaver, for eksempel som hormoner og signalmolekyler, men ogsa som toksiner og
antibiotikum.

o0 ®
o0
Aminosyrer Peptider Protein

Figur 1 Forenklet figur som viser oppbygging av et protein. Ulike aminosyrer (illustrert i forskjellige
farger) kobles sammen til et polypeptid bundet sammen av peptidbindninger. Peptidkjeden
foldes deretter sammen til et protein med en unik tredimensjonal struktur.




2.1 Hydrolyse og betydningen av metode for egenskapene til de bioaktive
peptidene

Det finnes flere mater a lage peptider p3, inkludert naturlige biologiske metoder og syntetiske metoder
(Fig. 2). Fermentering og speking er peptiddannende prosesser.

Enzymatisk Syre/falkalisk
hydrolyse hydrolyse

Mikrobiell

e fermentering

(Rensing)

- Uttrykk i
e Bioaktive verdceller via
ekstrahering
peptider rekomb. DNA

Peptidsyntese
fra enkelte
aminosyrer

Figur 2 Sammentstilling av ulike metoder for fremstilling av bioaktive peptider, hvorav de gverste fire
feltene i mark gré farge, er de metoder som omtales i denne rapporten.

Mikroorganismene som dyrkes ved fermentering/speking bryter ned proteiner som finnes i produktet
for & bruke dem som ernaering, og dermed dannes det peptider. Peptider kan ogsa fremstilles ved hjelp
av hydrolyse (spalting av proteiner til peptider), en prosess som enten kan vaere uspesifikk eller
spesifikk. Ved spesifikk hydrolyse vet man hvilket enzym (protease) som utfgrer hydrolysen og hvilke
peptidbindinger som brytes. Dette gir et sluttprodukt med en homogen gruppe peptider og lite
variasjon. Ved uspesifikk hydrolyse vil enzymer, syrer eller baser splitte aminosyrekjedene ved
tilfeldige peptidbindinger slik at det dannes mange forskjellige peptider. Forskjellige enzymer har ulik
preferanse for hvor de kutter i peptidkjeden; de mest spesifikke kutter kun ved ett spesifikt kuttesete
(ved en spesifikk aminosyre, se Fig. 3) i et spesifikt protein, mens andre er mindre spesifikke og kutter
mange typer av proteiner ved flere forskjellige aminosyrer i peptidkjeden.
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Figur 3 Saksen representerer en protease som kutter opp et polypeptid ved en spesifik aminosyre.
Resultatet blir to kortere polypeptidkjeder.

Enzymene har ogsa ulik preferanse for ulike typer proteiner, samt pH og temperatur. Enzymene
kategoriseres utifra kuttesete, kuttemekanisme, samt pa preferanse for om de kutter inne i et protein
(endoprotease/peptidase), eller pa en av de to sidene av polypeptidkjeden (karboksy- eller
aminopeptidase). Forskjellene i proteaseegenskaper fgrer til sluttprodukter som varierer nar det
gjelder for eksempel bioaktivitet, bitterhet og smak. Graden av nedbryting av et polypeptid (definert
som hydrolysegrad) er svaert viktig for 8 optimere bioaktivitet, og Nofima har utviklet ngyaktige NIR
algoritmer som kan male hydrolysegrad pa produksjonslinjen.

2.2 Renseprosessen - down-stream prosesseringstrinn

Bioaktive peptider kan dannes naturlig i tarmen under fordgyelsen, men kan ha sa lav aktivitet eller sa
lav konsentrasjon at de ikke har noen reell helsefremmende effekt. Enzymatisk hydrolyse av
proteinrastoff er ofte den foretrukne fremstillingsmetoden for bioaktive peptider som brukes av mat-
og farmasgytisk industri. En miks av peptider og andre komponenter i en Igsning kan enten i) renses
fullstendig for a selektere enkelte peptider, ii) brukes uten rensing etter pavisning av bioaktivitet, eller
iii) brukes som en fraksjon av peptider som et resultat av en eller flere pafglgende rensetrinn etter
hydrolysen. Har man et definert restrastoff er det enklere og billigere a rense peptidblandingen slik at
man kun sitter igjen med ett spesifikt peptid i ren form. Kasein for eksempel, er et enkelt og relativt
homogent biprodukt fra melk som kan bli brutt ned av ett enzym med kun ett spesifikt kuttsted. Har
man imidlertid et heterogent restrastoff er de to sistnevnte alternativene vanlige fremgangsmater for
peptider.

