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SAMMENDRAG

Kjettets marhet betraktes ofte som den viktigste sensoriske faktoren i kunders vurdering av kvalitet. Ved
varmebehandling pa lav temperatur over et lengre tidsrom, LTLT-behandling, vil kjattet bli marere
samtidig som at saftighet bevares i stgrre grad i forhold til ved tradisjonell behandling ved hgyere
temperaturer. En viktig bidragsyter til seighet i kjgtt er collagenet i bindevevet og dets kvalitet.

Denatureringen av collagen avhenger hovedsakelig av temperatur og skjer normalt mellom 53°C og 63°C
i muskler fra storfe. Ved videre varmebehandling vil collagenet lgses opp og gelatinere, noe som vil
bidra til gkt marhet i kjgtt. Det er ogsa vist at behandling ved temperaturer helt ned til 50°C ogsa kan
indusere denaturering dersom behandlingstiden utvides tilstrekkelig. Samtidig er det vist at kjgttets
mgrhet gker betraktelig mellom 50°C og 65°C. Graden av varmeindusert denaturering av collagen
avhenger ogsa av kryssbindingenes kvalitet, der varmelabile bindinger finnes mest i ungdyr og brytes
lettere enn varmestabile bindinger i eldre dyr. Collagenase, et naturlig enzym i sarcoplasma i musklene,
angriper collagen spesifikt og kan indusere mer effektiv nedbrytning av collagen ved temperaturer opp
til 60°C.

Ved tilstedeveerelse av proteolytiske enzymer observeres en tilleggseffekt pa opplgsningen av collagen
under LTLT-betingelser. Proteolytiske enzymer pavirker collagenets struktur ved & spalte
peptidbindinger og kan dermed gke effekten av varmebehandlingen pa bindevevet. Proteolytiske

enzymer fra frukt har ogsa vist evne til & bryte ned collagen i bindevev, deriblant actinidin fra kiwi.

| dette studiet ble effekten av LTLT-behandling pa denaturering av collagen fra oksehgyrygg
(Trapezius) studert ved tilstedevarelse av collagenase og actinidin. Prgver med kombinasjoner av rent
og isolert bindevev og ren og opprenset collagenase ble langtidsvarmebehandlet ved 50°C, 55°C og 60°C
i 1, 6 og 24 timer. Bestemmelse av proteinkonsentrasjon og mengde opplast collagen, i tillegg til
zymografiske analyser, gav et inntrykk av collagenaseaktiviteten og effekten av varme og collagenase
pa denatureringen av collagen. Effekten av forhandsmarinering i actinidin i 24 timer og LTLT-
behandling ved 50°C, 60°C og 90°C i 1 og 24 timer pa opplgsningen av collagen i bindevev ble ogsa
bestemt, og bindevevet ble studert i stereolupe.

Opplasningen av rent collagen og collagen i bindevev ble under LTLT-behandlingen pavirket av
temperatur, behandlingstid og tilstedeverelse av collagenase. Kombinasjonen av varme og
collagenaseaktivitet farte til tilleggseffekter pa opplgsningen av collagen. Mangel pa flere og mer
signifikante tilleggseffekter kan skyldes inhibitorer, redusert affinitet mellom enzymet og substratet,
fysiske hindringer i bindevevet eller metodiske arsaker. Resultatene gav indikasjoner pa at
behandlingene ved 55°C i 24 timer gav mest effekt pa collagenopplgsningen. Denatureringstemperaturen
til collagen er i dette studiet sannsynligvis redusert pa grunn av at bindingene er mer eksponert for
pavirkning i rent collagen eller isolert bindevev sammenlignet med behandling av helt kjgtt.

Begge actinidinvariantene viste signifikant effekt pa opplasningen av collagen i isolert bindevev, men
resultatene indikerte at OT1005X hadde starre effekt enn KFP. Tilleggseffekten pa opplesningen av
collagen var tydeligst etter 1 time ved 50 og 60 graders behandling. Mangel pa flere signifikante
tilleggseffekter skyldes trolig metodiske arsaker. Studiet av bindevev i lupe avslgrte at
forhandsmarinering i OT1005X og behandling ved 60°C i 24 timer sannsynligvis farte til det mareste
bindevevet.



FORORD

Det var en gang, gstenfor Sverd i fjell og vestenfor Sgrmarka, en liten landsbygd. Bygda var alltid full
av liv og rere, livlige folk, dyr av alle slag og gode lukter av bade nyklipt gress og svidd kijatt.
Innbyggerne der var sveert glad i mat, og de levde godt av jorda de dyrka og av dyra de eide. Men én
dag oppdaget innbyggerne at matlagrene begynte & bli tomme, spesielt for kjgtt. Landsbygda ble
forferdet over oppdagelsen og fryktet syv magre ar i vente.

Sa hendte det at odelsjenta fra nedi lia skulle bestemme seg for hva hun denne gangen skulle fordype
seg i ved landshygdas slott pa toppen av Ullandhaug. Hun ble tilbudt et oppdrag hos Nofima, en gjeng
usedvanlig kjekke mennesker som var ekstra glad i kjgtt og fisk, og hun bestemte seg for a takke ja til
tilbudet om & utforske lgsningen pé landsbygdas matmangel. Nofima mente nemlig at kjgttet fra dyra
kunne utnyttes bedre dersom det ble behandlet pa rett mate.

| lapet av hgsten lzrte jenta om kjgttets oppbygning og hvordan de ulike delene reagerte pa varme. Det
ble gjennomfart flere tester pa kjett i de bortgjemte, hemmelige laboratoriene til Nofima, og flere lange
og marke hgst- og vinterdager ble tilbrakt her. Fullmanen matte vise seg hele seks ganger fer arbeidet
var kommet til veis ende. Heldigvis hadde Den Vennlige Sjelen kommet ridende pa sgnnavinden hele
veien fra nabolandet i sgr for a tilby jenta rettledning pa veien.

Da varen endelig var kommet begynte jenta & se lyst pa fremtiden, i tro om at hun kunne bidra til &
hindre de syv magre arene landsbygda hadde i vente. Etter enda fire fullmaner, fem forkjglelser for mye,
store mengder sort blekk, og enda mer rgdt blekk, grten kopper ingefeerte og hint og inspirasjon fra
Vismannen fra Nidaros, Den Vennlige Sjelen fra sgr og deres venner, var funnene endelig nedskrevet
pa Kongens pergamentrull. Jenta syntes det hun hadde lart var sveert interessant og oppfordret alle i
landsbygda til & gjgre som hun hadde funnet. Den magre tiden lot vente pa seg, og innbyggerne i
landshygda levde lykkelige og mette, i hvert fall de neste syv arene.

Jenta takker alle motivatorer og inspiratorer for god hjelp og veiledning pa laboratoriet, pa kontoret og
via Kongens (Peter Ruoff) brevduer. En spesiell takk rettes til Den Vennlige Sjelen fra sgr (Line Bach
Christensen) og Vismannen fra Nidaros (Dagbjern Skipnes) for at de gav jenta innblikk i en sveert
interessant verden full av muligheter hun far ikke visste om. Jenta takker ogsa for fem flotte ar pa
Ullandhaugs slott (Universitetet i Stavanger) og avslutter eventyret med a levere inn sitt siste arbeid pa
Kongens pergamentrull (Masteroppgaven).
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1 INTRODUKSJON

Beerekraft er et sentralt og uunngaelig tema i en verden hvor en minkende ressursmengde ma fordeles
pa et kontinuerlig gkende antall konsumenter. En verden preget av populasjonsvekst, urbanisering og
hayere inntekter farer til gkt ettersparsel av ressurser (Bradford, 1999; van der Zijpp, 1999). Animalske
produkter som Kjett er en viktig kilde for & dekke essensielle naringshbehov. Forskning gjort pa barn i
Mexico, Egypt og @st-Afrika viser en sterk positiv korrelasjon mellom mengden animalske produkter i
kostholdet og mental og fysisk utvikling (Calloway et al., 1988; Murphy og Allen, 1997). Verdens
kjettforbruk gkte rundt 15 kg mellom 1961 og 2003 til omkring 40 kg per innbygger per ar. Norge isolert
sett hadde i samme periode en gkning pa over 30 kg opp til omkring 60 kg per innbygger per ar (Brunvoll
etal., 2009). | 2013 var forbruket pa 76 kg per innbygger (Anonym, 2015).

En méte & ske ressursmengden pa, for at ogsé videre generasjoner skal kunne ha tilgang pé tilstrekkelige
mengder Kjott, er bedret utnyttelse av dyret. Kjatt fra eldre dyr og enkelte deler av yngre dyr er i
utgangspunktet for seigt til & kunne brukes direkte. | Norge gjgres en stgrre andel av det seige kjattet
om til kjettdeig enn i for eksempel Danmark og Sverige. Riktig prosessering og utnyttelse av hver
muskel kan fare til gkt tilfredsstillelse, beerekraft og verdiskapning, da bgndene kan dra nytte av hele
dyret.

Mgrhet antas oftest som den hgyest verdsatte faktoren hos kundene, etterfulgt av smak og saftighet, i
vurderinger av kjottets kvalitet (Boleman et al., 1997; Koohmaraie et al., 1995). Studier av Boleman et
al. (1997) og Miller et al. (2001) viste at konsumentene klarte a skille mellom varmebehandlet oksekjatt
med ulike marhetsgrader, og at de var villige til & betale mer for garantert mart kjgtt enn for kjatt av
lavere kvalitet. Marhet i kjgtt er en funksjon av produksjon, prosessering, foredling og tilberedning for
kunders konsum, og riktig behandling i alle disse leddene er avgjerende for sluttresultatet (Thompson,
2002).

En tilberedningsmetode av Kjgtt som far mer og mer oppmerksomhet er LTLT-behandling, der kjgtt
varmebehandles pa lavere temperatur over et lengre tidsrom enn normalt. Cover (1937) rapporterte at
varmebehandling av roastbiff og hgyrygg fra okse ved 124°C i ovn ga mgarere Kjgtt enn ved 225°C.
Bramblett et al. (1959) fant at 63°C varmebehandling i ovn av flere muskler fra okse gav marere kjatt
enn ved 68°C. Christensen, Ertbjerg et al. (2011) fant en gkning i mgrhet og mengde opplast collagen i
Longissimus dorci og Semitendinosus fra svin behandlet i vannbad mellom 53 og 58°C. | dag er det
normalt med LTLT-behandling av kjgtt pa temperaturer mellom 50 og 65°C fra noen timer til flere dagn
(Christensen, Bertram et al., 2011). En fordel ved disse lave temperaturene er at saftigheten i kjgttet
opprettholdes bedre enn ved tradisjonell tilberedning pa grunn av redusert koketap (Aaslyng et al., 2003;
Bendall og Restall, 1983; Vaudagna et al., 2002).

Graden av mgrhet i ferskt kjgtt pavirkes av flere faktorer, der post mortem-proteolyse, intramuskulert
fett, muskelens kontraksjonstilstand og bindevev regnes som de viktigste (Belew et al., 2003). Ved
varmebehandling av kjatt er det hovedsakelig to faktorer som bidrar i mgrningsprosessen; bindevev og
muskelfibre, der bindevevet hovedsakelig bidrar ved LTLT-temperaturer. Bindevev, bestdende
hovedsakelig av collagen, omslutter, statter og beskytter muskelen og dens muskelfibre (Warriss, 2001).
Collagen denatureres mellom 53 og 63°C (Martens et al., 1982). Varmen forarsaker denaturering og
krymping av strukturen. Collagenfibrene vil ved videre varmebehandling lgses opp og gelatinere
(Tornberg, 2005). Graden av denaturering pavirkes av muskelens mengde varmestabile kryssbindinger
i og mellom collagenfibrene (Lepetit, 2008; Marsh, 1977).



