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Agrip 4 islensku:

Markmid verkefnisins var ad svara rannsoknaspurningunni: Hvada lifvirkni er
heegt ad fa fram hja peptidum unnum Ur kolmunna med ensimum? Lifvirkni er
forsenda pess ad unnt sé ad nota kolmunna sem markfedi. Sem hréefni voru
notud einangrud kolmunnaprétein. Rannsoknin  syndi ad nidurbrotin
kolmunnaprotein hafa lifvirkni. Hins vegar reyndust skynmatseiginleikar afurda
ekki nzegjanlega gddir og heimtur lagar. Var pad sérstaklega sokum pess hversu
erfidlega gekk ad afla fersks kolmunna sem hraefnis.

I seinni skrefum verkefnisins var pvi akvedid ad nota porsk. Markmidid var ad
kanna sérstaklega hvort einangrud porskprotein hofou adra eiginleika en hakk
m.t.t. skynmats og blodprystingslaekkandi eiginleika afurda. Nidurstadan var ad
ekki fannst munur & pessum eiginleikum i rannsékninni.

I verkefninu var kannad samspil vatnsrofs med ensimum og vinnslueiginleikar
og lifvirkni. Samspil vatnsrofs kolmunnaproteina einangrud med nyrri adferd og
lifvirkni peirra hefur ekki verid framkvaemd &dur og var par um alpjédlegt
nynemi ad reda. | verkefninu var aflad mikillar pekkingar & svidi
ensimnidurbrots og lifvirknieiginleika préteinafurda.

Lykilord & islensku:

Ensimvatnsrof, Kolmunni, Vinnslueiginleikar, Lifvirkni, Markfaedi

Summary in English:

The aim of the project was to answer the question: What kind of bioactive
properties do peptides produced by enzyme hydrolysis of blue whiting have?
Some sort of bioactivity is needed if they are to be used in functional food. The
substrate for the hydrolysis was isolated blue whiting proteins. Well-kown,
commercially available enzymes were used to hydrolyse the proteins to different
degrees of hydrolysis (%DH). The blue whiting hydrolysates showed bioactive
properties but their sensory characteristics were not good. Furthermore the yield
of the process was low. The reason for this was a shortage of fresh raw material.

Thus, in the next steps cod was therefore used. The main aim was to study
whether different sensory and bioactive characters were achieved when isolated
proteins were used compared to mince. The results of the project indicate that
there is no difference.

In the project the connection between enzyme hydrolysis and functional and
bioactive properties was examined. Main emphasis was on the effect of using
isolated proteins as raw material for enzyme hydrolysis. In the project important
knowledge in the field of enzyme hydrolysis and bioactivity was gained that will
facilitate future research.

English keywords:

Enzyme hydrolyse, Blue whiting, Functional properties, Bioactive
properties, Functional food
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1. Inngangur

Mjolkurprétein og sojaprotein hafa vidteka notkunarmoguleika i matvelaidnadi og
hafa verid notud med gdédum arangri. Vitad er ad i fiski er ad finna gadaprotein og
pvi forvitnilegt ad rannsaka hvort fiskprotein ur fisktegundum sem hingad til hafa litt
hafa verid nyttar til manneldis, bui yfir sambarilegum eiginleikum og adurnefnd

protein. Tilgangurinn er ad margfalda verdmaeti hinna vannyttu afurda.

Kolmunni er ein peirra fisktegunda sem finnst i Nordur- og Nordaustur-Atlantshafi,
allt fra Svalbarda ad strond Nordur-Afriku og hefur lengst af verid nyttur i fiskim;jol.
Kolmunni var 1itid veiddur fyrir 1980 en sidan 1997 hefur kolmunnaafli islenskra
skipa aukist verulega og fer aflinn a0 mestu til braedslu, po svo eftirspurn eftir honum

sem matfisk hafi vaxio 4 undanfornum arum.

[ pessari skyrslu er greint fra framkvemd og nidurstodum fra einangrun
kolmunnaproéteina, nidurbroti peirra med ensimum og melingum 4 vinnslueigin-
leikum peirra. Til samanburdar voru meld fjogur préteinduft sem eru & markadi.
Einnig var lifvirkni peirra meld. Erfitt getur verid ad nalgast kolmunna af
nagjanlegum ferskleika og i nastu skrefum verkefnisins var pvi dkvedid ad nota

porsk. Vinnslueiginleikar og lifvirkni peirra var mald.



2. Efni og aoferoir

2.1. Hraefni

I verkefninu var unnid med kolmunna annars vegar og porsk hins vegar.

2.1.1. Kolmunni

Veidar 4 kolmunna eru arstidabundnar. Tver gerdir kolmunnahraefnis voru notadar.
Annars vegar var notadur hausadur og slegour kolmunni sem hafodi verid sjofrystur i
blokkir i desember 2003 (eldri fiskur). Hins vegar voru keypt kolmunnaflok fra
Fereyjum sem voru veidd a vorvertid 2005 (nyrri fiskur). Blokkir voru geymdar vid

-24°C 1 frysti pangad til tilraunir féru fram (juli 2005 og oktdber 2005).

Fiskurinn var piddur vid 5°C 1 24 klst fyrir notkun og hakkadur i heimilishakkavél
(Kenwood) i gegnum 8 mm got. Protein voru einangrud med pvi ad blanda sex
hlutum af vatni & moti einum hluta hakks, lausn gerd einsleit i UltraTurax
homogenizer i eina minutu. Syrustig var stillt & pH 11 med 2 M NaOH. Stodprétein
skilin fra med siun og vokvafasa safnad. Protein felld Ut ur vokvafasa med pvi stilla
syrustig 4 jafnhledslupunkt (pH 5.5) med 2 M HCI. Proétein einangrud med siun og
fryst fyrir ensimhydrélysu. Unnid var vid keldar adstedur (mynd 1). Sem
samanburdarsyni voru notadar tvaer gerdir af sojaproteini (Solbar og DanProDS), ein

gerd af kaseinat mjélkurproteini (DMW International) og undanrennuduft (MS).

2.1.2. Porskur

borskflok voru keypt fra Fiskverkun Haflida i Desember 2006. Fiskurinn var
hakkadur i blandara og skipt upp i tvo hluta. Annar hlutinn var frystur strax 1 250 g
skommtum, pakkad i lofttemda poka og frystur vid -75°C. Prétein voru einangrud ur
hinum hlutanum skv pH adferd (sbr mynd 1): hakk og vatni blandad sama 1 hlutféllum
1:6, gert einsleitt med tofrasprota, syrustig stillt 4 pH 11 med 2M NaOH, 6leysanlegur
hluti fjarleegdur med grisju, prétein felld Gt ur siudum vokva med pvi ad stilla pH 4
5.5 med 2M HCI. Protein skilin fra med grisju og pakkad i 250 g loftteemda poka og
fryst vid -75°C.



Hréaefni P
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l Skref 1
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Utfelling & préoteinum Siad med finni siu en vid pH 11
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Mynd 1. Einangrun préteina fyrir ensimhydrolysu meo pH aoferd.



2.2. Ensimrof

2.2.1. Kolmunni

Ensimrof var gert i pH stat teki (718 STAT Ttitrion) fr& Metrohm. Alcalase® fra
Novozymes (Bagsvard, Danmorku). Mismunandi magn ensims var notad eftir pvi
hvada vatnsrofsmagn leitad var eftir (mynd 2). Akvedid magn synis vid herbergishita
med pekkt magn af proteini var sett i Hvartholf / Hvarfsellu pH stat taekis. Syrustig
stillt & rétt upphafssyrustig (pH 9.5), ensim beett i og pH stat taeki sett af stad, en pH
stat taeki sér um ad bata vid basa til ad vidhalda réttu syrustigi & medan a hvarfi
stendur. Syni voru tekin vid mismunandi stig vatnsrofs (%DH), fyrst hagt & hvarfi
med pvi ad stilla syrustig 4 pH 3.0 og ad pvi loknu stoovad med hitun vid 95°C 1 20
minutur. Syni 14tid koélna yfir nott, syrustig stillt & pH 7, fryst i albokkum og geymt i
frysti fram ad frostpurrkun. Til ad stilla syrustig var notad 2M NaOH og 2M HCI.

| Prétein isolat

L

Pynning med H,0O
Lokastyrkur 3% prétein

v

Syrustig stillt
pH 9.5 med 2M NaOH

v

Alcalasa beett i
E/5 = 1/100 - 1/500

v
%DH

pH st63ugt med 2M NaOH
%DH reiknad dt frd ml NaOH

'

Hvarf stoppad
~2.5, 5,10, 15%DH
pH 3 med 2M Nacl

!