Det er ofte ngdvendig a gjennomfgre en grovrensing basert pa de kjemiske og fysikalske egenskaper
etter den enzymatiske hydrolysen (Fig. 4). Tidlig i prosessen skilles den vannlgslige fraksjonen (som
inneholder peptidene) fra olje og ikke hydrolyserbare deler (f.eks. bein). Dette er en grov separasjon
hvor man bruker sil og industriskala-sentrifuger (dekanter/trikanter). Vannfraksjonen kan deretter
renses videre. De vanligste matene a rense peptidene pa er ved a bruke ultrafiltrering (skiller molekyler
av forskjellig stgrrelse fra hverandre), ionebytterkromatografi (skiller pa ladning), og



stgrrelseskromatografi (skiller pa peptidstgrrelse, men i mindre skala). Det er sveert viktig a undersgke
bioaktiviteten sa tidlig som mulig i renseprosessen, og fglge den gjennom hvert rensetrinn. Det finnes
mange mater 3 gjgre dette pa som inkluderer in vitro testing av antimikrobiell aktivitet, antioksidant
aktivitet, blodtrykksenkende aktivitet etc. Peptider som har bioaktivitet in vitro blir deretter
karakterisert ved hjelp av MS (massespektrometri) teknikker, slik som MALDI-TOF, ESI-MS. Disse
teknikkene kan male ngyaktig molekylvekt, og er nyttige verktgy i den videre identifiseringen av
peptidene. Etter at peptidene er identifisert og karakterisert kan de syntetiseres for & undersgke den
biologiske aktiviteten. Dette inkluderer dose respons, mattrygghet og biotilgjengelighet.

Proteinkilde

In silico analyse

Enzymatisk hydrolyse

Fraksjonering/opprens

ning, RP_HPLC

Bioaktivitet

LC_MS, MALDI

Syntese av peptider

Biologisk aktivitet

Funksjonell mat

Figur 4 Prosessen for fremstilling av bioaktive peptider !

2.3 Alternative mater for fremstilling av peptidprodukter

In silico analyse er en teknikk (datasimulering) som brukes til & identifisere mulige bioaktive peptider
fra en gitt protein sekvens. Denne metoden hjelper til med a velge ut potensielle proteiner og
enzymer. Tilgjengelig Software som kan brukes til 3 predikere potensielle kuttsteder i proteinet er
PeptideCutter: http://web.expasy.org/peptide cutter/

EnzymePredictor: http://bioware.ucd.ie/~enzpred/Enzpred.php

PeptideRanker: http://bioware.ucd.ie/~compass/biowareweb/Server pages/peptideranker.php

og Peptidelocator: http://bioware.ucd.ie/~compass/biowareweb/Server pages/biopred.php.
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Nar man bruker komplekse bi-produkter er denne tilnaermingen utfordrende. Seerlig fordi enzymene
ofte er promiskugse, det vil si at de kutter ved flere kuttesteder enn angitt i mange databaser. Har man
derimot veldefinerte bi-produkter og bruker kjente enzymer, kan man benytte databaser over
bioaktive peptider: for eksempel e.g. BIOPEP, PeptieDB, CAMP, APD2 og PepBank, i kombinasjon med
software for peptid prediksjon (nevnt ovenfor) for a skreddersy prosesser for produksjon av enkelte
peptider.



3 Analyse av mulig biologisk aktivitet

Oppsummering av kapittelet:

Det er viktig med en bred sammensatt metodeplattform i uttestingen av biologisk aktivitet av
peptider, fra de enkleste in vitro assays i tidlige trinn til omfattende intervensjonsstudier for 8 male
langtidseffekter i de senere trinn. Nofima har utviklet en fordgyelsesmodell som brukes til a studere
fordgyelse av ulike matvarer. Bioaktivitet i fordgyd materiale kan testes i ulike kommersielle
«assays». Videre benyttes en tykktarmsmodell for a studere ufordgyd materiale som vil kunne
pavirke tarmfloraen. Bruk av cellemodeller for uttesting kan gi mer kunnskap enn rene in vitro assays,
bade om den endogene effekten, hvilken dose-respons som vil fremkalle en mulig bioaktivitet, og i
hvilket vev/organ man kan forvente en biologisk respons. Noen peptider kan ha en effekt pa
muskelutvikling, mens andre peptider kan ha effekt pa leverutvikling, beinutvikling eller aredannelse.
Videre i uttestingen er det ngdvendig a bruke dyremodeller. Det vanligste er a bruke mus/rotter,
men gris er ogsa ofte fortrukket da det er mindre fysiologiske forskjeller mellom gris og menneske. Til
sist, for a dokumentere en helseeffekt og fa godkjent en helsepastand kreves det at humane
intervesjonsstudier er blitt utfgrt (EFSA).

Det ideelle for & undersgke om bioaktive peptider fra restrastoff har en reell biologisk aktivitet er a
giennomfgre humane intervensjonstudier. Slike studier er imidlertid kostbare, kompliserte og
tidkrevende. En bred sammensatt metodeplattform er derfor sveert viktig i uttestingen av biologisk
aktivitet, fra de enkleste in vitro assays i tidlige trinn til omfattende intervensjonsstudier for @ male
langtidseffekter i de senere trinn (Fig. 5).

1. Fordayelsesmodell 2. Tykktarmsmodell 3. Cellemodeller 4. Dyrestudier 5. Humane
intervensjonsstudier

Dose-respons

In vitro fordoyelse Microbiota In vitro cellekulturer: LADME:

* Stabilitet

* Fordeyelse

* Strukturelle endringer

* Effekt av prosessering

* Effekt av matens matriks

*Inflammasjon
*Muskelvekst
*Blodaredannelse

* Liberation (frigjering)
* Absorbtion (opptak)

* Distribution (fordeling)
* Metabolism

* Excretion (utskilling)
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Figur 5 Metodeplattform for uttesting av potensiell biologisk aktivitet. Fra de enkleste in vitro assays i

tidlige trinn til intervensjonsstudier for G madle langtidseffekter i de senere trinn.