LTLT-behandling kan fare til at generelt seigt kjatt eller kjatt fra eldre dyr ogsa kan oppna gnsket marhet
(Christensen et al., 2013). Muskler fra eldre dyr er som regel seige som fglge av gkt innehold av
varmestabile kryssbindinger i og mellom collagenfibrene. Kjett fra eldre dyr behandles derfor ofte pa
lavere temperaturer over et lengre tidsrom for mer effektiv mgrning (Warriss, 2001). Dyr mellom 12 og
18 maneder antas av Bailey (1972) og Shimokomaki et al. (1972) & vere en passende alder for slakt med
hensyn pa hgy marhetsgrad grunnet fa varmestabile kryssbindinger.

Penfield og Meyer (1975) antyder at pa grunn av den lave temperaturen under LTLT-behandling, kunne
enzymaktivitet ogsa vaere en faktor for gkt marhet. Denne pastanden styrkes av resultatet til Laakkonen,
Sherbon et al. (1970) som observerte tilstedevarelse av collagenaseaktivitet i kjgtt varmebehandlet opp
til 60°C over lang tid og fraveer av aktivitet ved hurtigere oppvarming til 70-80°C.

I kjatt finnes tre kjente proteolytiske enzymsystemer som bidrar i mgrningsprosessen; collagenaser,
katepsiner og kalpainer. Da calpainer denatureres etter kun fa minutters varmebehandling ved 55°C
(Ertbjerg et al., 2012), vil ikke disse veere relevante for denne oppgaven. Forskning pa katepsinenes rolle
i mgrning av kjgtt har til na veert mer utbredt, mens det fremdeles finnes hull i forskningen pa effekten
av LTLT-behandling pa denaturering av collagen og merning av kjgtt ved tilstedevarelse av
collagenase.

Tradisjonelt brukes salt, eddik, vin og varme for & marne kjgtt, men marinering med naturlig
forekommende enzymer er ogsa mulig (Warriss, 2001). Effekten av proteolytiske enzymer fra frukt pa
mg@rning av kjett er blitt studert, og enzymer som papain fra papaia, ficin fra fiken, bromelain fra ananas
og actinidin fra kiwi viser seg & ha en betydelig mgrnende effekt pa bindevev (Christensen et al., 2009;
Katsaros et al., 2009; Sugiyama et al., 1997; Wada et al., 2002), bade alene og i kombinasjon med trykk
eller varmebehandling. Christensen et al. (2009) rapporterte at marinering i actinidin i to degn verken
overmarinerte eller pavirket saftighet, farge, lukt eller overflatetekstur, men at seigheten effektivt ble
redusert.

Oppgavens mal er a utforske effekten av enzymatisk nedbrytning og varmeindusert denaturering av
collagen fra oksehgyrygg (Trapezius). Dette oppnas ved a studere effekten av langtidsvarmebehandling
ved lav temperatur pa collagen ved tilstedeveerelse av collagenase. Varmebehandling med
kombinasjoner av temperaturer fra 50 til 60°C og tider fra 1 til 24 timer utfgres for a finne hvilke
kombinasjoner som viser mest effekt pa collagenet. Isolert bindevev og rent collagen LTLT-
varmebehandles ved tilstedeveerelse og fraver av ren og opprenset collagenase for & kunne se pa effekten
av bade varmebehandling og enzymatisk behandling pa denatureringen og nedbrytningen av collagen
til gelatin. 1 tillegg studeres effekten av LTLT-behandling pa mgrning av bindevev etter marinering i
actinidin fra kiwiekstrakt. Mengde opplest collagen kvantifiseres, og effekten av marinering og
varmebehandling pa bindevevet studeres i stereolupe.



2 TEORI
2.1 LTLT-behandling av kjott

I dagens samfunn tilberedes kjatt og fisk i starre og starre grad ved lavere temperaturer over et lengre
tidsrom for & oppna gkt kvalitet, hovedsakelig marhet og saftighet. Metoden kalles LTLT-behandling
og brukes i dag bade blant profesjonelle kokker og ellers interesserte. Under LTLT-behandling utsettes
kjettet for varme i ovn, pa panne eller i vannbad pa lav temperatur, vanligvis mellom 50°C og 65°C
(Christensen, Bertram et al., 2011). Behandlingsperioden kan variere fra noen timer til flere dagn,
avhengig av hvilke egenskaper Kkjettet gnskes & ha. Behandling i vannbad gir mer kontrollerte
temperaturforhold og jevnere varmeoverfgring enn ved behandling i ovn eller pa panne (Christensen,
2012). Siden marhet blir sett pa som en av de viktigste sensoriske faktorene (Boleman et al., 1997;
Koohmaraie et al., 1995), er det viktig a tilfredsstille kundenes gnsker. Salting, marinering i eddik eller
vin og varmebehandling er tradisjonelle og kommersielle metoder til mgrning av kjatt (Warriss, 2001).
LTLT-behandling er en metode som far mer og mer oppmerksomhet pa grunn av dens evne til & marne
kjott kontrollert samtidig som saftigheten bevares i starre grad enn ved tradisjonell oppvarming ved
hgyere temperaturer.

Varmebehandling av Kjett farer til endringer innen bade smak, utseende, saftighet og marhet (Tornberg,
2005). Et mal pa marhet kan beskrives ved hjelp av Warner-Bratzler shear force (WBSF).
Skjeerkraftkurven (figur 2.1) illustrerer hvordan seigheten i kjgtt pavirkes av behandlingstemperatur.
Mild varmebehandling ved temperaturer mellom 50°C og 65°C har i flere studier vist reduksjon i WBSF
i oksekjgtt, noe som indikerer gkt mgrhet (Bouton et al., 1981; Bouton og Harris, 1981; Bramblett et al.,
1959; Christensen, Ertbjerg et al., 2011; Christensen et al., 2013; Christensen et al., 2000; Davey og
Gilbert, 1974). Bakgrunnen for redusert WBSF i dette temperaturintervallet er antatt & ligge i
reduksjonen i bindevevets styrke etter varmepavirkning opp til en bestemt temperatur (Bouton og Harris,
1981). Ved 50°C er bindevevets nedbrytning tilneermet upavirket av varmetilferselen. Dette stadiet
representeres av den farste toppen i WBSF-kurven, der Kjattet oppfattes som seigt. Ettersom
temperaturen gker vil fibrene i bindevevet krympe og gelatinere som en fglge av varmeindusert
denaturering. WBSF reduseres ned til ~65°C, og kjgttet oppfattes som mgrere (Tornberg, 2005). Den
andre toppen i WBSF-kurven representerer muskelfibrenes bidrag til seighet. Christensen et al. (2000)
observerte gkt styrke i muskelfibrene ved 80°C og antar at det skyldes krymping av fibrene mellom 60°C
og 80°C. Selv om bindevevet er opplgst og gelatinert ved disse temperaturene, vil kjattet oppfattes som
seigt pa grunn av muskelfibrenes krympede tilstand.

En fordel ved de lave temperaturene i LTLT-behandling er at saftigheten i kjgttet opprettholdes bedre
pa grunn av redusert koketap (Aaslyng et al., 2003; Bendall og Restall, 1983; Penfield og Meyer, 1975;
Vaudagna et al., 2002). Ogsa behandlinger pa mellom 80 og 90°C resulterer i mart kjgtt, men saftigheten
reduseres betraktelig, da koketapet ser ut til & gke med gkt behandlingstemperatur (Aaslyng et al., 2003;
Christensen et al., 2012; Vaudagna et al., 2002). Krympingen av muskelfibrene kan forklare dette haye
koketapet (Baldwin, 2012).
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Figur 2.1: Eksempel pa en Warner-Bratzler skjerkraftkurve oppnadd ved & male skjaerkraften i kjatt
varmebehandlet pa mellom 40°C til 90°C.

De fleste matbarne patogener vokser optimalt ved temperaturer mellom 30 og 40°C, men enkelte kan
ogsa vokse ved 50°C, deriblant flere typer Clostridium (Bryan, 2004). Bacillus cereus er den eneste
kjente patogene bakterien som kan vokse helt opp til 55°C (Johnson et al., 1983; McCabe-Sellers og
Beattie, 2004). Pa grunn av deres relativt hgye toleranse for varme er patogener en viktig faktor a ta
hensyn til under LTLT-behandling av kjett ved lavere temperaturer enn 55°C. Sa lenge kjattet behandles
over et tilstrekkelig tidsrom, vil videre vekst av patogene bakterier hemmes. | studiet til Christensen et
al. (2012) ble kjott LTLT-behandlet i minimum 6 timer ved 53°C betraktet som sikkert i forhold til
inaktivering av Listeria monocytogenes og Salmonella spp.

En annen ulempe med LTLT-behandlingens temperaturbegrensninger er at den ikke farer til den brune
og smakfulle overflaten som ved tradisjonelle tilberedningsmetoder. Kjgtt som ikke er tilberedt har lite
eller ingen aroma, kun en blodaktig smak (Mottram, 1998). Dette kan lgses ved & behandle kjgttet pa
hgy temperatur, ved omtrent 120°C, enten fgr eller etter LTLT-behandlingen (Whitfield og Mottram,
1992). Bruning av Kkjgtt skjer som fglge av varmeinduserte kjemiske reaksjoner mellom aminosyrer,
peptider eller proteiner og reduserende sukker (Zamora og Hidalgo, 2005). Den gode kjgttsmaken
oppstar ved reaksjoner mellom ikke-flyktige komponenter fra fett ved varmetilfgrsel (Mottram, 1998;
Zamora og Hidalgo, 2005). En fordel er a steke kjettet far LTLT-behandlingen, da det vil dannes en
beskyttende skorpe som reduserer tap av kjattets saftighet.

| LTLT-behandlinger av kjgtt er fornuftige kombinasjoner av behandlingstid og temperatur viktig for a
oppna gnskelig og ngdvendig balanse mellom saftighet, smak, mgrhet og patogen inhibering.



2.2 Pavirkning av varme pa mgrhet

Kjett er hovedsakelig muskler bestdende av 20% protein og 75% vann. Proteinene deles inn i
bindevevsproteiner og myofibrilleere og sarkoplasmiske proteiner. Myofibriller utgjer den kontraktile
delen av muskelen og er omgitt og beskyttet av bindevev. Proteinene er fibrgse og trekker seg sammen
ved varmepavirkning. De sarkoplasmiske proteinene er for det meste lgselige globulaere enzymer og
myoglobin i sarkoplasma som utvides ved varmepavirkning (Baldwin, 2012; Tornberg, 2005).

Bindevevet regnes som en sterk pavirkningsfaktor pa merhetsgraden i kjgtt (Marsh, 1977; Tornberg,
2005; Weston et al., 2002). Collagen- og elastinfibre er de viktigste komponentene i bindevev. Fibrene
opprettholder en sterk og elastisk stgttende struktur rundt musklene og holder muskler, fett og skjelett
pa plass (Baldwin, 2012; Warriss, 2001). Mengden elastin er mye mindre enn collagen (Baldwin, 2012),
og Tuomy et al. (1963) mener at mgrhet pavirkes mer av collagen enn av elastin. Tre typer bindevev,
endomysium, perimysium og epimysium, omslutter henholdsvis enkle muskelfibre, muskelfiberbunter
og hele muskler (Tornberg, 2005). 90% av bindevevet i muskler er perimysium (McCormick, 1999).
Collagen finnes i flere varianter. Type | og Il er de mest utbredte, da disse hovedsakelig finnes i
perimysium (Lepetit, 2008; Tornberg, 2005).