Hvarf stoppad

95°C i 20 min

‘ Keeling yfir nét+ ‘

!

pH stillt
pH 7 med 2M NaOH

Frostpurrkun

| Hydrélysat |

Mynd 2. Framkvzemd ensimhydroélysu.



Hydroélysa var stodvud vid um 0, 2.5, 5, 10 og 15%DH. Magn ensims og keyrslutimi
var had pvi hvada lokahydrélysustig leitad var eftir (mynd 3). Frostpurrkud voru
eftirfarandi syni fyrir baedi hraefnin: Hakk, prétein isolat og mismikid vatnsrofid
protein isolat: 0%, 2.5, 5, 10% og 15%DH. 0% syni var medhondlad &4 pann hatt ad
isolat var pynnt, pH stillt &4 9.5, nest & pH 3, syni hitad og ad pvi loknu var syrustig
stillt 4 pH 7.

™~ 15%DH

—e— E/S=1/200
—m— E/S=1/50

\
10% DH

Stig hydrélysu [%DH

Timi

Mynd 3. Dzemi um hydrolysuferla. Ahrif tima og mismunandi hlutfall ensims og hvarfefnis (S).

2.2.2. Pborskur

Prétein voru pidd yfir nétt i kaeli og pynnt med vatni svo proteininnihald vaeri um 3%.
Lausnin var gerd einsleit i jafnara (homogenizer — Ultra Turrax T25) i eina minttu og
sidan sett 1 hitabad vid 30°C. Pegar pvi hitastigi hafoi verid nad var syrustig stillt & pH
7.5 med 2 M NaOH. Ensimrof var gert med adstod pH stat taekis (718 STAT Ttitrion).
Ensimin Protamex og Neutrase baedi fr& Novozymes voru notud. Hlutfall ensims (E)
og hvarfefnis (S) E/S var breytilegt eftir pvi hvada lokastigi vatnsrofs leitad var eftir.
Rétt magn ensims var vigtad asamt 25 ml af vatni og baett ut i hvarflausnina og pH
stat teki sett af stad, en pH stat taeki sér um ad baeta vid basa til ad vidhalda st6dugu
syrustigi 4 medan a hvarfi stendur. Pegar askilegu stigi vatnsrofs (%DH — sja sidar)

var nad var hvarf stoddvad med hitun 1 85°C heitu hitabadi med hristingu 1 20 minutur.



Synid var 1atid kdlna yfir nott i keli og sett i skilvindu 1 30 minttur vid 8.000 x g.

Leysanlegur hluti frystur i bokkum sem ad pvi loknu var frostpurrkadur.

2.3. Stig vatnsrofs (Degree of hydrolysis; %6DH)

Stig vatnsrofs (Degree of hydrolysis, %DH) var reiknad Ut fra magni og styrk basa
sem var notad til ad vidhalda stodugu syrustigi & medan a ensimnidurbroti stod. DH er
skilgreint sem fjoldi peptidtengja (h) sem hafa verid klofin sem hlutfall af
heildarfjolda peptidtengja samkvemt (Adler-Nissen, 1986):

hx100 BN,
h ah . x MP

tot tot

%DH = x100

bar sem

B = magn basa [ml]

NB = styrkur basa [M]

o, = vatnsrofsstudull (“average degree of dissociation ) o.-NH hépa (sja nedar)
MP = magn proteins [g]

hot = heildarfj6ldi peptidtengja = 7,501 mequiv/g

o vatnsrofsstudull, var reiknadur skv.

a =10P""P /1 4+10P7P¢)

bar sem
pH = syrustig vid ensimhydrolysu

pK = medaltal jafnvaegisfasta fyrir NH hopa amindsyranna.

pK gildi sem fall af hitastigi (T i Kelvin) var reiknad skv.:

pK =7.8+ 298 -1
298T

x 2400




2.4. Efnafradilegir eiginleikar

2.4.1. Efnasamsetning

Magn proéteins var melt i hraefni og magn vatns, fitu, préteins, salts, dsku og
saltlausrar 6sku melt i proteindufti samkvemt adferdahandbok i gadahandbok
efnastofu Rannsoknastofnunar fiskidnadarins (nt Matis) (Ghb-e-AM). Prétein meld
me0 Kjeldahl adferd.

Préteinmagn i lausnum fyrir ACE og CE malingu var malt med adferd Dumas hja
Nyskopunarmidstod Islands i macro analyzer vario MAX CN txki fra Elementar. {
stuttu mali pa er synid brennt vid 900°C med hahreinu surefni i hahreinum Helium
burdarfasa. Bruninn er sidan fullkomnadur med sérstokum sulum og 61l dnnur gos en
N, og CO; hreinsud burt og allur raki fjarlegdur. Malinemi var TCD (Thermal
conductivity detector). Adferd Dumas byggir & pvi ad mela kofnunarefni (N) sem er

til stadar 1 syninu sem er sidan umreiknad yfir i protein.

2.4.2. Syrustig (pH)

Syrustig var melt i1 vatnsheldnisynum fyrir skilvindun. Syrustig var mealt med Knick

Portamess pH meter (Knick, Berlin, Germany).

2.5. Dufteiginleikar

2.5.1. Vatnsvirkni

Vatnsvirkni var mald med Novasina ay-center (Axair Ltd., Pfaffikon, Switzerland)

(mynd 4). Hitastig var stillt 4 23,9°C. Hvert syni var melt prisvar sinnum.

Mynd 4. Vatnsvirkni (a,) meelir fra Novasina.



2.5.2. Litur

Litur var maldur med Minolta CR-300 chroma meter (Minolta Camera Co., Ltd.,
Osaka, Japan) 1 Lab* litakerfinu (CIE 1976) skv Bragadottir og félagar (2007) med
CIE Illuminant C par sem L segir til um hversu hvitt synid er (L = 100 er hvitt og L =
0 er svart), +a* gildi er rautt, -a* grent, +b* gult og -b* blatt. Duftin voru meald i
tilraunaglosum (25 mm i pvermal) sem komid var fyrir i til pess gerdum glasahaldara
fra Minolta og litur maldur prisvar sinnum par sem tilraunaglasi var snuid um 120°
milli malinga. Til ad tryggja ad syni vari jafnt i tilraunaglasi var pvi slegio lett 18

sinnum 1 bordid og hrist 4 “vortex” 1 5 sekundur fyrir melingu.

2.6. Eodliseiginleikar

Vid vatnsrof og stillingu & syrustigi myndast salt. bvi herra stig vatnsrofs pvi herra
magn salts (sja efnanidurstodur). Vegna pess ad salt hefur mikil ahrif & eiginleika
proteina pa var salti beaett vid 1 syni pannig ad sama saltmagn var i 6llum synum eda

um 20% vid sumar melingar.

2.6.1. Vatnsheldni (Water holding capacity)
Um pad bil 3,2 gromm af dufti var blandad vid 100 g af porskhakki (linuporskur sem

landad var i Stykkisholmi daginn adur) og 20 g af eimudu vatni i matvinnsluvél
(Braun Electronic, Type 4262, Kronberg, byskalandi) i 30 sekindur 4 hrada 5. Syni
latid bida 4 is 1 30 minGtur. Vatnsheldni var sidan &kvordud samkvemt
skilvinduadferd (centrifugation method) (Eide og fleiri 1982). Syni (2 g) var
nakvaemlega vegio i gleeran holk med neti i botni, sett i skilvinduglos med glerkulum
(mynd 5) og skilvindad tafarlaust (Sorvall RC-5B Refrigerated Super Speed
Centrifuge, Du Pont Instruments, USA) vid 210 x g i 5 minttur vid 0-5°C. Pyngdartap
eftir skilvindun var deilt med vatnsinnihaldi porskhakksins og tjad sem %WHC. Hvert

syni var mealt fjorum sinnum. Vatnsheldi reiknud skv.

byngd synis * vatnsinnihald (%) - pyngdartap 100

WHC (%) =
0 pyngdartap * vatnsinnihald(%)



Skilvinduglos

Glear holkur

Mynd 5. Synaglés o.fl. fyrir vatnsheldnimzelingu.