3.1 Fordgyelsesmodell

Nofima har i samarbeid med NMBU og gjennom deltakelse i EU Cost Action 1005 INFOGEST, etablert
en kunstig mage-tarm modell 3. Modellen er en statisk in vitro fordgyelsesmodell som simulerer det
som skjer i munn, mage og gverste del av tynntarmen (duodenum). Til dette benyttes enzymer og
elektrolyttlgsninger som har samme sammensetning som i humant spytt, magesaft og tarmsaft.
Fordgyelsesenzymene er kommersielt tilgjengelige (Sigma), og i tarmfasen benyttes galle og bukspytt
fra gris. Selv om INFOGEST na er offisielt avsluttet, vil nettverket fortsatt arrangere mgter der man



vurderer mulighetene for a utvikle egne fordgyelsesmodeller for spebarn og eldre, og ogsa en semi-
dynamisk modell. Nofima vil fglge opp dette.

In vitro fordgyelsesmodell:

Fordgyelsessystemet: | Produkt | Analyser:
amylase
Munn elektrolytter > Fordgyelse av fett, protein
pH 7,0 og karbohydrater
Lever 2 min, 37 °C Munn > Biotilgjengelighetav
Mage naeringsstoffer
Galleblaere pepsin % . o
. elektrolytter »  Viskositeti mage og
Bukspyttkjertel tynntarm
Duodenum M) pH 3.0 . A .
2 timer, 37 °C, 250 rpm Mage »  Fordelingav fetti
magesekken
Tynntarm 8. Tykktarm
galle » Dannelse av helsefarlige
bukspytt oksidasjonsforbindelser
& pH 7.0 under fordgyelse - effekt
1.5 timer, 37 °C, 250 rpm Tynntarm av antioksidanter.

Figur 6 Nofimas in vitro fordgyelsesmodell (INFOGEST) og etablerte analyser/metoder.

| Nofima er fordgyelsesmodellen benyttet til & studere fordgyelse av fett og karbohydrater, noe som
har resultert i flere vitenskapelige artikler de siste arene. Vi har bl.a. undersgkt hvordan fiber og
plantestoffer pavirker fordgyelsesenzymene, der malet har vaert & finne komponenter som kan gi en
langsommere gkning i blodsukkeret og forlenget fettfordgyelse. Forlenget fettfordgyelse er vist a gi
gkt produksjon av metthetshormoner i endokrine celler i nederste del av tynntarmen (ileum). Vi kan
maleviskositet i mage- og tarmfasen, og vi kan studere hvordan fettet fordeler seg i magefasen.

| tillegg til 8 male hvor raskt fettfordgyelsen gar, dvs dannelsen av frie fettsyrer, kan vi ogsa studere
biotilgjengeligheten av spesielle fettsyrer (f.eks. omega-3) og fettlgselige vitaminer og naeringsstoffer
(f.eks lykopen). Vi har ogsa benyttet modellen til 3 male peroksidering gjennom fordgyelsen, dvs
dannelsen av sekundzre oksidasjonsprodukter, malondialdehyd (TBARS) og 4-hydroxyalkenaler
(HPLC), som er potensielt genotoksiske (kreftfremkallende). Spesielt har vi hatt fokus pa betydning av
dette nar det gjelder inntak av rgdt kjgtt og tarmkreft.

3.2 Tykktarmsmodell

Etter in vitro fordgyelse benyttes dialyse for a filtrere bort alle smamolekylaere komponenter som
antas a bli absorbert i tynntarmen. Det som blir igjen av ufordgyd materiale blir sa frysetgrket og tilsatt
bakteriekulturer der human feces benyttes som inokulum (batch kultur). Prgver tas ut etter ulike
tidsintervaller og bakteriesammensetning (pyrosekvensering) og metabolitter (f.eks. kortkjedete
fettsyrer) males. Bakterier i tarmen antas & spille en sentral rolle for utvikling av ulike
sykdomstilstander. De kan omsette ufordgyde matkomponenter og skille ut nye stoffer som taes opp

i tykktarmen og pa den maten pavirker helsen.



3.3 Assays til maling av bioaktivitet

Bioaktivitet i fordgyd materiale kan testes i ulike kommersielle «assays» (kjemiske reagenser). For
noen anvendelser brukes frysetgrket materiale. Det finnes en rekke ulike assays for @ male biologisk
aktivitet, som for eksempel antioksidant egenskaper (ABST scavinger assay), blodtrykk regulering (ACE-
hemmer assays), regulering av insulin sekresjon (DPP-1V inhibering assay), kalsifisering (effekt av CPPs),
eller enzymaktivitet (bruk av ulike rekombinante enzym assays).