Collagen er bygget opp av tre enkle tropocollagen helisk tvunnet rundt hverandre til en trippel heliks
(Baldwin, 2012; Marsh, 1977; Tornberg, 2005). Disse er bundet sammen av kryssbindinger bade innad
i og mellom collagenmolekylene. I tillegg er collagenmolekylene overlappet pa en mate som forhindrer
at molekylene sklir fra hverandre nar musklene strekkes ved bevegelse (Marsh, 1977). Kjgatt fra unge
dyr er marere enn hos eldre dyr pa grunn av flere varmelabile enn varmestabile kryssbindinger i
bindevevet, og bindingene brytes lettere ved oppvarming. Ettersom dyret eldes gker stabiliteten til
krysshindingene og gjer bindevevet sterkt (Lepetit, 2008; Tornberg, 2005). Det blir dermed vanskeligere
a bryte bindingene grunnet bedret motstandsdyktighet mot varmepavirkning, og marningsprosessen kan
bli betydelig redusert (Marsh, 1977; Warriss, 2001).

I litteraturen er det fremdeles usikkerheter og uenigheter ved hvilke temperaturer de ulike proteinene i
kjatt denaturerer. Varmeindusert denaturering av proteiner skjer ved bestemte temperaturer der varmen
bryter bindingene som holder strukturen sammen, og proteinenes opprinnelige struktur foldes ut og lgses
opp (Martens et al., 1982). Avhengig av affinitetsendringer mellom molekylene og hva affiniteten
resulterer i, aggregering eller opplgsning av molekyler, kan det enten fare til gkt marhet eller gkt seighet
i Kjatt (Martens et al., 1982).

Denatureringstemperaturene til proteiner i Kjogtt kan males ved hjelp av Differential Scanning
Calorimetry (DSC). Metoden gar ut pa a identifisere temperaturene der en preve utsatt for varme
absorberer energi. Energiabsorbsjonen indikerer denaturering av en eller flere komponenter i
kjottpraven. | et DSC-termogram fra ferskt kjgtt er tre topper til stede, som hver representerer tre ulike
temperaturintervaller hvor proteiner denaturerer. Stabursvik og Martens (1980) og Parsons og Patterson
(1986) var noen av de farste til & tilegne toppene denaturereringen av myosin ved ~55°C, collagen,
sarcoplasmiske proteiner og myosinfragmenter ved ~66°C og actin ved ~79°C (figur 2.2 A). DSC-
malinger av isolerte proteiner hadde da resultert i én topp per termogram.
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Figur 2.2: DSC-termogram fra ferskt storfekjatt (A) (modifisert fra Parsons og Patterson, 1986) og fra
storfekjgtt LTLT-behandlet pa 53°Ci 2,5, 7,5 0og 19,5 timer (B) (modifisert fra Christensen et al., 2013).

Christensen et al. (2013) viste i deres DSC-termogram fra LTLT-behandlet Semitendinosus fra
storfekjett (figur 2.2 B) at ved gkt behandlingstid vil denaturering av proteiner ogsa kunne skje ved
betraktelig lavere temperaturer enn vist i termogrammet til Parsons og Patterson (1986). Etter 19,5
timers behandling av helt kjgtt ved 53°C ble det kun observert en tendens til intakt actin, mens myosin
og collagen var denaturert allerede etter 7,5 timers behandling. Resultatene indikerer at muskelproteiner
kan denaturere ved lavere temperaturer enn farst antatt dersom kjgttet behandles over et lengre tidsrom.

Krymping og gelatinering av collagenfibre er strukturelle konformasjonsendringer som skjer som en
konsekvens av varmeindusert denaturering (Bruggemann et al., 2009; Tornberg, 2005). Bruggemann et
al. (2009) viste at ubehandlet collagen fra Biceps femoris av svin starter denaturering ved 57°C, da de
ved hjelp av Second Generation Harmony-mikroskopi (SGH) og Differential Scanning Calorimetry
(DSC) (0,2°C/min) observerte krymping av collagenfibre. Ytterligere krymping ble observert ved 59°C.
Derimot er det vist at temperaturen der collagen denaturerer avhenger av behandlingstiden (Christensen,
Bertram et al., 2011; Christensen et al., 2013). Christensen et al. (2013) fant i Semitendinosus fra kalv
at ved gkt behandlingstid kan collagen denaturere allerede ved 53°C, og at graden av denaturering gker
med gkt tid.

Krymping av collagenfibre fgrer i utgangspunktet til at bindevevet blir sterkere, og at mgrheten
reduseres. Derimot er det i Semitendinosus fra okse behandlet i 1 time vist at collagenfiberstyrken gker
kun opp til 50°C fer den avtar igjen (Christensen et al., 2000). Resultater fra flere studier (Bruggemann
etal., 2009; Christensen, Bertram et al., 2011; Christensen, Ertbjerg et al., 2011; Christensen et al., 2013;
Christensen et al., 2012) indikerer en negativ korrelasjon mellom krymping og mgrhet omkring
intervallet der collagen denaturerer. Studiene antyder muligheten for at krympingen ikke er sterk nok til
a pavirke mgrheten negativt i det aktuelle temperaturintervallet under LTLT-betingelser, og/eller at
andre mgrningsfaktorer overskygger effekten av krympingen.

Utfallet av varmebehandling pa collagenfibrene bestemmes av temperatur og behandlingstid, mengden
collagen i Kkjettet og i hvilken grad det pavirkes av varmebehandlingen (Martens et al., 1982), der
pavirkningsgraden hovedsakelig bestemmes av kvaliteten til collagenets krysshindinger, og ikke
kvantiteten (Marsh, 1977). Varmestabile kryssbindinger er vanskelige a bryte og farer til seigt kjgtt. De
varmelabile krysshindingene gjgr mgrningsprosessen lettere, da det skal mindre energi til for & bryte



disse (Baldwin, 2012; Tornberg, 2005). Mengdeforholdet mellom varmestabile og varmelabile
krysshindinger har dermed stor innvirkning pa seigheten i kjatt. Varmebehandling av kjett med flertall
av varmelabile kryssbindinger vil fare til gkt krymping. Ved videre varmebehandling vil collagenfibrene
lgses opp og gelatinere (Tornberg, 2005). Per i dag finnes det ingen litteratur pa hvilke temperaturer
som farer til krymping av collagen under LTLT-behandling, men Baldwin (2012) skriver at krympingen
intensiveres med gkt temperatur.

Av metodiske arsaker kan det ikke utelukkes at collagens varmeinduserte denatureringstemperatur kan
variere noe fra ett studie til et annet. Varmebehandlet opprenset bindevev vil trolig ha en noe lavere
denatureringstemperatur enn hele kjgttbiter fra samme kilde pa grunn av faerre fysiske barrierer, noe
som farer til lavere stabilitet. I tillegg finnes det indikasjoner pa at denatureringstemperatur avhenger av
kjottype; proteiner fra oksekjatt ser ut til & kreve noe hgyere temperatur og lengre behandlingstid for &
denaturere enn proteiner fra svinekjgtt (Christensen, Bertram et al., 2011; Christensen et al., 2013).

Blant muskelens tre proteingrupper er bindevevet i mange tilfeller den starste arsaken til seighet i kjott,
men ogsa myofibrillene kan pavirke marningsprosessen nar de blir utsatt for varme (Baldwin, 2012;
Marsh, 1977; Martens et al., 1982; Tornberg, 2005). Det er vist at myofibriller krymper ved
varmepavirkning; transversal og longitudinal krymping er observert henholdsvis mellom 40°C og 60°C
og mellom 60°C og 90°C (Bendall og Restall, 1983). Christensen et al. (2000) fant en gkning i
muskelfibrenes styrke mellom 60°C og 80°C og mener, sammen med Bouton og Harris (1972), at
bidraget til den andre gkningen i seighet i WBSF-kurven skyldes muskelfibrenes krymping. @kt
krymping og fiberstyrke gjar at kjottet blir oppfattet som seigt. Som en konsekvens av krympingen
lekker det varmebehandlede Kjattet vaeske og resulterer i en betraktelig starre reduksjon i saftighet enn
ved behandling med LTLT-temperaturer (Baldwin 2012; Bendall og Restall, 1983).

Sarkoplasmiske proteiner bidrar ogsa i mgrningsprosessen; oppvarming til temperaturer mellom 40°C
og 60°C farer til aggregering og gelatinering av proteinene og resulterer i marere kjgtt (Baldwin, 2012;
Tornberg, 2005). Penfield og Meyer (1975) antyder at pa grunn av de relativt lave temperaturene i
LTLT-behandlinger, kombinert med lang behandlingstid, kan tilstedeveerelsen av fremdeles aktive
proteolytiske enzymer i sarcoplasma veere en av arsakene til gkt mgrhet.

2.3 Proteolytiske enzymer og deres effekt pa megrning av kjett

Proteolytiske enzymer er katalytiske proteiner som spalter peptidbindinger ved hjelp av hydrolyse.
Enzymene spiller en viktig rolle i en mengde biologiske prosesser. Blant annet katalyserer de
nedbrytning av muskelproteiner og bidrar dermed i mgrningsprosessen i Kjgtt (Tornberg, 2005). Da
temperaturen i LTLT-behandlinger normalt ikke overgar 65°C, kan ikke tilstedeverelse og pavirkning
av proteolytiske enzymer pa mgrning utelukkes (Penfield og Meyer, 1975).

I kjatt finnes to kjente proteolytiske enzymsystemer som er aktive under LTLT-betingelser og som kan
bidra til marere kjatt; katepsiner (Christensen, Ertbjerg et al., 2011) og collagenaser (Laakkonen,
Sherbon et al., 1970). Sammenlignet med katepsinene, finnes det relativt lite informasjon om effekten
av collagenaseaktivitet pa marning av kjett under LTLT-betingelser. Katepsiner er kjent for & bidra til
mgrning av kjgtt (Beltran et al., 1992; Christensen, Ertbjerg et al., 2011; Solvig, 2014) ved & bryte
peptidbindinger og svekke strukturen i collagen (Agarwal, 1990). Enzymet har vist hgy aktivitet helt
opp til 63°C (Christensen, Ertbjerg et al., 2011) og er dermed aktiv ogsa under LTLT-behandling. Beltran
et al. (1992) og Solvig (2014) fant at isolert bindevev fra storfe inkubert med katepsiner farte til gkt
opplgsningen av collagen.



Bade Laakkonen, Sherbon et al. (1970) og Penfield og Meyer (1975) observerte proteolytisk aktivitet i
LTLT-behandlet kjatt fra ungdyr av storfe opp til neer 60°C. Ved hurtigere oppvarming til over 70°C var
aktiviteten betydelig redusert (Penfield og Meyer, 1975) eller helt borte (Laakkonen, Sherbon et al.,
1970). Penfield og Meyer (1975) observerte en gkning i proteolytisk aktivitet fra 50°C og et toppunkt
ved 60°C. @kningen korrelerte med en reduksjon i WBSF mellom 50 og 60°C. Forfatterne avslar ikke
muligheten for aktivitet ogsd mellom 60 og 70°C.