2.6.2. Oliubinding (oil binding capacity)
Um 5 g af dufti vigtud ndkvaemlega og 20 g olia sett i skilvinduglas (Beuchat, 1977).

Lausnin latin standa vid herbergishita i 30 min, blandad med spatilu &4 10 min fresti.
Skilvindad i GSA roétor vid 4000 rpm i 30 min, vid hitastig um 20°C. Oliufasanum

hellt af og hann veginn ndkvemlega. Oliubinding reiknud samkvamt

heildarmagn oliu (g) —magn af oliu hellt af (g)
massi proteins (g)

OBC =

2.6.3. Yruhzefni (emulsion capacity)

Um eitt gramm af dufti vegid ndkvemlega og 100 mL af 0,1 M NaCl voru sett i 1L
plastbikarglas (Kristinsson og Rasco, 2000; Webb og fleiri, 1970). Elektréoum
fjolmeelis, sem meldi vidnam (), var komid fyrir innan a plastbikarglasinu. Synid
blandad med UltraTurrax 4 greenum hrada (9500rpm) i 20 sekundur, an pess ad snerta
botn plastbikarglassins. Hradi Ultra Turrax aukinn i raudan hrada (13500rpm), an pess
ad snerta botn plastbikarglassins. Wesson Vegetable Oil latin renna ur 500 mL
skiltrekt, ofan 1 plastbikarglasid, til ad skapa oliu i vatni yrulausn. Vidnamid haekkadi
skyndilega, yrulausnin féll og oliurennslid var stodvad. A pessum punkti, pegar

vionamid hakkadi og yrulausnin féll, hafdi yruhaefni proteinanna ndd hamarki og



myndad vatn i oliu yrulausn. Hvert syni var melt tvisvar sinnum. Yruheefni var

reiknud samkvemt:

_massi eftir bléndun (g) —massi fyrir blondun (g)
massi proteins (g)

EC /edlismassi oliu (g /mL)

2.6.4. Yrustodugleiki (emulsion stability)

Um eitt gramm af dufti vegid ndkvemlega, 100 mL af 0,1 M NaCl og 100 mL af
Wesson Vegetable Oil voru sett i 1 L plastbikarglas (Kristinsson og Rasco, 2000;
Miller og Groninger, 1976; Yasumatsu og félagar, 1972). Synid blandad med
UltraTurrax a raudum hrada (13500rpm) i 2 minatur. Syninu hellt 1 3 meliglos (50
mL) og 14tid standa 1 15 minttur. Heildarrimmal og rammal vatnsfasa lesio af kvarda
mealiglassins. Hvert syni var mealt prisvar sinnum. Yrustodugleiki reiknadur

samkvamt:

(heildarrammal (mL) — vatnsfasi (mL)) *100
heildarraimmal (mL)

ES =

2.6.5. Leysanleiki

Leysanleiki var maldur med tveimur adferdum — annars vegar i vatni og hins vegar i

saltlausn fyrir lifvirknimelingu.

Leysanleiki i vatni

Leysanleiki proteinduftsins 1 vatni, var metinn med Kjeldahl adferd. Um pad bil 2 g af
dufti vegin nakvaemlega voru leyst i 190 mL af eimudu vatni og blandad med
UltraTurrax 4 gulum hrada (8000rpm) i 30 sekundur. Synid 14ti0 bida 4 is i 60
minatur. Skilvindad (Sorvall RC-5B Refrigerated Super Speed Centrifuge, Du Pont
Instruments, USA) vid 16274 x g i 15 minOtur. Magn af leysanlegu préteini i
vokvafasanum var é&kvardad med adferd Kjeldahl (Nx6,25). Proéteinleysanleiki

reiknadur skv.
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protein i lausn [g]

Proéteinleysanleiki = ¢100

Heildarmagn proteina [g]

Leysanleiki i saltlausn

Leysanleiki proteinduftsins i saltlausn var einnig metinn samkvaemt adferd Morr og
félaga (1985) med sma breytingum. Um 0,5 g af dufti vegid ndkvaemlega i 150 ml
bikarglas asamt um 40 ml af 0.1M NaCl lausn. Segli komid fyrir i glasi, sett a4
segulhraeru og hraert 1 1 klst &n pess ad “vortex” myndist. A0 tima loknum var lausn
feerd 1 50 ml maeliflosku og fyllt ad marki med 0.1M NaCl lausninni. Skilvindad i 30

minuatur vid 20.000 x g. Floti safnad fyrir ACE malingar. Prétein maeld med Dumas.

2.7. Lifvirkni

Ahrif kolmunnaproteina & seytingu meltingarensima og andoxunareiginleikar peirra

voru meldir. Einnig var ACE virkni kolmunnaproéteina og porskproteina meeld.

2.7.1. Gastrin/CCK virkni

Gastrin og Cholecystokinin (CCK) eru peptidhormén i smagdérnum sem hafa vida
virkni td. ad oOrva proteinmyndun (Johnson og félagar, 1978) og stjorna
garnahreyfingum og seytingu meltingarensima (Beinfeld, 1995). Nylega var synt fram
a pattoku CCK 1 pvi ad vekja seddutilfinningu og draga ur matarlyst (Bray, 2000).
RIA (Radioimmunoassay; geislabnemismalingu) var notud skv. Ravallec-PI¢ og

Wormhoudt (2003).

2.7.2. Andoxunareiginleikar

DPPH

Andoxunarvirkni kolmunnapeptida var mald skv Morales og Jimenez-Peres (2001).
Trolox var notad sem vidmid. Styrkur DPPH var reiknadur fré eftirfarandi jofnu sem
var fengin med linulegri adhvarfsgreiningu: [DPPH]t = 0.0241 (A520nm) + 0.022 (2

=0.9995). Vatn var notad sem blankur i 6llum tilraunum.
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p-carotene/linoleat

Andoxunarvirkni var einnig mald i beta-carotene/linoleate mddelkerfi skv Marco

(1968).

2.7.3. ACE (Angiotensin Converting Enzyme) hindravirkni

Kaninulungna ACE 1 UN fra Sigma var leyst upp i 5 mL af afjonudu vatni og skipt i
nokkra skammta (0,2 U/mL) (Vermeirssen og félagar, 2005). Uppleyst ensimid var
sidan geymt i frysti par til pad var notad i virkniprof.

Utbtin var 0,5 mM FAPGG (N-[3-(2-Furyl)acryloyl]-Phe-Gly-Gly fra Sigma)
hvarfefnislausn i 50 mM Tris HCI pH 7,5, 300 mM NaCl. Upphaflega var settur 100
pL af vatni (blankur) eda hindra i tilraunaglas dsamt 25 pL (SmU) af ACE lausn.
bessi blanda var hitud vid 37°C 1 2 minttur i hitabadi. Sidan var batt vid 900 pL af
FAPGG lausn og blandad med sveip (vortex) blandara, tilraunaglasid sett aftur i
hitabadio i 2 minatur. A9 pvi loknu er hvarflausnin flutt med pipettu yfir i téma
kavettu sem buid er ad koma fyrir 1 [jésmaelinum. Gleypnin er mald med afjonad vatn
sem vidmid 1 hitudum kuvettuhaldara (37°) 4 5 minutna kafla. Settur er 30 sekiindna
lag-timi & keyrsluna. Gleypniminnkunin sem & sér stad samsvarar ensimvirkninni.
Hallatalan sem faest Ut fra gleypniminnkuninni samsvarar gleypniminnkun 4 minttu.
Medaltal hallatalnanna er sett inn i eftirfarandi jofnu til pess ad reikna ACE

hindrunina:

% ACE hindrunz(l —[M j] X100 %

lankur
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2.8. Rafdrattur

2.8.1. Proteinrafdrattur

Eitt gramm af syni leyst 1 240 mL af eimudu vatni. Blandad saman med UltraTurrax a
gulum hrada (8000 rpm) i 30 sek. 100 pL syni, 190 uL. Laemmli synabuffer (BioRad,
cat nr 161-0737) og 10 uL B-mercaptoethanol sett i Eppendorf glas. Hrist kroftuglega
i 5 sek. S00id 1 3-6 min, keelt strax 4 is. Skilvindad (Eppendorf centrifuge, 5415C) vid
15000 rpm 1 12 min. Synid fryst par til rafdrattur for fram. Synio pitt vid stofuhita (ca.
22°C) og sett 4 gel (BioRad, Ready Gel, 4-15% Tris-HCl, 10 wells, 30 pL, cat nr 161-
1104). Rafdregid vid 60 mA fyrir hvert gel og 200V. Synid fest 4 gelid (3% TCA
lausn) 1 15 min med vegum hristingi. Gelid litad (0,25% Coomassie Brilliant Blue,
45% methanol, 7% acetic acid, leyst i eimudu vatni) i 30 min og aflitad (45%
methanol, 7% acetic acid, leyst i eimudu vatni) i 3x30 min med vaegum hristingi.
Proéteinrafdrattur var gerdur 4 gomlum og nyjum fiski (fiskhakki, prétein isolati og 0%
hydrolyserudu syni). Tver gerdir stadals voru einnig keyrdar. High-Range (cat nr.

161-0303) fra Bio-rad og Low-range (cat nr. 161-0304) einnig fra Bio-rad (tafla 1).

2.8.2. Peptiorafdrattur

Eitt gramm af syni leyst 1 240 mL af eimudu vatni. Blandad saman med UltraTurrax a
gulum hrada (8000 rpm) i 30 sek. 309 pL syni, 588 pL Tricine synabuffer (BioRad,
Tricine Sample Buffer, 30mL, cat nr 161-0739) og 12 pL B-mercaptoethanol sett i
Eppendorf glas. Hrist kroftuglega 1 5 sek. S00i0 1 3-6 min, kalt strax & is. Skilvindad
(Eppendorf centrifuge, 5415C) vid 15000 rpm i 12 min. Synid fryst par til rafdrattur
for fram. Synid bitt vid stofuhita (ca. 22°C) og sett 4 gel (BioRad, Ready Gel, 10-20%
Tris-Tricine/Peptide, 10 wells, 50 pL, cat nr 161-1162). Rafdregid vid 60 mA fyrir
hvert gel og 200V (keyrslubuffer. pynntur 10x Tris/Tricine/SDS Premixed
Electrophoresis Buffer, Bio Rad, cat nr 161-0744). Gelid litad (0,25% Coomassie
Brilliant Blue, 45% methanol, 7% acetic acid, leyst i eimudu vatni) i 30 min og aflitad
(45% methanol, 7% acetic acid, leyst i eimudu vatni) i 3x30 min med vegum
hristingi. Peptidrafdrattur var gerour & gomlum fiski (5% & 15% hydrolyserud syni)
og nyjum fiski (5%, 10% og 15% hydrolyserudu syni). Stadall var polypeptide (cat nr.
161-0326) fra Bio-Rad. byngdir ma sja i toflu 1.
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Tafla 1. Mélpungi (MW) stadla fyrir SDS og peptio rafdratt. Stadlar eru allir fra Bio-Rad, nimer

161-0326 (“Polypeptide”), 161-0304 (“low”) og 161-0303 (“high”).

MW
Proétein Uppruni Polypeptide Low  High
[Da]
Myosin Rabbit skeletal muscle 200,000 X
beta-galactosidase E. coli 116,250 X
Phosphorylase b Rabbit muscle 97,400 X X
Serum albumin Bovine 66,200 X X
Ovalbumin Hen egg white 45,000 X X
Carbonic anhydrase Bovine 31,000 X
Triosephosphate isomerase Rabbit 26,625 X
Trypsin inhibitor Soybean 21,500 X
Myoglobin Equine 16,950
alpha-lactalbumin Bovine 14,437
Lysozyme Hen egg white 14,400 X
Aprotinin Bovine pancreas 6,500
Insulin, beta chain, oxidized Bovine 3,496
Bacitracin - 1,423

2.8.3. Harpipurafdrattur

Aodferd til greiningar & peptidum med harpipurafdreetti (capillary electrophoresis; CE)
var byggd 4 adferd Engvang og Nielsen (2000) og fra Henrik H. Nielsen (2004).
Fosfatbuffer (100 mM, pH 2.75, filteradur gegnum 45um filter og afgasadur) var
notadur sem adgreiningarbuffer (separation buffer). Fyrir fyrstu notkun
harpipustlunnar eda langa geymslu var sulan skolud med 1M NaOH (60 min), 0.1 M
NaOH (15 min), H,O (5 min), 100mM fosforsyru (10 min) og adgreiningarbuffer (15
min). Hitastig stlunnar var 25°C. Syni var sprautad inn vid prystinginn 15 kNsm-2 og
adskilid vid fastan straum (constant voltage of 15kV) i 20 minttur. UV gleypni var
meld vid 195 nm, 214 nm og 280 nm med DAD skynjara. Milli keyrslna var stilan
hreinsud (preconditioned) med 100 mM fosforsyru 1 5 minitur og med
greiningarbuffer 1 8 minatur. Adgreiningarbuffer var endurnyjadur fyrir hverja

keyrslu. Af syni voru teknir 0.3 ml og fluttnir i Ephendorfph glas 4samt 0.3 ml af 100
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mM fosfat buffer syrustig 2.7. Lausn ferd i sprautu med 0,45um siu og siad i CE —
glas.

2.9. Skynmat

Skynmat var gert & porskpréteinum. Vatnslausnir voru bunar til af synum ur vatni vid
herbergishita. Styrkur lausna var 1%. Synin voru metin & styrkleikaskala af atta
pjalfudum doémurum. Doémararnir gafu einkunnir 4 bilinu 0 (engin/ekkert) til 4

(mikil/mikid lykt/bragd) fyrir hardfisk- og fiskilykt, hardfisk-, fiski- og beiskt bragd.
Hver domari fékk um 20ml af hverju syni 1 litlu plastglasi. Synin voru dulmerkt med

priggjastafa tolustofum og domarar h6fou engar upplysingar um synin. Synin niu voru

metin i tvisyni, mest sex syni i einu. Matsblad fyrir skynmat ma sja i vidauka.
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3. Nidurstoour — Malingar 4 kolmunna

3.1. Ensimrof

Magn ensims og timalengd ensimrofs var mismikid eftir pvi hvada endanlegt stig
vatnsrofs leitad var eftir (toflur 2a og 2b). Misjafnt var hversu margar keyrslur voru
gerdar fyrir hvert hydrolysustig. Fyrir eldri fiskinn var ekki komin reynsla a ad stjorna
ensimhydroélysunni og i sumum tilfellum gekk hydrolysering of langt. Betur gekk med
nyrri fiskinn. Athygli er vakin & pvi ad 1 grofum og myndum er %DH rinad i 0, 2.5, 5,
10 og 15%. Einnig var buid til syni sem var um 7.75%DH af eldri fisk. Onakvemni
var 1 hydrolyseringu og pvi er pessu syni sleppt i flestum nidurstodum og i allri

umraodu.

Tafla 2a. Nyrri fiskur. Hitastig (T), medaltalshitastigtstadalfravik, hlutfall ensims og hvarfefnis
(E/S), magn proteins (MP), timalengd hvarfs (t), stig hydrolysu (DH) og medalstig hydrolysu.