Ved Nofima har vi metoder for & teste aktivitet av en rekke ulike enzymer, proteaser, lipaser og
karbohydraser, der vi maler aktivitetsniva og sammenligner med kjente kontroller. Vi kan gjennomfgre
tester pa ulike typer rastoff og pa fordgyd/ufordgyd materiale. | tillegg har vi et panel av enzymer som
hemmer proteaser i ulike sykdomsforlgp; ACE-hemmer, HIV, Alzheimers, humant cytomegalovirus for
a nevne noen.

3.4 Cellemodeller

Bruk av cellemodeller for uttesting kan gi mer kunnskap enn rene in vitro assays, bdde om den
endogene effekten, hvilken dose-respons som vil fremkalle en mulig bioaktivitet, og i hvilket vev/organ
man kan forvente en biologisk respons. Noen peptider kan ha en effekt pa muskelutvikling, mens andre
peptider kan ha effekt pa leverutvikling, beinutvikling, aredannelse etc. Det er derfor ngdvendig med
bruk av flere typer cellemodeller nar en screener for biologisk aktivitet av peptider/hydrolysater og et
mulige potensiale for videre bruk. Ved bruk av cellemodeller kan man teste effekt pa cellevekst,
modning av celler, celledpd (apoptose) og enzymaktivitet. Det er ogsa mulig 3 teste ut om peptidene
har en mulig effekt pa immunforsvaret. Standard biokjemiske, molekylaere og histologiske metoder
benyttes i arbeidet for forstaelse av virkningsmekanismer, i tillegg til metoder som mRNA array eller
proteomikk for maling av et stgrre antall gener eller proteiner. Bruk av co-cultur systemer, dvs at en
dyrker flere celletyper sammen er ogsa noe som vil etterligne en in vivo tilstand bedre. | alle vev er det
et samspill mellom ulike celletyper, og utskillelse av signalmolekyler/cytokiner pavirker funksjon og
utvikling til andre celletyper.

Nofima har et bredt utvalg av cellelinjer og primare celler. Det er viktig at de ulike cellemodellene
representerer in vivo opptaket av peptider/hydrolysater, dvs opptak i tarm og videre transport via
blodbanen for opptak/effekt pa malorganer (muskler, bein, bindevev, immunceller). Vi har pa Nofima
human tarmcellelinje (Caco2) hvor opptak og utskillelse av peptider/hydrolysater kan testes. Vi har
videre en rekke andre «malorganceller», blant annet primaere bovine muskelceller hvor vi kan male
muskelvekst, modning, i tillegg til apoptose. Muskelcellesystemet brukes i dag til uttesting av
hydrolysat fra pagaende eggeskallmembranprosjekt, og ogsa til uttesting av effekten av blant annet
vitaminer. Det bovine muskelcellesystemet er et godt modellsystem for human muskelvekst, ved at
det bovine og humane genomet er relativt like. Vi har primaere humane beinceller, hvor vi kan male
vekst, modning og mineralisering. Vi har ogsa humane fibroblaster, som er viktig i sartilheling. Dette
vil ogsd vaere et modellsystem for uttesting av peptider/hydrolysater pa produksjon av
bindevev/ekstracellulzer matriks ved at fibroblaster er selve bindevevsprodusenten. Et sunn og friskt
bindevev/ekstracelluler matriks er helt avgjgrende for human helse. Vi har ogsa humane immunceller
hvor vi kan teste immunresponsen og produksjon av en rekke signalmolekyler (cytokiner). Dette
benyttes i dag til uttesting av bioaktivitet av olje/karbohydrater/fibre i forhold til human helse. Det vil
ved pagaende eggeskallmembran prosjekt etableres cellemodell for aredannelse (endotelceller),
hvilket i dag benyttes ved andre forskningsinstitusjoner i forhold diabetesproblematikk og



helsefrembringene stoffer. | tillegg vil vi forsgke a etablere co-kulturer i andre fremtidige prosjekter
for a utvide cellekulturene ved Nofima ytterligere. Vi har ogsa en rekke primaere celler fra fisk, blant
annet muskelceller, leverceller og beinceller. Dette benyttes i dag til uttesting av nye foringredienser i
akvakulturoppdrett og fiskehelse, i tillegg til effekter av omega-3 i foret pa human helse.

3.5 Dyrestudier

In vitro modeller vil aldri fullstendig erstatte bruken av dyremodeller. Det vanligste er a bruke
mus/rotter, men gris er ogsa ofte fortrukket da det er mindre fysiologiske forskjeller mellom gris og
menneske. Fordelen ved dyremodeller er at man maler en mer realistisk bioaktivitet ved at dyrenes
naturlige metabolisme er inkludert. Bruk av forsgksdyr er derimot mer kostnadsbelastende enn bruk
av in vitro modeller for screening. Nofima har samarbeid med ulike partnere for bruk av dyremodeller
for a teste biololgisk aktivitet relatert til human helse. Nar det gjelder bioaktive peptider som
ingrediens i dyrefor har Nofima tilgang til forsgksfisk.