Collagenase er ett av enzymene som har vist positiv effekt pd marning av kjett ved nedbrytning av
collagen i bindevev (Cronlund og Woychik, 1987; Laakkonen, Sherbon et al., 1970). Enzymet er en del
av Matrix Metalloproteinase-familien (MMP) (Daboor et al., 2010) og finnes blant annet i sarkoplasma
i musklene hvor det deltar i nedbrytningen av bindevev (Tornberg, 2005). Temperatur og pH regnes som
de viktigste pavirkningsfaktorene pa collagenaseaktiviteten, men optimumsforholdene avhenger av
collagenasekilden, bade art og organ (Daboor et al., 2010). pH bgr helst vere ngytral for & bevare mest
mulig av aktiviteten (Cronlund og Woychik, 1987; Daboor et al., 2010). Laakkonen, Sherbon et al.
(1970) viste ved 37°C at optimal pH hos collagenase fra storfe var mellom 7 og 8. Collagenase viser
aktivitet i et relativt stort temperaturintervall, fra 20 til 40°C (Daboor et al., 2010), med en
optimumstemperatur som ved pH 7,7 ligger pa 37°C (Laakkonen, Sherbon et al., 1970).
Collagenaseaktivitet er likevel observert helt opp til over 60°C (Foegeding og Larick, 1986). Cronlund
og Woychik (1987) fant aktivitet av ren og delvis ren collagenase fra Clostridium histolyticum etter
behandling med isolert bindevev ved 65°C i 30 minutter.

Collagenase angriper collagenfibre ved a bryte peptidbindinger i heliks-strukturen. Enzymene fester seg
til ulike omrader pa collagenfibrene, avhengig av collagenasetypen, og induserer heliks-utfolding
(Daboor et al., 2010). De fleste collagenasetypene er kalsium- og zink-avhengige og inhiberes ved
mangel pa disse. Tilstedevaerelse av kelatorer, for eksempel EDTA, bidrar ogsa til inhibering ved a binde
ionene (Daboor et al., 2010).

Ifglge Daboor et al. (2010) er det sveart fa enzymer som kan bryte ned collagen, men nar heliks-
strukturen til collagen farst er denaturert og foldet ut, kan flere andre uspesifikke proteolytiske enzymer,
i tillegg til collagenase, angripe og bryte ned strukturen (Laakkonen, Sherbon et al., 1970). Enkelte
proteolytiske enzymer angriper ogsa muskelfibre i tillegg til collagenfibre, noe som kan fare til ugnsket
tekstur i Kkjgttet (Kang og Rice, 1970). Collagenaseenzymet er dermed ideelt til nedbrytning av
collagenfibre i forhold til spesifisiteten for collagen. Derimot reduseres collagenaseaktiviteten betydelig
nar pH senkes til pH-nivaet i kjatt (~5,5) og nar temperaturen senkes eller gkes nar kjgttet skal lagres
eller tilberedes (Cronlund og Woychik; 1987). En optimal kombinasjon av temperatur og pH bar derfor
brukes for & oppna hgyest mulig collagenaseaktivitet, da det er vist at temperatur og pH korrelerer, og
at aktiviteten avhenger av disse parameterne (Laakkonen, Sherbon et al., 1970).

Laakkonen, Sherbon et al., (1970) observerte collagenaselignende aktivitet i Longissimus, Rectus
femoris og Semitendinosus fra okse behandlet i 6 timer pa mellom 37°C og 59°C. | motsetning til Penfield
0g Meyer (1975), som fant at den proteolytiske aktiviteten gkte fra 50°C til 60°C, observerte Laakkonen,
Sherbon et al. (1970) en reduksjon i collagenaseaktiviteten nar temperaturen gkte til 60°C. Dette kan
skyldes at den totale proteolytiske aktiviteten overskygger endringen i collagenaseaktivitet. Den totale
proteolytiske aktiviteten var betydelig hgyere enn collagenaseaktiviteten, noe som indikerer
tilstedevaerelse av flere andre aktive proteolytiske enzymer som kan reagere annerledes pa
temperaturgkningen.



Studier viser at hurtigere varmepenetrering har negativ innvirkning pa den proteolytiske aktiviteten
(Laakkonen, Sherbon et al., 1970; Penfield og Meyer, 1975) og pa kjettets marhet (Penfield og Meyer,
1975). Laakkonen, Sherbon et al., (1970) fant at hurtig oppvarming til 80°C farte til inaktivering av
collagenase, og Penfield og Meyer (1975) fant at kjatt behandlet langsomt til 70°C var mgrere enn ved
hurtig oppvarming. Tregere oppvarming farer ifglge Laakkonen, Sherbon et al. (1970) til redusert
koketap i forhold til hurtig oppvarming. Som en fglge av dette vil mer av collagenaseaktiviteten bevares
i Kjattet og bidra til gkt marhet.

Flere studier har vist at marinering med proteolytiske enzymer fra frukt ogsd har mgrnende effekt pa
kjett, deriblant papain fra papaya (Ashie et al., 2002; Ha et al., 2012), bromelain fra ananas (Ha et al.,
2012) og actinidin fra kiwi (Christensen et al., 2009; Wada et al., 2002). Enzymene har ikke evnen til &
angripe collagens opprinnelig heliks-struktur far etter varmeindusert denaturering av collagenfibrene
(Sugiyama et al., 2005).

Actinidin og annen proteolytisk aktivitet i kiwijuice har dokumentert positiv effekt pa merning av kjatt
fra storfe, lam og svin (Ashie et al., 2002; Christensen et al., 2009; Ha et al., 2013; Han et al., 2009;
Radbotten et al., 2015; Sugiyama et al., 2005; Toohey et al., 2011; Wada et al., 2004; Wada et al., 2002).
Proteolytiske enzymer i kiwijuice har ifelge Katsaros et al. (2009) og Sugiyama et al. (1997) hgyest
aktivitet ved lave pH-verdier. Katsaros et al. (2009) fant at aktiviteten var hgyest rundt pH 6 ved 30°C.

Sugiyama et al. (2005) viste at kiwijuice har effekt pA marningen av kjatt ved nedbrytning av denaturert
collagen og ved gelatinering under varmebehandling ved lav temperatur. Det er ogsa vist at actinidin
har effekt pa opplgsningen av collagen selv uten varmebehandling (Christensen et al., 2009; Wada et
al., 2004). Wada et al. (2004) antyder at oppnadde resultater indikerer at actinidin kan bryte
krysshindinger i collagen i Achilles tendon fra okse nar pH er mellom 3,3 og 6,0. Dette er derimot den
eneste artikkelen, forfatteren bekjent, som har antydet denne egenskapen.

Proteolytiske enzymer fra frukt angriper ogsa muskelfibre (Kang og Rice, 1970) og kan gi kjgttet
ugnsket tekstur (Cronlund og Woychik, 1987). Derimot har actinidin mindre innvirkning pa
nedbrytningen av muskelfibre sammenlignet med papain og ficin (Christensen et al., 2009; Aminlari et
al., 2009). Christensen et al. (2009) viste at actinidinmarinering av Biceps femoris fra svinekjgtt pavirket
bindevevet og reduserte WBSF uten at kjattet ble overmarinert, ettesom det ikke ble observert gratete
overflate. Samtidig forble smak og saftighet upavirket. Ettersom det kun kreves en liten mengde
actinidin, som ikke behgver a veere helt ren for a gi effekt pA marning, kan bruk av dette enzymet gi
gkonomiske fordeler i kjattindustrien (Aminlari et al., 2009).

Det er vist at opplgsning av collagen avhenger temperatur, behandlingstid og tilstedeverelse av
proteolytiske enzymer, der aktiviteten til enzymene ogsa avhenger av temperatur og behandlingstid. De
optimale forholdene for & oppna mest mulig effektiv collagenopplgsning og collagenaseaktivitet,
bestemt av temperatur og behandlingstid, gjenstar & utforske i starre grad.



3 METODEBESKRIVELSE

Kjettet brukt i eksperimentet var av oksehgyrygg (Trapezius) fra Nortura, lagret i syv dager etter slakt
ved 4°C far nedkjgling pa -80°C. To kommersielle varianter av collagen og collagenase ble benyttet.
Enzymvariantene ren collagenase (Collagenase from Clostridium histocolyticum) fra Sigma-Aldrich og
collagenase opprenset fra oksehgyrygg ble benyttet sammen med rent collagen (Collagen from bovine
achilles tendon) fra Sigma-Aldrich og bindevev isolert fra oksehgyrygg som substrat. Se og brett ut
Appendix 1 for oversikt over kombinasjonene av substrat og enzym. Det ble benyttet to varianter av
actinidin, begge fremstilt fra kiwiekstrakt; OT1005X fra Ingredient Resources Pty Ltd. og KFP (Kiwi
Fruit Powder) fra KiwiEnzyme.com Ltd. Eksperimentene ble utfert pa Nofima sine laboratorier ved
Maltidets Hus i perioden september 2014 til mars 2015.

3.1 LTLT-behandling med collagenase

_ Isolering av bindevev
Oksekjott Opprensing av collagenase

LTLT-behandling av enzym og substrat

Proteinkonsentrasjon  Opplest collagen ~ Zymografi

Figur 3.1: Flytdiagram for utferte eksperimenter og analyser i collagenaseeksperimentet.
3.1.1 Isolering av bindevev

50 grams Kjgattstykker ble dagen far lagt pa kjal til opptining fra -80°C. 100 g kjatt om gangen ble kuttet
i sma biter med en minihakker og homogenisert (Ultra Turrax® IKA® T18 basic) (525N - 18G) pa 24
000 RPM i 45 sekunder i 100 ml 0,05 M CaCl,-buffer. Homogenatet ble filtrert med en sil med hull pa
1 mm, tre ganger hver. Pelleten ble kuttet opp i enda mindre biter og tilsatt ny kald buffer far hver
homogenisering. Ettersom den ble hvitere for hver homogenisering, ble synlige muskelfibre fjernet.
Resterende muskelfibre ble fjernet ved inkubering i 1 % SDS-lgsning. Etter én time ble pelleten
sentrifugert (Sorvall® RC 5C Plus) pa 20 000 g i 15 minutter, for enda en SDS-inkubering og ny
sentrifugering. Den resterende pelleten ble vasket tre ganger med kald 0,05 M CaCl.-buffer og oppbevart
pa -20°C. Far LTLT-behandlingen ble bindevevet tint og terket for fukt med filterpapir. Hele prosessen
krevde 400 g kjgtt som gav rundt 11 g bindevev.

3.1.2 Opprensing av collagenase

Metoden til Hernandez-Herrero et al. (2003) ble brukt til opprensing av collagenase. Alle Igsninger og
materialer som skulle brukes ble kjglt ned pa is fer start. 100 g kjett ble kuttet opp med minihakker og
homogenisert (Ultra Turrax® IKA® T18 basic) (525N - 18G) i 150 ml kald 0,05 M Tris/HCI-buffer (pH
7,5) med 5 mM CaCl,. Lasningen ble homogenisert pa 24 000 RPM i fire intervaller pa 15 sekunder
med avkjgling pa is i 30 sekunder mellom hver homogenisering. Etter avkjgling ble homogenatet
sentrifugert (Sorvall® RC 5C Plus) pa 20 000 g i 30 minutter ved 4°C. Pelleten gjennomgikk enda en
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opprensing, og supernatanten fra begge opprensingene ble forent og filtrert for & fjerne fettlaget pa
toppen. Supernatanten ble oppbevart pa -80°C frem til analysestart.

3.1.3 Enzymaktivitet i ren og opprenset collagenase

Far eksperimentet ble to metoder benyttet for a finne ut om opprenset og ren collagenase viste aktivitet.
Den farste metoden baserte seg pa Christensen, Ertbjerg et al. (2011) med modifikasjoner tilpasset
collagenase (Appendix 2). Ulike konsentrasjonsforhold mellom enzymlgsning (50 mg/l) og
aktiveringsbuffer ble utprgvd, og fluorescence ble malt spektrofotometrisk i varmebehandlede lgsninger
med syntetisk substrat (Suc-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-AMC, Bachem AG), aktiveringsbuffer (Tris/HCI) og
enzym. Den andre metoden, en kolorimetrisk metode, benyttet Folin & Ciocalteu’s fenolreagens
(benyttes til bestemmelse av totalprotein, Sigma-Aldrich) til & male collagenasenes nedbrytning av
torskegelatin og oksegelatin (Appendix 3).