Dagsetning T T [°C] E/S MP t DH DH [%]
[°C]  Medaltal [g] [min] [%] Medaltal

21.9.2005 23,7 0 21 0 0

27.9.2005 21,8 224+1,1 O 62 0 0 0

29.9.2005 21,8 0 68 0 0

27.9.2005 22,2 1/1000 62 153 2,5

30.9.2005 21,8 22,00,3 1/500 65 105 2,5 2.5

24.9.2005 21,8 1/1000 67 377 5,1

28.9.2005 21,8 21,8£0,0 1/500 76 260 5,0 >1

22.9.2005 23,0 1/50 65 84 10

3.10.2005 21,6 22,3+1,0 1/50 64 89 10,0 10,0

21.9.2005 21,6 1/50 20 206 16,7

28.9.2005 22,5 22,0£0,5 1/50 66 197 14,9 15,8

29.9.2005 21,8 1/50 63 156,5 15,9

Tafla 2b. Eldri fiskur. Hitastig (T), medaltalshitastigtstadalfravik, hlutfall ensims og hvarfefnis
(E/S), magn proteins (MP), timalengd hvarfs (t), stig hydrélysu (DH) og medalstig hydrolysu.

Dagsetning T T [°C] E/S MP t DH DH [%]
[°C] Medaltal [g] [min] [%] Medaltal

26.6.2005 21,6 1/50 76 12,5 2,5

29.6.2005 21,0 1/50 76 13,5 2,5

1.8.2005 23,8 23,3+1,9 1/1000 23 113,5 2,5 2,6

1.8.2005 25,0 1/1000 27 135 2,7

3.9.2005 25,0 1/1000 27 135 2,7

14.10.2005 23,7 1/500 60 290 5,0

9.9.2005 23,7 23,7%0,0 1/1000 18 302 52 >1

6.9.2005 23,8 23,8 1/1000 24 1234 10,7 10,7

29.6.2005 234 1/50 74 264 16,3

28.6.2005 22,5 23,1+0,5 1/50 63 327,5 16,5 16,6

30.6.2005 23,4 1/50 12 246,5 17,1
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3.2. Efnafradilegir eiginleikar

3.2.1. Efnasamsetning

Proteinmagn var meelt 1 hraefni og proteinisolati (tafla 3).

Tafla 3. Préteinmagn i hraefni og préteinisolati.

Hakk [%] Protein Isolat [%]
Eldri fiskur (Hausadur og slaegdur) 18.1 8.3
Nyrri fiskur (f16k) 18.4 6.8

Heildarefnasamsetning var meeld i préoteindufti (tafla 4). Saltmagn eykst 1 dufti med
auknu stigi vatnsrofs (%DH). Er pad tilkomid par sem NaOH er bett Ut i syni vid
hydroélyseringu og saltsyru (HCI) til ad nd endanlegu syrustigi. Magn salts, NaCl,

eykst pvi eftir pvi sem stig vatnsrofs er heerra.

Tafla 4. Efnasamsetning i proteindufti. Medaltal (n=2) + stadalfravik.

Protein Fita Vatn Aska Salt Saltlaus
(%] [%] (%] [%] (%] aska [%0]
Eldri fiskur
Hakk 86,8 £0,5 1,6 0,3 2,7 +<0,1 9,7 +0,5 3,6 £0,1
Prétein isolat 90,6 +0,1  0,5+<0,1 2,3 +0,1 5,0 +03 4,2 £<0,1
0%DH 86,7+0,1  0,2+<0,1 4,2 +0,1 7,7 £0,1 5,3+0,1 2,4 +<0,1
2,5%DH 81,2+02 0,2+<0,1 5,2 42,1 13,2 +0,1 11,7 +0,1 2,5 +<0,1
5%DH 78,0+0,1  0,3=+0,1 4,3+<0,1 15,6 +<0,1 13,9 +0,1 2,8 +<0,1
10%DH 81,1 +0,1 1,2+0,1 4,1+0,1 10,9 0,1 8,2 +<0,1
15%DH 77,4 +0.1 2,1+0,1 4,1+<0,1 13,9 +04 10,9 0,1
Nyrri fiskur
Hakk 89,3+08 1,4+<0,1 2,4 +0,1 8,4+0,1 39=x0,1
Protein isolat 93,0+0,1 0,3 =<0,1 2,1 £<0,1 4.2 +<0,1 3,7 £<0,1
0%DH 85,3+03 0,2+<0,1 1,8 £<0,1 12,6 £0,1 10,4 +<o0,1 2,3 +<0,1
2,5%DH 80,303 0,2+<0,1 1,7 +<0,1 17,2 +02 15,3 +<0,1 2,4 +<0,1
5%DH 80,0 £0,1 0,3+0,1 2,2+0,1 15,9+0,3 14,4 +0,1 2,5 +<0,1
10%DH 77,7+22 03=x0, 1,9 +<o0,1 19,3 +<0,1 17,1 £0,1 2,6 £<0,1
15%DH 73,7+02 0,2+<0,1 2,1 +<0,1 21,3 +<0,1 18,9 £<0,1 2,8 +<0,1
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3.2.2. Syrustig (pH)

7,15

7,10 -

7,05 —e— Nyr fiskur

—=— Gamall fiskur
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< e X BX

A Molkurprétein
6,95 4 X Undanrennuprétein
6,90 X Soyaprotein

e Soyaprotein 70
6,85 - yap

+ Control (porskhakk)
6,80 = Control+vatn
6,75 -
6,70 T T

0% 2,5% 5% 10% 15% fiskhakk isolat

Syni

Mynd 6. Syrustig vatnsheldnisyna, fyrir skilvindun, af kolmunna (mismikié hydrolyseradra syna,
fiskhakks og prétein isolats) og viomidunarsynum (mjolkurproteins, undanrennuproteins og
tveggja tegunda af sojapréteini).

Syrustig 1 synum med ibeattu proteini af gdmlum og nyjum fiski er mjég svipad.
Syrustig i fiskhakki og isolati var ekki stillt fyrir frystingu sem veldur pvi ad pH i
hakkinu er laegra fyrir pau syni. Syrustig i frostpurrkudu kolmunnahakki reynist vera

um 6,9 sem er hefobundio syrustig. Viomidunarsyni hafa o6rlitid haerra syrustig.
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3.3. Dufteiginleikar

3.3.1. Vatnsvirkni

0,290 -
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0,250 | % P
—— Nyr fiskur
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'z —m— Gamall fiskur
x 0,210 4 ) o
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—¥— Soyaprotein
0,150 vap
—e— Soyaprétein 70
0,130 4
0,110 -
0,090 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0% 2,5% 5% 7,75% 10% 15% fiskhakk isolat
Syni

Mynd 7. Vatnsvirkni kolmunnasyna (mismikid hydrolyseradra syna, fiskhakks og protein isolats)
og viomidunarsyna (mjélkurproéteins, undanrennupréteins og tveggja tegunda af sojaproteini).

Vatnsvirkni synanna er nokkud frabrugdin. B&di hja nyja og gamla fiskinum, hefur
5% hydrolyserada synid laegstu vatnsvirknina. Meiri sveiflur koma fram i vatnsvirkni
hja eldri fiskinum. Pess ber ad geta a0 préteinduftio er mjog purr vara og dregur par af
leidandi mjog audveldlega i sig raka Gr andramsloftinu. Astadan fyrir sveiflum i
vatnsvirkni verdur mjog liklega rakin til mismunandi geymslumata 4 synunum. OIl
vidmidunarsynin, 0% og 15% gamall fiskur, fiskhakk og isolat, b&di nyja og gamla
fisksins, voru geymd i synatokuglésum en ekki i lofttemdum umbuadum. Ol1 syni nyja
fisksins, fyrir utan fiskhakkid og isolatid, voru geymd i lofttemdum umbtdum og
hafa par af leidandi legri vatnsvirkni. Auk pess voru synin purrkud i tveimur
umferdum. Annars vegar i jini 2006 og hins vegar i oktober. Ekki var geatt
nagjanlega vel ad geymslu 4 eldri synum og gétu pau pvi hafa dregid i sig raka fyrir

mealingu.
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3.3.2. Litur
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Mynd 8. L*gildi kolmunnasyna (mismikio hydrolyseradra syna, fiskhakks og protein isolats) og
vidmiounarsyna (mjolkurproteins, undanrennuproteins og tveggja tegunda af sojapréteini).