3.6 Humane intervensjonsstudier

For @ dokumentere en helseeffekt og fa godkjent en helsepastand kreves det at humane
intervesjonsstudier er blitt utfgrt (EFSA). Bioaktive peptider kan ha en rekke positive helseeffekter (se
nedenfor), men det har det vist seg vanskelig a bekrefte helseeffektene in vivo. Det er flere arsaker til
dette, blant annet kjemisk ustabilitet og enzymatisk nedbrytning i fordgyelseskanalen eller i
blodbanen. Fgr et peptid kan pavirke et vev, ma det tas inn i blodstrgmmen via fordgyelseskanalen,
men darlig opplgselighet, lang transittid giennom mage og tarm, og manglende evne til 3 trenge
gjennom tarmveggen kan bidra til & redusere absorpsjonen. For at et peptid skal virke bioaktivt pa et
malorgan, ma det vaere kjemisk stabilt, ha rett konsentrasjon, og kunne taes opp av malorganet.

Ved Nofima i dag har vi mulighet til & giennomfgre postprandiale studier, dvs vi studerer hva som skjer
i perioden fram til 4-8 timer etter inntak. Blant annet er Nofimas sensoriske panel benyttet i
metthetsstudier. Hvis man @nsker a male pa parametere i blod, f.eks. for & dokumentere
biotilgjengelighet av peptider, er "Dried Blood Spots» (DBS) en enkel og smertefri metode. Prgvene
sendes til VITAS i Forskningsparken, Oslo, som kan utvikle analyser etter behov. For stgrre
intervensjonsstudier er samarbeid med ulike medisinske miljger helt ngdvendig.
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4 Helseeffekter og bivirkninger

Oppsummering av kapittelet:

Animalske proteiner er regnet for & ha gjennomgaende hgyere kvalitet enn vegetabilske proteiner
siden de har en aminosyresammensetning som ligner proteinene hos mennesket. @kt kunnskap om
hva som skjer under fordgyelsen er viktig for a forstda sammenhengen mellom mat og helse, og vil gi
mulighet for a utvikle produkter som bevarer og/eller frigir helsegunstige komponenter til riktig tid og
sted i mage-tarm kanalen slik at helseeffekten blir optimal. Bioaktive peptider er identifisert i mange
ulike rastoffer, blant annet planter, melk, kjgtt og fisk, og har vist potensielt gunstige effekter pa
hjerte/kar-systemet, immunsystemet, muskler, bein og bindevev, nervesystemet og mage/tarm
systemet.

Proteiner i kosten brukes bade som energikilde (12-15% av energien) og til oppbygging og vedlikehold
av organismen, f.eks. som byggestener i muskler og bindevev, og som enzymer, transportproteiner,
hormoner mm. Den biologiske funksjonen er avhengig av proteinets aminosyresammensetning.

4.1 Proteinkvalitet

Anbefalt inntak av protein er 0,75 gram/kg kroppsvekt (FAO 1985). | Norge er gjennomsnittlig inntak
langt hgyere, ca 100 g per person per dag, og proteinkvaliteten regnes for meget tilfredsstillende for
hele befolkningen. | giennomsnitt kommer 59% av proteinet fra animalske varer, hvorav 27% fra kjgtt.
Proteiners ernaeringsverdi bestemmes av aminosyre-sammensetningen (kjemisk score) og
prosentandelen som absorberes og utnyttes til vekst og vedlikehold i kroppen (biologisk verdi).

| de vanligste matvarene er det lysin, tryptofan, cystein og metionin som er begrensende, men ved a
spise proteiner fra ulike kilder kan svakheten ved en type protein oppveies av et annet. Det er flere
metoder som benyttes til 3 bestemme proteiners biologiske verdi. Den mest anvendte metoden er a
bestemme PER (Protein Efficiency Ratio) som angir vektgkningen i rotter i forhold til inntatt mengde
protein. En nyere metode for vurdering av proteinkvalitet, DIAAS-metoden (The Digestible
Indispensable Amino Acid Score) (FAO 2012), beregner biotilgjengeligheten av hver enkelt aminosyre,
malt i ileum (nedre del av tynntarmen) etter inntak av ferdig tilberedt mat.

4.2 Proteinfordgyelse

| magesekken blir proteinet denaturert ved lav pH, noe som gjgr det mer tilgjengelig for
fordgyelsesenzymene. Pepsin spalter proteinet til polypeptider, og nar maten kommer ut av
magesekken er ca 20% av proteinet spaltet. | tynntarmen spalter de ulike enzymene trypsin,
kymotrypsin, elastase og endopeptidaser bindinger inne i peptidkjeden. Pepsin spalter fenylalanin og
tyrosinbindinger, trypsin spalter peptidbindinger med arginin eller lysin, kymotrypsin bindinger med
tyrosin, fenylalanin og tryptofan. Peptidbindinger som gjenstar blir spaltet til frie aminosyrer av
peptidaser i bgrstessmmen pa innsiden av tarmen. Frie aminosyrer, di- og tri- peptider blir deretter
tatt opp i tarmcellene ved en selektiv prosess, dvs de transporteres aktivt ved hjelp av
membranproteiner. Inne i tarmcellene kan peptidene spaltes videre til frie aminosyrer med
cytoplasmapeptidase. Lavmolekylaere peptider kan ogsa transporteres paracellulaert, dvs diffundere
passivt giennom vannkanaler mellom cellene *.
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Fordgyelse av melkeproteiner er studert bade in vivo (dyre- og human studier) og in vitro, mens det er
lite gjort pa proteiner fra kjgtt og restrastoff fra kjgttproduksjon. En ileostomi studie viser bedre
fordgyelighet av kjgttproteiner sammenlignet med soyaprotein °. Flere studier antyder ogsa at
prosessering, som varmebehandling, kverning og fermentering kan pavirke proteinfordgyelsen 3,