Den farste metoden viste kun aktivitet hos opprenset collagenase og den andre metoden kun hos ren
collagenase. Enzymaktiviteten malt i opprenset collagenase ble da omregnet til Unit og sammenlignet
med aktiviteten angitt i Sigma-Aldrich sin produktinformasjon for collagenase. Sigma-Aldrich anbefaler
0,005-0,01 mg collagenase per 25 mg collagen i malinger av enzymatisk aktivitet (Appendix 4). En 0,01
mg/ml lgsning med ren collagenase ble dermed fortynnet tre ganger for a kunne bruke 3 ml
enzymlgsning per 50 mg collagen i eksperimentet. | 3 ml opprenset collagenase ble antall Unit beregnet
til & veere 2, mens den i 3 ml 3,3 pg/ml ren collagenase var 0,05. P4 grunn av tilstedevarelse av
inhibitorer i opprenset collagenase, vil differansen mellom variantenes Unit reduseres.

3.14 LTLT-behandling

LTLT-behandlingen ble utfert pa atte mulige kombinasjoner av fire enzym- og substratvarianter; rent
collagen fra akillessene av okse og ren collagenase fra Clostridium histolyticum fra Sigma-Aldrich og
isolert bindevev og opprenset collagenase fra Trapezius (tabell 3.1). Prgvene ble varmebehandlet i

vannbad pa ulike temperaturer og tidsintervaller (tabell 3.2).

Tabell 3.1: Oversikt over enzym- og substratkombinasjonene

Komb [Substrat Enzym Buffer
1 |50 mg rent collagen 5 ml TES-buffer
2 |50 mg isolert bindevev 5 ml TES-buffer
3 3 ml ren collagenase 2 ml TES-buffer
4 3 ml opprenset collagenase |2 ml TES-buffer
5 |50 mg rent collagen 3 ml ren collagenase 2 ml TES-buffer
6 |50 mg isolert bindevev |3 ml opprenset collagenase |2 ml TES-buffer
7 |50 mg rent collagen 3 ml opprenset collagenase |2 ml TES-buffer
8 |50 mg isolert bindevev |3 ml ren collagenase 2 ml TES-buffer
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Tabell 3.2: Antall paralleller varmebehandlet pa ulike temperaturer over ulike tidsrom.

Temperatur Tidsintervall (timer)
(cC) 0 1 6 24
50 2 3 3 3
55 2 3 3 3
60 2 3 3 3

Pa forhand ble 50 mg (+/- 1 mg) isolert bindevev og rent collagen veid ut i rgr, og ren collagenase ble
fortynnet med Tris/HCI-buffer (pH 7,5) til konsentrasjonen tilsvarte Sigma-Aldrichs anbefalte forhold
mellom collagen og collagenase (beskrevet under avsnitt 3.1.3).

Pa den aktuelle dagen ble ren og opprenset collagenase tint pa is. Tre ml enzym ble tilsatt rar med 50
mg collagen og 2 ml 50 mM TES-buffer (pH 7,5) i henhold til tabell 3.1. Lgsningene uten enzym
(kombinasjon 1 og 2) ble tilsatt 5 ml TES-buffer. Tre paralleller av hver kombinasjon ble
varmebehandlet pa 50°C, 55°C og 60°C i 1, 6 og 24 timer (tabell 3.2). Etter varmebehandlingen ble prgver
av supernatanten lagt i -80°C. I tillegg ble det forberedt nullprgver for hver kombinasjon som ble frgset
ned uten varmebehandling.

3.1.5 Bestemmelse av proteinkonsentrasjon

Ved bestemmelse av collagenaseaktiviteten ble flere metoder basert pa ninhydrin benyttet, blant annet
Worthingtons Collagenase Assay, med enkelte modifikasjoner og variasjoner innen lgsningsmidler og
konsentrasjoner. Prgver tilsatt ninhydrinlgsning ble behandlet i kokende vannbad, avkjglt og tilsatt et
alkohol for & stoppe reaksjonen. Absorbansen ble malt ved 570-600 nm. L-leucin og hydroxyprolin ble
utprevd som standard. Dessverre gav ingen av prosedyrevariantene signifikante resultater; ninhydrin ble
ikke fullstendig lgst, prevene og standardlgsningene ble sveert grumsete og en annen farge enn forventet,
og absorbansene ble altfor haye. Arsaken er ukjent, og en helt annen metode ble benyttet.

Pravenes proteinkonsentrasjon ble bestemt ved hjelp av Bio-Rads kolorimetriske DC Protein Assay. En
standardrekke med BSA ble forberedt fra 0,0-3,0 mg/ml i Tris/HCI-buffer. Hver prgve ble fortynnet 3:2
i tre nye rar, og 5 pl av fortynningene og standardlgsningene ble tilsatt pa multiplate, tre brgnner per
ror. Deretter ble 25 pl Reagens A og 200 ul Reagens B tilsatt i hver brenn. Platen ble plassert i
multiplateleseren, ristet i fem sekunder og inkubert i 15 minutter fer absorbansemaling ved 660 nm. For
hver plate ble en ny standardkurve laget. Absorbansen ble omregnet til mg protein/ml.

3.1.6 Bestemmelse av mengde opplgst collagen

Eksperimentet tok utgangspunkt i Kolar (1990) med noen modifikasjoner. En ml supernatant fra hver
preve ble varmebehandlet i cryorrgr med 1 ml 6 M HCI i om lag 19 timer ved 115°C i varmeskap
(dobbeltbestemmelse). Prgvene ble satt pa frys (-20°C) til analysestart.

Videre ble noen av prgvene pH-justert til pH 6 med NaOH, og et gjennomsnitt av volumet ble brukt til
justering av resterende prever for analysestart. Sterk base ble brukt for & unnga for hgy fortynning av
pravene. En halv ml prgve ble tilsatt 5SM NaOH og vann slik at pH ble 6 og volumet ble 1 ml. En
standardrekke med 0, 5, 10, 20, 30 pg/ml hydroxyprolin ble ogsa forberedt. En halv ml kloramin-T-
lgsning (0,7 g kloramin-T i 50 ml citratbuffer) ble tilsatt fer inkubering i 20 min ved romtemperatur. 0,5
ml avkjelt fargereagens (5 g 4-dimetylaminobenzaldehyd i 20 ml 2-propanol og 9 ml 60% perklorsyre)
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ble tilsatt far ny inkubering i 15 min i vannbad pa 60°C. Prgvene ble straks avkjglt i isvann i 60 sekunder
og satt til inkubering i romtemperatur i 15 min. Absorbansen ble malt spektrofotometrisk ved 560 nm
og omregnet ved bruk av collagenfaktor (7,14) til konsentrasjon opplgst collagen (mg/ml).

3.1.7 Zymografi

Prgver av kombinasjon 3, 4, 5, 6, 7 og 8 ble tint og fortynnet 3:1 med sample buffer (65,8 mM Tris/HClI,
pH 6,8, 2,1% SDS, 26.3% (w/v) glyserol, 0,01% bromofenolbla). Femti pl prave og kontroll ble tilsatt
i brennene pa zymogramgelene (10% gelatin, Bio-Rad). Elektroforesen kjarte i 90 minutter i iskaldt
miljg pa 100V i running buffer (Tris/glycine/SDS, Bio-Rad). Deretter ble gelene inkubert i renaturation
buffer (25% Triton X-100, Bio-Rad) pa vippebrett. Etter 45 minutter ble de overfart til development
buffer (5 mM Tris/HCI, 20 mM NaCl, 0,5 mM CaCl,, pH 7,5, Bio-Rad) og satt i varmeskap pa 37°C
over natten. Gelene ble inkubert i omtrent 21,5 timer fer de ble farget i Coomassieblatt-lgsning (80 ml
40% etanol, 20 ml 10% eddiksyre og 0,1 gram 0,05% Coomassieblatt) i 2,5 timer. Til slutt ble gelene
vasket i nesten 20 timer med milli-Q-vann far de ble tatt bilde av (Molecular Imager ChemiDoc™ XRS+
Imaging System, Bio-Rad).

3.2 Marinering i actinidin og LTLT-behandling

Oksekjott Isolering av bindevev

Marinering med actinidin

LTLT-behandling

Opplest collagen  Fotografering 1 lupe

Figur 3.2: Flytdiagram for utfarte eksperimenter og analyser i actinidineksperimentet.
3.2.1 Marinering i actinidin

Rer med 50 mg (+/- 1 mg) isolert bindevev (fra avsnitt 3.1.1) ble tilsatt 3 ml 50 mM MES-bufferlgsning
(pH 5,5) med 7 g actinidin/I. Ett sett med rar ble tilsatt actinidinvarianten OT1005X, og ett ble tilsatt
KFP. Samtidig ble det forberedt nullprgver tilsatt kun MES-buffer, der ett sett ble lagt pa frys
umiddelbart og ett sett ble satt i kjgleskap (6°C) i pavente av varmebehandling. Tre paralleller av hver
preve og to av hver nullprgve ble satt til marinering i kjgleskap i 19-20 timer. Nullprgver med actinidin
ble lagt pa frys uten varmebehandling etter endt marinering.
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3.2.2 LTLT-behandling

Prever med og uten actinidin ble varmebehandlet i vannbad ved 50 og 60°C i 1 og 24 timer og ved 90°C
i 1 time (tabell 3.3). Etter varmebehandling ble praver lagt pa frys frem til analysestart.

Tabell 3.3: Antall paralleller varmebehandlet pa ulike temperaturer over ulike tidsrom.

Tidsintervall (timer)
Temperatur (°C) 0 1 24
50 2 3 3
60 2 3 3
e o 3 0

3.2.3 Bestemmelse av mengde opplgst collagen

Cryorrgr med 0,5 ml prgve ble tilsatt 0,5 ml 6 M HCI, plassert i skaler med silica gel og varmebehandlet
i varmeskap pa 115°C i mellom 19 og 20 timer. Resten av eksperimentet ble utfgrt pa samme mate som
i avsnitt 3.1.5, etter Kolar (1990).

3.2.4 Studie av marinert og LTLT-behandlet bindevev med lupe

Bindevevet ble tatt vare pa og fryst ned etter endt marinering og varmebehandling. Visuelle forskjeller
mellom bindevevspravene ble studert i Leica MZ8 stereolupe og fotografert med VisiCam 10.0 (VPR®)
i programmet Visicam Image Analyser (versjon 7). Forstarrelsene som ble benyttet var 40x og 80x.
3.3 Statistikk

Statistiske analyser ble utfert i SAS (versjon 9.4). Fglgende modeller for faste effekter ble benyttet for
analyse av data fra henholdsvis varmebehandlingen med collagenase og varmebehandling etter

marinering i actinidin:

y = WU + tid + temperatur + enzym + substrat + tid*temperatur + tid*temperatur*enzym*substrat + ¢
y = MU + tid + temperatur + enzym + tid*temperatur + tid*temperatur*enzym + ¢

Substratparameteret er ikke inkludert i den andre oppgitte modellen da kun én type substrat ble benyttet

i dette eksperimentet. Minste kvadraters metode ble sammenlignet, og malinger blir ansett for & veere
signifikant forskjellige nar P<0,05.
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4 RESULTATER
4.1 LTLT-varmebehandling med collagenase
4.1.1 Bestemmelse av proteinkonsentrasjon

Proteinkonsentrasjonen ble malt i vannfasen i de LTLT-behandlede prgvene og deres parallelle
ubehandlede nullprgver. Den isolerte effekten av temperatur, tid, substratvariant, enzymvariant og deres
interaksjoner pa proteinkonsentrasjon var signifikant (P<0,01).