Af mynd 2 m4 sja ad L*gildi fyrir nyjan fisk og gamlan fisk eru mjog svipud. L*gildi
fyrir vidmidunarsynin (mjolkurprotein, undanrennuprétein og tver gerdir af
sojapréteini) eru hins vegar mun hearri. L*gildid gefur upplysingar um ljésleika
synisins, par sem L=0 pydir svartur og L=100 pydir hvitur. bvi er ljost ad
vidmidunarsynin eru mun hvitari en synin af nyja og gamla fiskinum. Munur a
L*gildi hja nyjum og gdmlum fiski er mjog litill. P6 er greinilegt ad isolatid er dekkra
en Oonnur syni, sem kemur a 6vart par sem vid einangrun préteina eru fjarlegd efni

sem geta valdid lit i synum. Petta parf a0 kanna nénar i naestu rannsoknum.
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Mynd 9. a*gildi kolmunnasyna (mismikio hydrolyseradra syna, fiskhakks og prétein isolats) og
viomidunarsyna (mjolkurprdteins, undanrennupréteins og tveggja tegunda af sojapréteini).

a*gildid gefur upplysingar um greenan og raudan lit. Ef gildi er neikvett bendir pad til
pess ad synid s¢ grenleitt en jakveett gildi ad syni sé raudleitt. Mjolkurprétein og
undanrennuprotein hafa 6rlitid graenan ton (neikvett gildi) og eru frabrugdin 6drum
synum ad pvi leyti. Oll énnur syni hafa 6rlitid raudan tén, peirra mest fiskhakk og
isolat bzdi nyja fisksins og gamla fisksins. Hér reynist hakk vera raudleitara en isolat
sem er i samrami vid pad sem buist var vid. Munur 4 a-gildi hja nyjum og gomlum

fiski er mjog litill.

20
18 -
16 | —— Nyr fiskur
F —m— Gamall fiskur
é 141 A Mélkurprétein
f‘g 12 4 X Undanrennuproétein
& X Soyaprotein
107 = ® Soyaprotein 70
o B, —F °
6 T T T T T T T
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Mynd 10. b*gildi kolmunnasyna (mismikid hydrolyseradra syna, fiskhakks og prétein isolats) og
viomidunarsyna (mjolkurproéteins, undanrennuproteins og tveggja tegunda af sojaproteini).

b*gildid gefur upplysingar um bldan (b<0) og gulan (b>0) lit. Oll synin melast med

jakveeda tolu og pvi er ekkert peirra med bldan tén. Gulustu synin eru badar gerdir
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sojaproteins, fiskhakk og prétein isolat, baedi nyja fisksins og gamla fisksins. Eins og

hja a-gildinu pa er isolat minna gult en hakksyni.

3.4. Edliseiginleikar

3.4.1. Vatnsheldni (Water holding capacity)

105
= —e— Nyr fiskur
& 100 Ny
~ —m— Gamall fiskur
L o5 S
I A Molkurprotein
s X Undanrennuprétein
= 90+ + btei
ko) X  Soyaprotein
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n
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S g0 | ©
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75 T T T T T T
0% 2,5% 5% 10% 15% fiskhakk isolat
Syni

Mynd 11. Vatnsheldni kolmunnasyna (mismikid hydrolyseradra syna, fiskhakks og prétein
isolats) og vidmidunarsyna (mjélkurproéteins, undanrennuproéteins og tveggja tegunda af
sojaproteini).

A mynd 5 sést greinilega ad vatnsheldni nyja og gamla fisksins er mjog svipud.
Viomidunarsynin hafa laegri vatnsheldni en fisksyni. Petta er ad hluta rakid til legra
proteininnihalds 1 vidmidunarsynunum. Afar athyglisvert er ad vidmidunarsynin (syni
med ibettu mjolkur-, undanrennu- eda sojaproteini) hafa Oll laegri vatnsheldni en
control syni (syni med porskhakki, hvorki vatni né préteini beett i). Pessi nidurstada
var ekki i samraemi vi0 ventingar, par sem Onnur rannsokn syndi aukna vatnsheldni

vid iblondun proéteins (Kristinsson og Rasco, 2000).
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3.4.2. Oliubinding (oil binding capacity)

5,0

Oliubinding
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4,5 -

4,0 -
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1,5
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—&— Gamall fiskur

A

X
X
[ ]

Mjolkurprétein
Undanrennuprétein
Soyaprotein

Soyaprétein 70

0%

2,5%

5%

10%

Syni

15%  fiskhakk isolat

Mynd 12. Oliubinding kolmunnasyna (mismikid hydrolyseradra syna, fiskhakks og prétein
isolats) og vidmidunarsyna (mjolkurpréteins, undanrennupréteins og tveggja tegunda af

sojapréteini).

A mynd 12 er augljést ad vidmidunarsyni hafa mun legri oliubindingu en

kolmunnasynin. Pvi er augljost ad fiskproteinid hefur mun betri getu til ad binda oliu

en mjolkur- og sojaproteinin sem hér voru til vidmidunar. Einnig er 1jost ad

hydrolysering laeekkar getu til oliubindingar, par sem syni an hydrolyseringar hafa

meiri getu til oliubindingar en hydrolyserudu synin.
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3.4.3. Yruhzfni (emulsion capacity)
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Mynd 13. Yruhzfni kolmunnasyna (mismikid hydrolyseradra syna, fiskhakks og prétein isolats)

og viomidunarsyna (mjolkurproéteins, undanrennupréteins og tveggja tegunda af sojaproteini).

Yruhaefni fiskproteinanna er nokkud svipud, eins og sést 4 mynd 13. Vidmidunarsynin

hafa 6ll mun meiri hefni til yrumyndunar en fiskproteinin, peirra pd mest

undanrennuproteinid. Nidurstodur i yruheefni eru nokkud misjathar. bekkt er ad

hitastig og fledihradi oliu hafi t6luverd ahrif & nidurstodur (Liang og Kristinsson,

2005). Einnig skal hafa i huga ad salt getur haft ahrif 4 yrueiginleika, baedi aukid og

dregid ur peim eftir proteinum og saltmagni (Martinez og félagar 2007). Hid haa

saltinnihald kolmunnaproteina getur pvi haft dhrif hér.
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3.4.4. Yrustodugleiki (emulsion stability)
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Mynd 14. Yrustodugleiki kolmunnasyna (mismikid hydrolyseradra syna, fiskhakks og prétein
isolats) og vidmidunarsyna (mjoélkurproéteins, undanrennuproéteins og tveggja tegunda af
sojaproteini).

Nokkur breytileiki kom fram 1 yrustodugleika synanna, badi hja kolmunnasynunum
og vidmidunarsynunum. Yruhafni fiskpréteinanna er nokkud svipud, eins og sést 4
mynd 8. Illa gekk ad blanda sumum duftum saman vid oliuna og eru pvi lagskipt
pegar peim er hellt i mealiglosin. I fyrsta glasid hellist mest af frodunni og i sidasta

glasinu verdur mest af vatnsfasa, par sem hann hefur setid eftir 4 botni

plastbikarglassins.
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3.4.5. Leysanleiki

100%
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Mynd 15. Préteinleysanleiki kolmunnasyna (mismikid hydrolyseradra syna, fiskhakks og prétein
isolats) og vidmidunarsyna (mjoélkurproéteins, undanrennuproéteins og tveggja tegunda af
sojaproteini).

Proéteinleysanleiki eykst eftir pvi sem hydrolysustig eykst (mynd 15). Syni ur nyrri og
eldri fiski hegda sér mjog svipad. Athygli vekur ad proteinleysanleiki

vidmidunarproteina er litill nema pa mjolkurproteins.
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3.5. Lifvirkni

3.5.1. Gastrin/CCK

Nidurstodur & RIA malingu gastrin/CCk ma sja 1 toflu 5. Erfitt reyndist ad leysa synin
upp. bratt fyrir pad voru nidurstodur med godum endurtakanleika (reproducibility).
ED 50 gildid segir til um naudsynlegt magn af peptidum til ad binda 50% af
motefninu. Lagt gildi bendir pvi til gdorar virkni. Ekki eru sjdanleg bein ahrif af %DH
fyrir ED 50 gildin.