4.3 Helseeffekter av bioaktive peptider

/ \ Muskler

Hjerte kar systemet Vekst og Nervesystemet
Blodtrykksreduserende styrke Opioid agonist
Kolesterolreduserende Opioid antagonist

Anti-oksidativ
Anti-inflammatorisk

\Anti-trombotisk /
‘w N

Helseeffekter
av bioaktive
peptider

o /
a N

age tarm systemet TS B
Metthet

. . Immunmodulerende
Anti-mikrobiell ; Anti-mikrobiell
Anti-oksidativ Bindevev og C o

. . bein Anti-oksidativ
Anti-inflammatorisk

. . Syntese og
Mineralbinding

/ vedlikehold \ /

Figur 7 Fysiologiske effekter av bioaktive proteiner og peptider i mat.

Bioaktive peptider er identifisert i mange ulike rastoffer, blant annet planter, melk, kjgtt og fisk.
Bioaktive peptider ma absorberes i tarmen og komme over i blodbanen for a kunne utgve fysiologiske
effekter, men peptider kan ogsa ha effekter lokalt i tarmen. Det meste av forskningen pa bioaktive
peptider har fokusert pa blodtrykkssenkende peptider og peptider med antioksidant effekt °, men
peptider kan ogsa ha en rekke andre fysiologiske effekter:

> Effekt pd mikrobiota (tarmhelse). Det er stadig gkende fokus pa tarmfloraens betydning for helsen,

blant annet hvilken rolle tarmbakteriene har mht energitilfgrsel, metthet, immunapparat, og
tykktarmskreft. Proteiner og peptider som ikke blir fordgyd og tatt opp i tynntarmen kommer ned
til tykktarmen (ca 13 g/dag) der de blir fermentert til kortkjedete fettsyrer og en rekke
nitrogenforbindelser. Noen av disse sluttproduktene kan vaere toksiske, og det er antydet at gkt
proteinfermentering i siste del av tykktarmen er assosiert med tykktarmskreft 1°. Det er vist at
noen peptider har anti-mikrobiell effekt og disse kan dermed ha en beskyttende effekt pa
tarmepitelet %12,

> Effekt pd metthet og vektkontroll. Proteiner er vist @ gi gkt metthet sammenlignet med fett og

karbohydrater, og ulike typer proteiner ser ut til & ha varierende effekt avhengig av
aminosyresammensetning og molekylstruktur > 1, Blant annet er myseprotein vist & gi redusert
appetitt sammenlignet med protein fra kalkun og albumin fra egg. Forskning har vist at hydrolysert
fiskeprotein gir mindre bukfedme sammenlignet med melkeprotein (casein) i rotteforsgk *°. Videre
er det vist at peptider som resultat av proteinfordgyelse kan bidra til gkt metthet ved a aktivere
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bade opiat reseptorer og reseptorer for CCK, et hormon som regulerer tsmming av magesekken
16, Avhengig av proteinstruktur kan noen proteiner ogsa gi gkt viskositet i mage-tarm, noe som gir
forlenget temming av magesekken og gkt metthetsfglelse.

Effekt pd muskler, bindevev og beinutvikling. Proteiner er viktig for muskeltilvekst, og behovet gker

med gkende grad av fysisk aktivitet. Protein hydrolysater er antydet a gi bedre effekt pa
muskeltilvekst (muskel protein syntese) enn intakt protein, trolig fordi hydrolysater lettere
fordgyes og absorberes i kroppen 7. Blant annet er det antydet at hydrolysat av myseprotein kan
gi okt muskelvekst 8, og peptider fra kollagen er vist & gke muskelmasse og muskelstyrke hos eldre
menn *°. Forskningen har i stor grad fokusert pd muskelfunksjon hos sportsutgvere, og det er
usikkert i hvilken grad tilskudd av protein, peptider og aminosyrer gir effekt hos utrenede individer
20 N&r det gjelder mulig effekt pa bindevev og beinutvikling er det i hovedsak kollagenhydrolysat
som er undersgkt. Kollagenhydrolysat inneholder peptider som ikke brytes ned under fordgyelsen,
men tas opp i blod og anrikes i bindevev 2. Det er publisert flere studier som antyder at inntak av
kollagenhydrolysat gir gkt bentetthet og redusert bentap ved osteoporose (benskjgrhet) og bedret
leddfunksjon ved osteoarttritt (leddsykdom) ?2. Kollagenhydrolysat er vist & stimulere syntese og
vedlikehold av bindevev, og kan pavirke ssmmensetningen av glykosaminoglykaner. Videre ser det
ut til at hydrolysatet gker vannbindingskapasiteten i epidermis (overhuden) og gir gkt dannelse av
kollagen fibre i dermis (underhuden). Kliniske studier viser at det er trygt & innta
kollagenhydrolysat ogsa ved langtids bruk.