Kombinasjonene 4, 6 og 7 med opprenset collagenase og kombinasjon 5 viste de hgyeste
konsentrasjonsverdiene med verdier pd mellom 1 og 2 mg protein/ml (figur 4.2). Verdiene hos de
resterende kombinasjonene var betydelig lavere, fra O til 0,3 mg protein/ml (figur 4.1). Prgvene som
ikke ble LTLT-behandlet, nullprgvene, viste i kombinasjonene med opprenset collagenase signifikant
hgyere proteininnhold enn behandlede prgver. Nullprgvene til kombinasjonene uten opprenset
collagenase hadde proteinkonsentrasjon pa null.

1: rent collagen 2: isolert bindevev
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Figur 4.1: Effekten av LTLT-behandling ved 50, 55 0og 60°C i 1, 6 og 24 timer pa proteinkonsentrasjonen
i kombinasjon 1, 2, 3 og 8 (n=3). Vertikale linjer representerer standardavvik.
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Kun hos kombinasjon 1 behandlet pd 60°C og hos kombinasjon 5 og 8 behandlet pa 50°C og 60°C farte
gkt behandlingstid til signifikant gkning i proteinkonsentrasjon. Ved tilsetting av ren collagenase i rent
collagen gkte proteinkonsentrasjonen signifikant med bade behandlingstid og temperatur og farte til
hayere proteininnhold ved behandlingene ved 50°C og 55°C enn ved 60°C. | kombinasjon 8 farte
tilstedeveerelsen av ren collagenase til signifikant gkt proteinkonsentrasjon ved 50 og 60 graders
behandlingen etter 24 timer. Proteininnholdet i kombinasjon 2 og 3 14 signifikant uforandret naer null
uavhengig av behandlingstid og temperatur. Resultatene fra kombinasjon 1, 2, 3 og 8 viste liten eller
ingen positiv signifikant effekt ved gkning i temperatur, kun i kombinasjon 1 etter 6 og 24 timers
behandling, der behandlingen ved 60°C farte til signifikant hgyest proteininnhold.
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Figur 4.2: Effekten av LTLT-behandling ved 50, 55 og 60°C i 1, 6 og 24 timer pa proteinkonsentrasjonen
i kombinasjon 4, 5, 6 og 7 (n=3). Vertikale linjer representerer standardavvik.

I kombinasjon 4, 6 og 7 sank proteinkonsentrasjonen signifikant ved de aller fleste temperaturer ved en
gkning i behandlingstid fra 1 time til 24 timer. Nedgangen var stgrst mellom 1 og 6 timers behandling.
Ved vertikal sammenligning i kombinasjon 4-7 ble det observert nedgang i proteinkonsentrasjonen ved
de aller fleste tider nar temperaturen ble gkt. Behandlingstemperatur pa 60°C gav signifikant de laveste
konsentrasjonsverdiene.
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4.1.2 Bestemmelse av mengde opplast collagen

Mengden opplgst collagen i vannfasen i LTLT-behandlede prever med tilhgrende ubehandlede
nullprgver ble bestemt. Behandlingstid, temperatur, enzymvariant, substratvariant og interaksjoner
mellom disse viste signifikant isolert effekt (P<0,01) pa mengden opplast collagen, bortsett fra
temperatur alene.

Pragvene med opprenset collagenase produserte ikke mange nok data til & lage fullstendige kurver, og
disse er vist i en egen figur (figur 4.4). Mengden opplgst collagen i kombinasjonene presentert i figur
4.3 viste signifikant effekt hovedsakelig av behandlingstid. Ved vertikal sammenligning ble det
observert liten eller ingen pavirkning av temperatur pa mengden opplest collagen. De kjente nullprgvene
inneholdt ingen signifikant mengde opplast collagen.

Opplost collagen (mg/ml)
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Figur 4.3: Effekten av LTLT-behandling ved 50, 55 og 60°C i 1, 6 og 24 timer pa mengde opplgst
collagen i kombinasjon 1, 2, 3, 5 og 8 (n=3). Vertikale linjer representerer standardavvik.

Mengden opplgst collagen i LTLT-behandlet isolert bindevev, kombinasjon 2 og 8, ble pavirket likt
uavhengig av temperatur, med signifikant stigning nar behandlingstiden ble gkt. En tendens til starre
collagenopplasning ved tilstedevarelse av ren collagenase i kombinasjon 8 ble observert i prgvene
behandlet ved 55°C i 24 timer. Ren collagenase i kombinasjon 3 inneholdt ikke substrat og ble ikke
signifikant pavirket av en gkning i temperatur eller behandlingstid. Opplesningen av collagen i
kombinasjonene med rent collagen forholdt seg stabil mellom 1 og 6 timers behandling, bortsett fra rent
collagen behandlet ved 60°C. Mellom 6 og 24 timer sank mengden opplgst collagen ved 60°C i
kombinasjon 1 (P<0,002) og ved 50°C i kombinasjon 5 (P<0,005).
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Figur 4.4: Effekten av LTLT-behandling ved 50, 55 og 60°C i 1, 6 og 24 timer pa mengde opplast
collagen i kombinasjon 4, 6 og 7. Vertikale linjer representerer standardavvik.

De fa dataene som fremkom hos kombinasjon 4-7 (figur 4.4) indikerte at behandlingstiden pa 6 timer
gir den hgyeste mengden opplgst collagen (P<0,01). Verdiene i kombinasjon 4 gkte signifikant mellom
1 til 6 timers behandling ved 60°C, selv om lgsningen ikke inneholdt substrat. I kombinasjon 6 sank
konsentrasjonen signifikant mellom 6 og 24 timers behandling ved 60°C. Videre kommentering av
mengden opplgst collagen i kombinasjonene med opprenset collagenase ble vanskelig pa grunn av
manglende data.

4.1.3 Zymografi

Tilstedeveerelsen av protein i prgvene ble ogsa testet zymografisk pa geler med gelatin. Av de atte
kombinasjonene som ble testet, gav kun kombinasjon 3, 5, 6 og 8 resultater (figur 4.5, 4.6 og 4.7). Hvite
band representerer tilstedevaerelse av enzymer som har spesifikk evne til & bryte ned gelatin, collagenase,
og svarte band (figur 4.7) representerer tilstedevaerelse av proteiner som ikke har gelatinspesifikke
nedbrytningsevner.

Kombinasjon 3 Kombinasjon 5 Kombinasjon 8
SOIC L. 55C .« 60 50°C STt 60°C 50€ S50 = 60:C
K 24t 24t 24t 6t 1t 24t 24t 241 swnabta

Figur 4.5: Effekten av LTLT-behandling pa et utvalg av behandlinger ved 50, 55 og 60°C i 1, 6 og 24
timer pa kombinasjon 3, 5 og 8 fremstilt zymografisk. K = kontroll.
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Resultatene presentert i figur 4.5 viste hgyest collagenaseaktivitet i kombinasjon 5 ved behandling pa
50°C og 60°C i henholdsvis 6 timer og 1 time. Kombinasjon 8 viste ogsa noe aktivitet, synkende med
redusert behandlingstid og gkt temperatur. Kombinasjon 3 var sannsynligvis forurenset av kontrollen,
men viser noe aktivitet ved 55°C og 60°C. Zymogrammet indikerte mye av det samme som
proteinkonsentrasjonsverdiene (figur 4.1 og 4.2) og mengden opplgst collagen (figur 4.3).

Figur 4.6: Effekten av LTLT-behandling ved 50, 55 0g 60°C i 1, 6 og 24 timer pa kombinasjon 5 fremstilt
zymografisk. K = kontroll.

Figur 4.7: Effekten av LTLT-behandling ved 50, 55 0g 60°C i 1, 6 og 24 timer pa kombinasjon 6 fremstilt
zymografisk. K = kontroll.

Figur 4.6 viste ogsa collagenaseaktivitet hos kombinasjon 5, men tydelige forskjeller mellom
behandlingene var vanskelige a skjelne. Det kan se ut som behandlingene pa 50°C og 55°C ved de fleste
behandlingstidene gav hgyest aktivitet. Aktiviteten gkte med gkt behandlingstid ved 50°C. Behandling
ved 60°C viste ogsa aktivitet, men bandene var forurenset av kontrollen.

Den hgyeste aktiviteten i kombinasjon 6 ble observert hos behandlingene ved 50°C og 55°C i 24 timer

og ved 60°C i 6 timer. Ogsa her virket kontrollen forurensende. Flere marke band var synlige, med
synkende intensitet med gkt behandlingstid og temperatur.
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4.2 Marinering i actinidin og LTLT-behandling
4.2.1 Bestemmelse av mengde opplest collagen

Mengde opplast collagen i LTLT-behandlede prgver marinert i actinidin ble bestemt. Mengden varierte
fra O til 0,45 mg opplest collagen/ml, der behandlinger ved 50 og 60°C i 24 timer viste de hgyeste
verdiene, uavhengig av marinering. Bade temperatur, behandlingstid, enzymvariant og interaksjoner
mellom disse viste signifikant isolert effekt (P<0,0001) pa mengde opplast collagen i pravene.
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Figur 4.8: Effekten av LTLT-behandling ved 50, 60 og 90°C i 1 og 24 timer pa mengde opplgst collagen
i prever marinert i actinidinvariantene OT1005X og KFP i 19-20 timer og i prever uten actinidin (n=3).
Vertikale linjer representerer standardawvik.

Behandling ved 50°C i 1 time uten actinidinmarinering gav ingen signifikant effekt (P<0,008) pa
prgvenes innhold av opplast collagen. Sma, men signifikante mengder opplgst collagen ble observert i
prever behandlet uten marinering ved 60°C i 1 time og med marinering i KFP ved 50°C i 1 time.
Behandling ved 50°C og ved 90°C i 1 time etter marinering i henholdsvis OT1005X og KFP viste ogsa
signifikant effekt. De hgyeste verdiene ble imidlertid observert ved 50 og 60 graders behandling i 24
timer og ved 90 graders behandling i 1 time, uavhengig av marinering. Behandling ved 90°C i 1 time
viste noe varierende innhold av opplgst collagen i de tre marineringsvariantene. Signifikant forskjell ble
observert kun mellom prevene marinert i OT1005X og i KFP. Prgvene marinert i OT1005X hadde
gjennomgaende hgyest innhold, uansett behandlingstid, og skilte seg signifikant fra de fleste prgvene
marinert i KFP og ren MES-buffer behandlet i 1 time. Noe mer variasjon ble observert hos pravene
marinert i KFP og hos umarinerte prgver ved varierende behandlingstid.

Figur 4.9 illustrerer tydelig forskjellen mellom effekten av de ulike actinidinmarineringene etter
varmebehandling ved 90°C i 1 time. Bindevevet marinert i OT1005X ble mest pavirket, da det sa meget
opplast ut. Ogsa bindevevet marinert i KFP og i ren MES-buffer ble pavirket, men ikke i like stor grad
som ved marinering i OT1005X. Flere av varmebehandlingene, spesielt ved 50°C i 24 timer og ved 60°C
i 1 0g 24 timer, gav samme utfall, der OT1005X tilsynelatende hadde stgrst pavirkning pa bindevevets
konsistens.
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Figur 4.9: Effekten av behandling ved 90°C i 1 time pa bindevev marinert henholdsvis i MES-buffer uten
actinidin, OT1005X og KFP.

4.2.2 Studie av marinert og LTLT-behandlet bindevev med lupe

Bindevevet som ble lagret etter marinering i actinidin og LTLT-behandling, ble studert og fotografert
gjennom stereolupe. Bildene av bindevevet er satt sammen og presentert i figur 4.11-4.13. Bindevev
som ikke ble varmebehandlet (nullpraver) er ogsa inkludert (figur 4.10).