Tafla 5. Gastrin/CCK RIA (Radioimmunoassay; geislaéneemismzaelingu) kolmunnapréteina.

Hraefni Protein ~ Hallatala Magn Magn ED 50 [mg]
[mg/ml] (G=-42,3) [pg/mg purrefni] [pg/mg protein] (G=12pg)
Eldri fiskur
Hakk 10,6 -20,8 0,7 31,8 349.,8
0%DH 12,5 -17,9 0,6 23,6 1217,3
2,5%DH 22,7 -69,4 0,2 4,0 12,8
5%DH 29,2 -34,9 0,7 11,1 34,1
Nyrri fiskur
Hakk 9,8 -32,6 0,4 20,5 81,8
0%DH 7,5 -4,9 0,9 59,3 -
2,5%DH 23,5 -48.,4 0,3 6,0 26,2
5%DH 26,3 -39,3 0,6 11,4 24,9
10%DH 24,5 -31,3 0,8 16,9 37,1
15%DH 29,1 -68,1 0,2 3,1 13,5
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3.5.2. Andoxun

Sem fyrr reyndist erfitt ad leysa duftin upp og einungis unnt ad greina leysanlegu
synin. Nidurstddur ma sja 4 myndum 16 og 17. Ekki reyndist vera munur med stigi

vatnsrofs (%DH) & andoxunarvirkni.

TO T 30 T 60 T 120

Water
BHA

NF 2,5% DH
NF 5% DH
NF 10% DH

NF 15% DH
EF 2,5% DH
EF 5% DH

Mynd 16. Mzling a4 andoxunarvirkni kolmunnaproéteina i p-karotein linolat médelkerfi. NF
=nyrri fiskur; EF=eldri fiskur.
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2,5% DH 5% DH 10% DH 15% DH BHA

Mynd 17. Andoxunarvirkni kolmunnaproéteina eftir 60 minatur mezelt i f-karotein linolat
modelkerfi ([prétein]=10 mg/ml skv Biuret).
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DPPH

Nidurstodur & andoxunarvirkni kolmunnapréteina maelt med DPPH ma sja 4 myndum
18 og 19. Me0d auknu stigi vatnsrofs dro orlitid Gr andoxunarvirkni peptida. Pessi
nidurstada er ekki i samreemi vid pad sem adrir rannsakendur hafa komist ad. Adrar
nidurstodur benda til pess ad hakkad stig vatnsrofs auki andoxunarvirkni peptida (L1
og félagar 2007). Erfidleikar vid ad leysa upp syni getu verid astedan fyrir pessum
nidurstodum. Hefdi verid ahugavert ad endurtaka melingar & andoxunarvirkni

hydrolysata. Ekki reyndist pad unnt 4 pessu stigi rannsoknarinnar.

100% DPPH

NF 2,5% DH
75% DPPH NF 5% DH
50% DPPH NF 10% DH
25% DPPH NF 15% DH
0% DPPH EF 5% DH
Trolox
Vatn (blankur)

Mynd 18. Mzling a4 andoxunarvirkni kolmunnahydrélysata med DPPH. NF = Nyrri fiskur; EF =
eldri fiskur.
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Mynd 19. DPPH andoxunarvirkni kolmunna préteins ([prétein|=20 mg/mL skv Biuret).

3.5.3. ACE — hindravirkni

Syni fyrir ACE hindravirkni voru dregin ut i 0,1M NaCl lausn skv adferd Morrs.

Tafla 6. ACE-hindravirkni i kolmunna

Syni ACE hindrun [%] ICso [mg/ml]
0% DH 9,4 -

2,5% DH 53,3 3,28

5% DH 61,7 3,14

10% DH 71,7 1,15

15% DH 75,0 1,32

Isolat 5,5 -

Hakk 35,9 -

- ICs ekki meelanlegt

ACE hindravirkni kolmunna dufts eykst med auknu nidurbroti préteina (Tafla 6).
Ekki reyndist unnt ad mela ICsy gildi fyrir kolmunnaprotein sem ekki hafoi verid
hydrélyserad (0%DH), isolat og hakk (Tafla 5). Til pess ad pad s¢ mogulegt parf

hindravirkni synis ad vera yfir 50% sem reyndist ekki vera fyrir pessi syni.
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3.6. Rafdrattur

3.6.1. Proteinrafdrattur

Préteinrafdrattur af gdmlum og nyjum fiski er mjog svipadur (myndir 20 & 21). Ekki
verdur vart ad protein falli ut i gamla fiskinum. Orlitid greinist af myosini i fiskhakki,
proteinisolati og 0% hydrolyserudum massa. Gamli fiskurinn inniheldur eitthvad af
proteini med molpunga harri en 97kD, par sem stadallinn phosphorylase er stadsettur.
Soému syni innihalda greinilega protein med moélpunga um 45kD, par sem ovalbumin
er stadsett 1 stadlinum. Er pad liklegast vodvaproteinid aktin. Ekki kemur & 6vart ad
hydrolyserudu synin (2,5% og 5%) hafi ekki greinanlegt magn af pyngri préteinum en
45kD, par sem proteinin eru ad nokkru leyti nidurklippt. Pyngsta greinanlega
proteinid hja 2,5% og 5% hydrolyserudum synum er & milli carbonic anhydrase

(31kD) og ovalbumins (45kD) og pad proétein er liklega troponin (~37kD).

—
-
i

ZG.oL'oe
CrEl 4

Mynd 20. SDS préteinrafdrattur. Linur 2 til 9 frostpurrkud kolmunnaproétein ar nyrri fisk (NF),
hakk (lina 9), isolat (lina 8), mismikid vatnsrofido (0-5%DH - linur 2-7). Lina 1 “high range”

stadall (~200, 116, 97, 66 og 45 kDa), lina 10 “low range “ stadall fra Bio-Rad (~97, 66, 45, 31, 22
og 14 kDa).
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Mynd 21. SDS Préteinrafdrattur. Linur 2 til 9 frostpurrkud kolmunnaprétein ur eldri fisk (OF),
hakk (lina 9), isolat (lina 8), mismikid vatnsrofido (0-5%DH - linur 2-7). Lina 1 “high range”

stadall (~200, 116, 97, 66 og 45 kDa), lina 10 “low range “ stadall fra Bio-Rad (~97, 66, 45, 31, 22
og 14 kDa).
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3.6.2. Peptiorafdrattur

Peptidrafdrattarsyni af gdmlum og nyjum fiski eru nokkud svipud (mynd 22). b6 er
erfitt ad dkvarda ndkvaemlega molpunga proteinanna i synunum par sem keyrslan
tokst ekki ndgu vel. Samt er greinilegt ad litill munur er & peptidsynum af gémlum og
nyjum fiski. Til demis hafa 5% hydrolyserudu synin sému proteinin, proteinbondin
eru daufari hja 10% hydrolyserudu synunum og pvi minna magn af proteinum. Hja

15% hydrolyserudu synunum er varla unnt ad greina peptidbond og pvi greinilegt ad

toluvert nidurbrot hefur att sér stad og peptidin eru ordin mjog sma.
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Mynd 22. Peptiorafdrattur. Linur 4 til 9 frostpurrkud kolmunnaprétein ar nyrri (NF) og eldri

fisk (OF), mismikio vatnsrofio (5-15%). Linur 1 og 10 peptidstadall fra Bio-Rad (~27, 17, 14 og 7

Da). Lina 2 og 3 porskprdtein (syni Gt 6tengdu verkefni sem fengu ao fljota med a geli).
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4. Niourstoour — Porskur

4.1. Leysanleikii 0.1 M NaCl lausn

Préteininnihald 1 lausnum Ur leysanleikamelingu skv Morr malt med Dumas (Tafla

7).

Tafla 7. Leysanleiki proteina i 0.1 M NaCl lausn.