Blodtrykksreduserende effekt (ACE hemming). Mange studier har identifisert peptider fra kjgtt med
hemmende effekt pa angiotensin- 1- converting enzyme (ACE) og dermed med mulig

blodtrykkssenkende effekt % 12 2324 Det er ogsd funnet ACE hemmende peptider i kollagen fra
bindevev i storfe % 2¢ og i restrastoff fra fisk, mens det er lite publisert om bioaktive peptider i
restrastoff fra kjgttproduksjon. Peptidene binder seg enten direkte til det aktive setet pa ACE
enzymet eller modifiserer strukturen slik at substratet blir hindret i & binde seg. Det er imidlertid
fa produkter p& markedet med blodtrykkssenkende peptider #, trolig fordi man ikke har tatt hgyde
for at peptidene ma vaere resistente mot fordgyelse og bli tatt opp i kroppen for & ha effekt. Noen
fa nyere studier har ved bruk av in vitro fordgyelsesmodeller identifisert ACE hemmende peptider
fra fordpyd svinekjptt 2 og karpe %, og det antydes at graden av ACE hemming varierer med tid i
mage og tynntarm.

Antioksidant effekt. Peptider med antioksidant effekt er funnet i mange matvarer som melk, hvete,
potet og fisk, mens forskning pa antioksidant peptider fra hydrolysater av kjgtt er sveert begrenset
%, Det er imidlertid vist at peptider utvunnet fra svineprotein, og fra hydrolysat av svinekollagen,
kan ha antioksidant effekt 331, De fleste studiene har benyttet antioksidant-assays (DPPH, ORAC,
TRAP) eller cellesystemer, mens det er fa studier som har undersgkt antioksidanteffekt under og

etter in vitro fordgyelse. Av et svaert begrenset antall in vivo studier kan nevnes en human studie
som viser at inntak av proteinhydrolysat av raps reduserer nivaet av malondialdehyd i blod, et
mulig kreftfremkallende sekundaert oksidasjonsprodukt 32. | prinsipp kan man tenke seg at
antioksidant peptider kan hindre oksidativ skade bade inne i kroppen og lokalt i tarmen.
Peroksidering i tarmen kan fgre til betennelsestilstander og utvikling av tarmkreft.

Anti-inflammatorisk effekt. Flere studier antyder at peptider kan ha immunmodulerende effekt 3.

Blant annet er det funnet peptider i egg og marine alger som kan hemme cytokinproduksjon i LPS
stimulerte makrofager 3% og det er funnet tripeptider i melk som kan dempe
betennelsesreaksjoner ved irritabel tarm . Hydrolysater og peptider fra soyabgnner er vist & ha

gunstig effekt pd makrofag cellelinjer, og ogsd pd immunapparatet hos mennesker 36, Detaljerte
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studier pa peptider fra kjgtt og fisk er sveert begrenset, men det er indikasjoner pa at ogsa
hydrolysater av fisk og kylling (kollagen) kan ha anti-inflammatorisk effekt. Det er ogsa antydet at
peptider kan styrke tarmens barriere funksjon 3, men her trengs mer forskning.

> Anti-bakteriell effekt. Antimikrobielle peptider (AMP) er hovedsakelig identifisert i melk, men det
er funnet AMP fra storfemuskel som hemmer vekst av Gram-—positive og Gram-negative

patogener!?, og AMP fra gsters muskel som hemmer vekst av E-coli®%. Det er ogsa vist at hydrolysat
fra eggehviteprotein kan redusere bakterievekst®®. En nyere studie av kyllingprotein hydrolysat (fra
restrastoff) tilsatt kalkunburger viste reduksjon i bakterievekst, pga @kt vannbinding, og
hydrolysatet er dermed et godt alternativ ved saltreduksjon*°.

> Anti-proliferativ effekt. Det er vist at hydrolysater fra fisk kan ha anti-proliferativ effekt pa ulike

cellelinjer. Peptidfraksjoner med molekylvekt mellom 400 og 1400 Da utvunnet fra restrastoff fra
tunfisk viste betydelig anti-proliferativ effekt pa brystkreftceller i kultur 4.
> Kolesterolreduserende effekt. Proteiner og peptider er vist & kunne binde gallesyrer 443, Dette kan

fgre til redusert reabsorpsjon av gallesyrer i tarmen og kroppen ma da benytte kolesterol i blodet
til 3 lage nye gallesyrer, noe som medfgrer en reduksjon i serumkolesterolet. Det er bl.a.
identifisert et gallesyre-bindende peptid fra soyaprotein som reduserer kolesterolet hos rotter %,
» Blodsukkerrequlerende effekt. Peptider som hemmer dipeptidyl peptidase IV (DPP-1V), et enzym
som bryter ned det blodsukkerregulerende hormonet incretin, kan potensielt benyttes i
behandling av Diabetes Type 2. In silico analyse har identifisert slike peptider i melk og kjgtt (storfe

og svin), spesielt i proteiner som finnes i restrastoff fra kjgtt (kollagen, serum albumin)*%.
» Binding av mineraler. Noen peptider er vist & kunne binde mineraler (f.eks. kalsium) og dermed

gke biotilgjengeligheten av disse.
» Annet. Hydrolysat av kyllingkjgtt og bein kan brukes i produksjon av probiotiske bakterier, f.eks.
bifidobakterier, da det gir god vekst og hgy viabilitet %,