Allerede fgr LTLT-behandlingen ble det observert forskjell mellom nullprgvene. Bindevevet marinert i
OT1005X og KFP var ikke sa seigt som det umarinerte bindevevet og hadde en mer gratete overflate.
Likevel inneholdt alle fibrgse omrader. Bindevevet uten actinidinmarinering inneholdt spesielt tydelige
fibrer, og bitene var vanskeligere a rive fra hverandre. Utseende var ikke preget av tydelig gelatinering,
men hadde derimot noen hvite, tette omrader.

Bindevev kun pavirket av LTLT-behandlingen (figur 4.11) viste noe mer effekt enn hos nullprgvene, da
overflaten var noe mindre fibrgs. Behandlingen ved 50°C i 1 time gav derimot for liten effekt pa
bindevevet til & kunne skille det fra nullprgvene. Det var betydelig seigere enn bindevev behandlet ved
de andre temperaturene og tidene. Overflateteksturen var forandret i forhold til nullprgvene, men
bindevevet hadde ikke oppnadd sa mye gelatinering som det actinidinmarinerte bindevevet.

Effekten av LTLT-behandling etter marinering i OT1005X (figur 4.12) var betydelig sterst, spesielt ved
behandling ved 50°C i 24 timer, ved 60°C i 1 og 24 timer og ved 90°C i 1 time. Mye gelatinering gjorde
overflaten helt eller delvis gratete, og bitene ble revet fra hverandre uten problem. Enkelte fibrgse
omrader forekom, spesielt i bindevevet behandlet ved 50°C i 1 time, men ogsa her var overflaten noe
gelatinert.

Bindevevet marinert i KFP (figur 4.13) inneholdt ogsad fibrgse omrader, mest ved 50 graders

behandlingen i 1 time, men fibrene var ikke sa seige som i bindevevet uten marinering. Overflaten var
noe frynsete og delvis gratete av gelatinering.
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Figur 4.10: Nullpraver av bindevev som ikke er LTLT-behandlet. Bindevevet er kun marinert i OT1005X
og KFP, og i buffer uten actinidin. Bildene til venstre har en forstarrelse pa 40x, der bredden pa hvert
bilde tilsvarer omtrent 5,6 mm. Forstgrrelsen pa bildene til hgyre er 80x, og bildebredden svarer til
omtrent 2,8 mm.
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Figur 4.11: Bindevev LTLT-behandlet ved 50, 60 og 90°C i 1 og 24 timer uten marinering i actinidin.
Bildene til venstre har en forstarrelse pa 40x, der bredden pa hvert bilde tilsvarer omtrent 5,6 mm.
Forstgrrelsen pa bildene til hgyre er 80x, og bildebredden svarer til omtrent 2,8 mm.
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50°C 1t

60°C 24t

Figur 4.12: Bindevev LTLT-behandlet ved 50, 60 og 90°C i 1 og 24 timer etter marinering i OT1005X i
19-20 timer. Bildene til venstre har en forstarrelse pa 40x, der bredden pa hvert bilde tilsvarer omtrent
5,6 mm. Forstgrrelsen pa bildene til hgyre er 80x, og bildebredden svarer til omtrent 2,8 mm.
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Figur 4.13: Bindevev LTLT-behandlet ved 50, 60 og 90°C i 1 og 24 timer etter marinering i KFP i 19-
20 timer. Bildene til venstre har en forstgrrelse pa 40x, der bredden pa hvert bilde tilsvarer omtrent 5,6
mm. Forstarrelsen pa bildene til hgyre er 80x, og bildebredden svarer til omtrent 2,8 mm.
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5 DISKUSJON
51 LTLT-behandling med collagenase

Collagenase viste evne til & bryte ned collagen under LTLT-behandlingen. Dette vises i bestemmelsen
av proteinkonsentrasjon, mengde opplgst collagen og i zymogramresultatene. Signifikante
tilleggseffekter og tendenser til tilleggseffekter pa collagenet og bindevevet ble observert nar
collagenase ble tilsatt. Proteinkonsentrasjonen ble sett pa som et uttrykk for collagenaseaktiviteten og
opplgsningen av collagen. Varmeindusert denaturering vil fare til opplgsning av collagenfibre og en
gkning i proteinkonsentrasjon, mens lgselige collagenaseproteiner vil aggregere, felle ut og fare til en
reduksjon i proteinkonsentrasjon. Deres bidrag til endring i konsentrasjonen vil pavirke den totale
proteinkonsentrasjonen og avhenger av denatureringsgraden under LTLT-betingelser og
mengdeforholdet mellom collagen og collagenase.

I bestemmelsen av proteinkonsentrasjon ble det observert signifikante mengder lgst protein i alle
kombinasjonene utenom i isolert bindevev og i ren collagenase (2, 3). Det skal i utgangspunktet finnes
noe lgst protein i disse kombinasjonene, avhengig av behandlingstid og temperatur, men verdiene ligger
trolig under deteksjonsgrensen. Selv om proteinkonsentrasjonen i kombinasjonen med ren collagenase
ikke er mulig a detektere, betyr det ikke at collagenasen ikke bryter ned collagen; i kombinasjonen med
isolert bindevev og ren collagenase (8) ble det etter 24 timers behandling ved 50°C og 60°C observert
signifikant tilleggseffekt pa bindevevet i forhold til kombinasjonen med kun isolert bindevev (2). Dette
indikerer at den rene collagenasen viser effektiv nedbrytning av collagen fra bindevev, men at den krever
lengre behandlingstid for & oppna signifikant effekt.

Proteinkonsentrasjonen i kombinasjonen med rent collagen (1) gkte signifikant med gkning i temperatur
og behandlingstid. Resultatet indikerer at 60 graders behandlingen har signifikant sterst effekt pa
opplasningen av collagen, mens behandlingen ved 50°C i seg selv ikke klarte a lgse opp collagenet nar
enzymer ikke var til stede. Indikasjonene pa gkt mengde opplast collagen mellom 50°C og 60°C
korrelerer med annen litteratur. Opplasningen av collagen har vist signifikant gkning mellom 53°C og
58°C i svin (Christensen, Ertbjerg et al., 2011) og i storfe (Christensen et al., 2013). Tilleggseffekten
kom tydelig til uttrykk da rent collagen ble tilsatt ren collagenase (5) og farte til en tilnaermet tidobling
i proteinkonsentrasjon. Cronlund og Woychik (1987), Foegeding og Larick (1986), Laakkonen, Sherbon
et al. (1970) og Penfield og Meyer (1975) har alle observert positiv effekt av tilstedevaerelse av
collagenolytiske og/eller proteolytiske enzymer pa opplgsningen av collagen under LTLT-betingelser
eller ved LTLT-temperaturer med kort behandlingstid. Kombinasjonen av varme og collagenase ser
dermed ut til & ha signifikant starre effekt pa opplasningen av collagen enn varme alene har.

Behandlingen av rent collagen og ren collagenase (5) ved 55°C farte til en gkning i proteinkonsentrasjon
fra 1 til 6 timer og en redusering etter 24 timer. Den negative endringen kan indikere at collagenasen
ikke taler slike forhold, og collagenasen begynner & denaturere etter lengre tids behandling. Den lave
proteinkonsentrasjonen ved 60°C indikerer ogsa collagenasedenaturering. Laakkonen, Sherbon et al.
(1970) viste at collagenolytisk aktivitet i kjgtt fra ungokse ble betydelig redusert nar temperaturen gkte
til 60°C. Foegeding og Larick (1986) fant den hgyeste collagenaseaktiviteten mellom 40°C og 60°C,
mens lite eller ingen aktivitet ble observert over 60°C ved bruk av collagenase fra Clostridium
histolyticum. Forskjellen i temperatureffekten mellom kombinasjonene med kun rent collagen (1) og
med rent collagen tilsatt ren collagenase (5) skyldes derfor trolig collagenasens reduserte toleranse for
temperaturer neer og over 60°C, i hvert fall ved lengre behandlinger. Resultatene stemmer overens med
funnene gjort av de ovenstaende forfatterne.
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Det finnes flere mulige arsaker til at proteinkonsentrasjonen til kombinasjonen med rent collagen og ren
collagenase (5) er tidoblet i forhold til kombinasjonen med isolert bindevev og ren collagenase (8). Selv
om det isolerte bindevevet er renset kan ikke innholdet av inhibitorer utelukkes. Effekten av
collagenasen blir dermed mindre fordi inhibitorene hemmer enzymene i a bryte bindingene i bindevevet
(Daboor et al., 2010). Kombinasjon 5 inneholder kun helt rene proteiner og vil ikke kunne bli pavirket
av inhibitorer. Collagenasen har teoretisk sett full virkning. Forskjellen i proteinkonsentrasjon kan ogsa
skyldes ulik affinitet mellom enzym- og substratvariantene, der affiniteten mellom de to rene proteinene
antas a vare hayere. | tillegg var overflaten til det rene collagenet mye starre og lgsere enn overflaten
til det kompakte isolerte bindevevet. Collagenasen vil, pa grunn av denne fysiske barrieren, ha
vanskeligheter med & komme til og bryte bindinger i bindevevet, mens den mye lettere vil kunne angripe
det rene collagenet.

Collagenaseaktiviteten kan ogsa inhiberes ved fraver av zink- og kalsiumioner, eller ved tilstedeverelse
av kelatorer som fester seg til disse (Daboor et al., 2010). | det isolerte bindevevet og i den opprensede
collagenasen finnes sannsynligvis ionene naturlig. | tillegg inneholder bufferne benyttet til opprensing
av bade bindevev og collagenase CaCl.. Alderton et al. (2004) fant hgy proteolytisk aktivitet ved
tilstedeverelse av kalsiumioner, bade med og uten zinkioner, men fraveer av kalsium reduserte
aktiviteten. Det ma likevel tas hensyn til at collagenaseaktiviteten ikke ngdvendigvis reagerer pa samme
mate som den totale aktiviteten til proteolytiske enzymer ved tilstedevaerelse eller fraveer av de aktuelle
ionene. | tillegg avhenger kravet pa zink av collagenasetypen (Daboor et al., 2010).

Proteinkonsentrasjonen i kombinasjonene med opprenset collagenase (4, 6, 7) var hgy, men i motsetning
til gkningen i de andre kombinasjonene, ble den redusert med gkt behandlingstid. Den negative
endringen skyldes trolig denaturering av andre proteiner og enzymsystemer som finnes i tillegg til
collagenase i den opprensede collagenaselgsningen. Den positive effekten av collagenase og varme pa
opplgsningen av collagen overskygges dermed av den dominerende negative endringen hos proteinene
nar de denaturerer ved gkende behandlingstid og temperatur. Ogsa her gav behandlingen ved 60°C den
signifikant laveste proteinkonsentrasjonen, noe som igjen indikerer at collagenase og eventuelle andre
enzymsystemer har lav toleranse for temperaturer omkring 60°C (Laakkonen, Sherbon et al., 1970;
Penfield og Meyer, 1975).

Den betydeligste reduksjonen i proteinkonsentrasjon i kombinasjonene med opprenset collagenase ble
observert mellom 1 og 6 timers behandling ved de aller fleste temperaturer. Laakkonen, Sherbon et al.
(1970) viste at collagenaseaktiviteten avtar pa ulike stadier i varmebehandlingen avhengig av muskelen
brukt i eksperimentet, og Christensen, Ertbjerg et al. (2011) fant at collagen lgses opp mer effektivt med
gkt behandlingstid. Det kan derfor tyde pa at denatureringen av collagenasen hovedsakelig skjedde i
tidlige stadier av behandlingen, at mer effektiv varmeindusert denaturering av collagen ble indusert av
gkt behandlingstid, eller en kombinasjon av disse.