Heiti Hréefni Ensim %DH  TotalN [l; j‘fggg] Ley?ff/?]leiki
H-N-05 Hakk Neutrase 5% 0,143 0,895 100
H-P-05 Hakk Protamex 5% 0,142 0,885 99
H-P-10 Hakk Protamex 10% 0,141 0,880 101
1-N-05 Isolat Neutrase 5% 0,146 0,910 97
1-P-05 Isolat Protamex 5% 0,147 0,920 96
1-P-10 Isolat Protamex 10% 0,141 0,880 97
I-P-15 Isolat Protamex 15% 0,137 0,855 96
H-0-00 Hakk Ekkert 0% 0,093 0,580 56"
1-0-00 Isolat Ekkert 0% 0,085 0,530 51

#Préteinmagn i dufti ekki melt. Leysanleiki midast pvi vid ad syni innihaldi einungis protein.
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4.2. Lifvirkni

4.2.1. ACE

Nidurstodur & ACE-hindravirkni ma sja i toflu 8. Greinilegt er ad pegar DH haekkar
eykst hindravirkni synisins; pad er ad segja ICsy gildi lekkar. Med 6drum ordum ad
minna magn af syni parf til ad hindra 50% af ensimi. Hydrolyserad Isolat virdist hafa
meiri hindravirkni en hydrélyserad hakk. Kemur pad 4 dvart par sem gera ma rad fyrir
a0 1 hakkinu séu fleiri vatnsleysanleg peptid og aminésyrur til stadar. ICsy gildi fyrir

kolmunna (tafla 6) voru svipud nidurstodum fyrir porsk.

Tafla 8. ACE hindrun og ICs, gildi fyrir préteinduft.

. e . ACE- ICso
Heiti Hraefni Ensim %DH hindrun [%] [me/100g prétein]
H-N-05 Hakk Neutrase 5% 69,1 3,33
H-P-05 Hakk Protamex 5% 67,6 3,08
H-P-10 Hakk Protamex 10% 76,5 0,91
I-N-05 Isolat Neutrase 5% 74,2 2,21
1-P-05 Isolat Protamex 5% 70,4 1,53
1-P-10 Isolat Protamex 10% 75,9 1,32
1-P-15 Isolat Protamex 15% 71,7 0,62
H-0-00 Hakk Ekkert 0% 33,1 nd
1-0-00 Isolat Ekkert 0% 31,7 nd

4.3. Rafdrattur

4.3.1. Proteinrafdrattur

borsksyni voru meld med proteinrafdreetti. Engin bond saust vid rafdrattin. Kemur
pad ekki &4 ovart par sem einungis var unnid med leysanlegan hluta proéteinanna.

Nidurstodur ekki syndar.

4.3.2. Capillary electrophoresis - CE

borsksyni voru meld med Capillary electrophoresis. Nidurstoour vid 195 nm ma sja i
vidauka. Par sem morg peptid eru til stadar i synunum reyndist erfitt ad greina
nidurstodur. Virdist vera frekar munur 4 keyrslum en synum. Nidurstodur ur 60ru
verkefni par sem peptid voru einangrud & sulu fyrir malingu med CE gafu betri
nidurstodur (Margrét Geirsdottir og félagar, 2007). Framtidar rannsoéknir munu pvi

beinast ad pvi ad einangra syni fyrir malingu 4 CE.
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4.4. Skynmat

Ekki reyndist vera marktekur munur & skynmatspattum, hvorki eftir hréefni,
vatnsrofsstigi né ensimi (mynd 23). P6 sést munur 4 5, 10 og 15% DH isolati brotid
nidur med ensiminu Protamex. Duftid reyndist marktaekt beiskara eftir pvi sem
nidurbrot var aukid (p<0.05). Einnig reyndist 10%DH syni ur hakki vera beiskara en
onnur syni pé s& munur reyndist ekki vera marktekur. A0 syni reynist beiskari eftir
pvi sem vatnsrofsstig hakkar hefur einnig verid fundid hja 6drum rannsakendum

(Pripp og Ardo, 2007; FitzGerald og O’ Cuinn, 2006).

2,5
2,0 -
O H-N-05
1,5 - B H-P-05
EH-P-10
A 1-N-05
E1-P-05
1,0 4 mI-P-10
B81-P-15
Z
0,5 g
|
%
¢
0,0 é

Harofisklykt Fiskilykt Harofiskbragd Fiskibragd Beiskt bragd

Mynd 23. Nidurstodur skynmats 4 vatnsrofnum porskproéteinum.
H = hakk, I =Isolat; N = Neutrase; P = Protamex, 05; 10; 15 = Stig vatnsrofs; %DH.

A0 nota proteinisolat sem hréefni fyrir hydrolysu reyndist pvi ekki skila sér i

proteindufti med minna fiskbragd og —lykt, hardfiskbragd og —lykt né beiskt bragd.
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5. Alyktanir

Kolmunnaproétein reyndust hafa mun meiri getu til ad binda oliu en mjélkur- og
sojaproteinin sem notud voru til vidmidunar. Hydrolysering minnkadi greinilega
oliubindingu fiskprdteinanna. Vatnsrofin kolmunnaprétein gafu pd ekki naegjanlega
godar nidurstodur. [ fyrsta lagi voru skynmatseiginleikar peirra ekki nagjanlega
g60ir; mikil fisklykt og dokkur litur & synum. Einnig var framleidsla peirra ekki
naegjanlega g6d. Kom par tvennt til. Vandamal kom fram vegna pess hve hatt
saltinnihald var. I rannsoknum & porski 4 sidari stigum voru pvi notud ensim vid
vatnsrof sem eru virk vid laeegra syrustig sem dr6 ur notkun 4 syru og basa sem var ad
valda hinu haa saltinnihaldi. Einnig voru vandamal vid melingar par sem synin voru
ekki ad fullu leysanleg. Vid malingar & porski var pvi unnid med leysanlegan hluta
synanna. Sérstaklega var erfitt vardandi kolmunna ad erfidlega gekk ad fa ferskt

hréaefni til ad vinna med. Var pvi unnid med porsk i seinni hluta tilraunar.

Adaltilgangur med melingum 4 porski var ad kanna hvort einangrud porskprotein
(isolat) hefdi adra eiginleika heldur en nidurbrotid porskhakk. Einnig hvort munur
veri 4 eiginleikum afurda eftir pvi hvada ensim varu notud til ad brjota nidur
proteinin. Skynmatseiginleikar og blodprystingsleekkandi ahrif voru peir eiginleikar
sem dhersla var 160gd 4. Nidurstodur benda ekki til pess ad munur sé¢ &
skynmatseiginleikum né blodprystingsleekkandi dhrifum eftir pvi hvort notad var hakk
eda isolat. Ekki fanst heldur munur eftir pvi hvada ensim var notad. Marktekur munur

fannst einungis 4 eiginleikum eftir pvi hversu hatt stig vatnsrofs (%DH) var.
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VIDAUKI

I — Capillary electrophoresis

II — Skynmat, matsblao
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Nafn:

P10 faid 6

Fiskiprotein

syni. Munid ad hvila 4 milli syna, fa ykkur kex og vatn.

Dags.

Lykt: Lyktadu af syninu. Notid einkunnaskalann hér fyrir nedan til ad gefa einkunn
fyrir  hardfisklykt og fiskilykt

einkunn  Lysing

0 engin

172 4 mérkum
1 vottur

2 litill

3 greinileg
4 mikil

Bragd: Bragdadu af syninu. Notid einkunnaskalann hér fyrir nedan til ad gefa
einkunn fyrir hardfiskbragd, fiskibragd og beiskt bragd.

einkunn Lysing
0 ekkert
172 4 moérkum
1 vottur
2 litid
3 greinilegt
4 mikid

Skraid einkunnir fyrir eftirfarandi skynmatspeetti.

Syni Harofisk- | Fiski-lykt | Harofisk- | Fiski- Beiskt Annad  (skrifid
nr. lykt bragd bragd bragd lysingu)

Annao:

Matspattur Skilgreining

Harofisklykt hardfiskur, TMA lykt

Fiskilykt sodinn fiskur (ysa), rodlykt, ekki skemmdarlykt

Hardfiskbragd hardfiskur, TMA bragd

Fiskibragd sodinn fiskur (ysa), rodbragd, ekki skemmdarbragd

Beiskt bragd beiskt bragd, oft aftarlega 4 tungu

Annad annad einkenni, t.d. sapa. Skrifid lysingu og gefid einkunn.
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