4.4 Bivirkninger

Artsfremmede proteiner, peptider og aminosyrer kan pafgre kroppen skade ved ulike immunologiske
reaksjoner. For eksempel kan sma peptider (di,- tri- og oligo) passere tarmcellene og gi opphauv til
allergiske reaksjoner. Visse proteinsekvenser som vanskelig lar seg fordgye antas a vaere en viktig
faktor i utvikling av allergier, og det forskes pa muligheter for a pavirke fordgyelse gjennom
strukturendringer for a hindre allergiske reaksjoner. Det er ogsa antydet at noen peptider fra
fordgyelsen som fraktes via blodbanen til hjernen kan ha opiat-lignende effekter. Det er bl.a. vist en
assosiasjon mellom autisme, schizofreni og gkte nivaer av peptider i urin. Videre er det vist at peptider
fra gluten (hvete) og casein (melk) kan forverre tilstanden hos autister. Generelt bgr man unnga for

hgyt inntak av protein da dette kan fgre til nyreskade.

| forbindelse med hydrolyse av protein restrastoff, kan det forekomme racemisering (isomerisering) av
aminosyrer slik at det vil kunne dannes D-aminosyrer, bade bundet i protein, peptider eller i fri form
(Personlig kommunikasjon: John-Erik Haugen, Nofima). D-aminosyrer vil kunne bidra til nedsatt
proteinfordgyelighet og redusert naeringsverdi. Det har ogsa vaert mye fokus pa dipeptidet lysinoalanin
i isomeriserte D-former, som ogsa kan dannes under proteinhydrolyse. Studier pa dyr har vist at D-
aminosyrer og lysinoalanin kan gi negative helseeffekter i form av svekket immunsystem, skade pa
nyrer, lever og nervesystem 0. Mengdene som dannes av de nevnte stoffer under proteinhydrolyse
er avhengig av hydrolysebetingelsene, som temperatur, ionestyrke og pH og om det anvendes kjemisk
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eller enzymatisk hydrolyse. Det er spesielt under kjemisk hydrolyse at det vil kunne dannes betydelige
mengder av disse stoffene.
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5 Markedsmuligheter

Oppsummering kapittelet:

Bi-produkter fra matproduksjon, inkludert kjgttproduksjon, har stort potensiale til @ kunne bli
brukt som hgy-verdi produkter. Markedsmuligheter for bruk av bioaktive peptider inkluderer
bade mat, helsekost, kosmetikk og farmasgytika. Det er ogsa et gkende marked for bruk av
helsebringende stoffer i dyre- og fiskefor.

Markedsmuligheter for bruk av bioaktvive peptider er mange (Figur 8), inkludert helsekost,
ernaringsdrikker og proteintilskudd til den gkende eldre befolkning, sportsdrikker, og ulike
matprodukter innen matindustrien.

Kosmetikkindustrien bruker i dag en rekke ulike peptider for a sikre god hudhelse og bekjempelse av
rynker. Forskning innen hudhelse viser at kompontener som kan passere hudens ytterste cellelag vil
kunne stimulere cellevekst og produksjon av ny ekstracellulaer matriks for bevaring av god hudhelse.
Bioaktive komponener som kan regulere enzymaktivitet, og dermed redusere nedbrytning er derfor
sveert aktuelt. Det er ogsa gnskelig med satsning pa produkter som ikke ma tas oralt, grunnet en mer
kontrollerbar bioaktiv effekt (unngar fordgyelsesenzymene). Bioaktive komponenter som kan gke
regenereringen av hud etter sarskade er sveert gnsket i farmasgytisk industri. Hydrolysater fra
eggeskallmembran er i pdgdende eggeskallprosjektet pd Nofima pavist & fremme regenerering. Om
dette skyldes frigjgrelse av bioaktive peptider er ukjent.

For-industrien (dyre og fiskefér) er ogsa et aktuelt marked. Akvakultur ma sikre gkt vekst og
opprettholde  god  fiskehelse. Lakselusproblematikk, sarskader,  skjelettdeformiteter,
bindevevspaleiringer, muskelvekst og kvalitet er stadig aktuelle problemstillinger, og helsebringende
komponenter i for som kan hjelpe pa dette er gnsket. Kjeeledyrmarkedet i Norge er gkende, og her er
potensialet stort. Det konsumeres mer enn 20 000 tonn tgrrfor til hund pr ar i Norge, megatrender i
markedet viser at kjeeledyrene skal ha sunn ernzering, den skal veere baerekraftig og ren. En stadig mer
bevisst gruppe eiere med fokus pa dyrehelse er med pa a skape et marked innen helsebringende
stoffer i dyrefér.
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