Proteinkonsentrasjonen i kombinasjonen med kun opprenset collagenase flater ut noe mindre mellom 6
og 24 timers behandlingen enn kombinasjonene med opprenset collagenase og substrat. Dette skyldes
sannsynligvis collagenasens bidrag til opplasning av collagen. Differansen mellom kombinasjon 7 og 4
resulterer i en gkning i proteinkonsentrasjon med gkt tid og illustrerer den «reelle» effekten av
varmeindusert denaturering og enzymatisk nedbrytning av rent collagen. Her farte 24 timers
behandlingen ved 55°C til starst effekt pa proteinkonsentrasjonen og korrelerte noenlunde med effekten
av tid og temperatur pd konsentrasjonen i kombinasjonen med rent substrat og enzym (5). Videre
tolkninger og sammenligninger av kombinasjon 4, 6 og 7 blir vanskelig, da den opprensede collagenasen
inneholder for mange forstyrrende faktorer.
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Far LTLT-behandlingen ble aktiviteten i ren og opprenset collagenase bestemt og sammenlignet ved
hjelp av to metoder for a finne et mengdeforholdet som kunne brukes i de ulike kombinasjonene.
Sammenligningen ble vanskelig, da enzymvariantene viste aktivitet pa hvert sitt substrat. | metoden
basert pa Christensen, Ertbjerg et al. (2011) ble flere ulike konsentrasjonsforhold mellom enzymlgsning
(50 mg/l) og aktiveringsbuffer utprgvd, fra 1:149 til 100:50, men ingen av dem gav signifikante
resultater for ren collagenase. Det er mulig at det syntetiske substratet ikke var spesifikt nok til at den
rene collagenasen reagerte. Metoden som malte collagenasens evne til nedbrytning av torskegelatin viste
ingen signifikant aktivitet hos opprenset collagenase. Gelatin fra oksekjett ble ogsa utprevd, med den
hensikt a teste en eventuell bedring i affinitet til produkter fra samme dyr, men med samme utfall. En
gkning i temperatur og/eller behandlingstid eller bruk av et annet substrat hadde muligens fort til
signifikante resultater.

Flere forstyrrende faktorer gjor at aktiviteten i ren og opprenset collagenase ikke direkte kan
sammenlignes. | motsetning til ren collagenase inneholder opprenset collagenase mange flere proteiner
og enzymsystemer, i tillegg til inhibitorer som ogsa vil pavirke aktiviteten. Pa grunn av innholdet av
inhibitorer i opprenset collagenase vil differansen i Unit mellom enzymvariantene kunne reduseres, da
opprenset collagenase viste mest aktivitet. Varierende grad av enzymenes affinitet til de ulike
substratene oppfattes ogsa som en forstyrrende faktor. | tillegg er ikke ngdvendigvis enzymenes
optimumstemperatur den samme.

Signifikante mengder opplgst collagen ble observert i nesten alle de LTLT-behandlede provene.
Temperaturparameteret hadde i de fleste tilfeller liten eller ingen innvirkning pa opplgsningen av
collagen, mens behandlingstiden gav noe mer signifikant bidrag. Opplgsningen av collagen i
kombinasjonene med rent collagen (1) og rent collagen med ren collagenase (5) ble lite signifikant
pavirket av endringer i behandlingstid eller temperatur. Tendenser til tilleggseffekt (P<0,1) ble observert
i kombinasjon 5, trolig pa grunn av den sterre kombinerte effekten av varme- og enzympavirkning, som
ogsa er funnet i annen litteratur (Cronlund og Woychik, 1987). Tidligere forskning har funnet at gkt
behandlingstid farer til gkt mengde opplast collagen (Christensen, Ertbjerg et al., 2011; Christensen et
al., 2013). Arsaken til at behandlingstiden ikke farer til signifikant skt mengde opplast collagen i de
aktuelle kombinasjonene i dette eksperimentet er usikker. Laakkonen, Sherbon et al. (1970) fant at
collagenaseaktiviteten avtar pa ulike stadier i varmebehandlingen avhengig av muskeltypen. Det kan
derfor hende at mesteparten av collagenopplgsningen har skjedd pa et tidlig stadium i behandlingen.

Behandlingstiden hadde signifikant positiv effekt pa mengden opplast collagen i kombinasjonene med
isolert bindevev (2) og isolert bindevev med ren collagenase (8) ved alle temperaturer. Resultatene
stemmer overens med tidligere funn gjort i kjatt fra svin (Christensen, Ertbjerg et al., 2011), ku og
ungokse (Christensen et al., 2013). I tillegg ble det observert en tendens til tilleggseffekt ved tilsetting
av ren collagenase (8) ved 55°C etter 24 timers behandling. Dette indikerer gkt collagenopplasning som
falge av collagenaseaktivitet og korrelerer med tidligere funn (Cronlund og Woychik, 1975; Laakkonen,
Sherbon et al., 1970).
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Allerede etter 1 times behandling inneholdt kombinasjon 5 mye opplast collagen, mens kombinasjon 8
krevde 24 timers behandling for mengden nadde samme niva. Arsaken kan ha vert hgyere affiniteten
mellom rent collagen og ren collagenase enn mellom isolert bindevev og ren collagenase. Som tidligere
beskrevet var det rene collagenet veldig last og overflaten stor, mens det isolerte bindevevet var kompakt
og kan ha skapt fysiske hindringer som har gjort det vanskelig for collagenasen & angripe
peptidbindingene. | tillegg kan eventuelle inhibitorer i det isolerte bindevevet ha svekket collagenasens
aktivitet (Daboor et al., 2010). Men pa grunn av den lave tilleggseffekten av collagenase i kombinasjon
5 i forhold til 1, er det mest sannsynlig at overflateforskjeller og affinitet bidrar mest til forskjellen i

mengden opplest collagen.

Som forventet ble ikke ren collagenase (3) pavirket signifikant av verken behandlingstid eller
temperatur, da lgsningen ikke inneholdt substrat. Siden opprenset collagenase (4) heller ikke inneholdt
bindevev, men fremdeles viste signifikante verdier, er det mulig at noen av verdiene er feilmalinger.
Resultatet fra resten av kombinasjonene med opprenset collagenase (6, 7) mangler en god del malinger,
og de oppnadde verdiene oppfattes som sveert usikre. Videre sammenligninger mellom kombinasjonene
med opprenset collagenase utfares derfor ikke. En interessant observasjon er at av alle kombinasjonene
med opprenset collagenase fantes det ingen resultater fra behandlingene ved 55°C. Hgy grad av
hydrolysering i cryorrgrene gjorde at prevene lakk ut av rgrene. Dette kan tyde pa starst effekt pa
bindevevet ved 55 graders behandling.

Flere av resultatene gav ogsa indikasjoner pa at behandling ved 55°C etter bestemte behandlingstider
farte til starre effekt pa opplesning av collagen enn ved 60 graders behandling. I kombinasjonen med
rent collagen (1) var mengden opplgst collagen signifikant stgrre ved 55°C enn ved 60°C etter 1 times
behandling. Tendenser til forskjell mellom de to behandlingene ble ogsa observert i kombinasjonene
med isolert bindevev (2) og med isolert bindevev og ren collagenase (8), henholdsvis etter 6 og 24 timers
behandling. Verdiene fra 50 graders behandlingene gav derimot ingen indikasjoner ved noen av
tidsintervallene pa gkt eller redusert effekt pa bindevevet i forhold til de andre behandlingene.
Bruggemann et al. (2009) viste ved hjelp av DSC (0,2°C/min) og SGH-mikroskopi at ubehandlet
collagen fra Biceps femoris fra svin starter denaturering ved 57°C. Det er ogsa funnet at collagen kan
denaturere ved 53°C dersom behandlingstiden forlenges (Christensen, Ertbjerg et al., 2011). Likevel
burde prgvene behandlet ved 50°C hatt det laveste innholdet av opplast collagen, men dette ble ikke
observert i dette studiet. | studiet til Christensen et al. (2013) ble det i Semitendinosus fra ungokse
observert mindre forskjeller mellom temperaturenes pavirkning pa bindevevets effekt pa seigheten
sammenlignet med kukjgtt. Dette kan tyde pa at kjettet brukt i dette studiet kom fra ungokse, og at
krysshindingene var sapass lite varmestabile at ogsa behandlingene ved 50°C kunne bryte dem.

Maten gkt mengde opplast collagen relateres til redusert WBSF og gkt marhet er fremdeles uklar, men
flere studier har funnet sammenhenger mellom disse parameterne i Longissimus dorci og
Stemitendinosus fra svin (Christensen, Ertbjerg et al., 2011) og Pectoralis, Semitendinosus og
Longissimus dorci (Bouton og Harris, 1981), Adductor, Biceps femoris, Gracilis, Semitendinosus og
Semimembranosus (Bramblett et al., 1959), Semitendinosus (Christensen et al., 2013), Semitendinosus
(Christensen et al., 2000), Trapezius (Cronlund og Woychik, 1987), Longissimus, Rectus femoris,
Semitendinosus (Laakkonen, Wellington, et al., 1970) ) og Semitendinosus (Penfield og Meyer, 1975)
fra storfe. Ut ifra de nevnte studiene er det forventet at mengden opplast collagen korrelerer negativt
med WBSF.
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Christensen, Ertbjerg et al., (2011) og fant at WBSF sank betraktelig mellom 53°C og 58°C i Longissimus
dorci og Semitendinosus fra svin, samtidig som de observerte en signifikant gkning i mengden opplast
collagen. Penfield og Meyer (1975) fant en gkning i opplgsningen av collagen mellom 50°C og 60°C i
Semitendinosus fra ungokse da WBSF sank i samme intervall. WBSF var i Longissimus dorci fra ungdyr
av storfe lavest ved 60 graders behandling etter bade 1 og 24 timer (Bouton og Harris, 1981). Det er
ogsa vist at WBSF reduseres helt til 65°C (Vaudagna et al., 2002). Det er dermed uklart hvorfor mengden
opplast collagen i dette studiet viste tendenser til mer pavirkning av 55 graders behandlingene enn
behandlingene ved 60°C. Det kan tenkes at kjgttet benyttet i eksperimentene kom fra et ungdyr, der
behandlingstemperaturen hadde mindre a si for nedbrytningen av kryssbindingene i collagen. Derimot
er det funnet at ogsa WBSF i ungdyr varierer med behandlingstemperatur (Bouton og Harris, 1981). En
annen arsak kan vere at tilstedevaerelsen av collagenase har pavirket collagenet i stgrre grad ved 55°C,
da det er vist at collagenaseaktiviteten avtar ved temperaturer ner 60°C (Foegeding og Larick, 1986;
Laakkonen, Sherbon et al., 1970).

| bestemmelsen av mengde opplgst collagen i pravene ble det under varmebehandlingen pa 115°C mistet
flere paralleller. Varmebehandlingen gikk mest utover de pragvene som inneholdt opprenset collagenase
(4, 6, 7) (figur 4.4). Ved enkelte behandlinger ble alle parallellene fra en kombinasjon mistet. Grunnet
praktiske arsaker ble cryorrgrene varmebehandlet liggende. En kombinasjon av syrens styrke og hay
grad av hydrolysering gjorde at vaesken lakk ut mellom rgret og korken. Oppnadde verdier betraktes
som usikre pa grunn av et minimalt antall paralleller. Det ukomplette datasettet gjer dermed at
statistikken blir usikker, og at flere av behandlingene ikke kan sammenlignes. Ved videre behandlinger
i varmeskap pa sa hgye temperaturer bgr rgrene sta oppreist i for eksempel sand. Tapet av flere
paralleller farte til at standardavvikene ble relativt store. Antall signifikante forskjeller mellom effekten
av behandlingene er dermed i fatall. Arsaken kan vaere mangel pé tilleggseffekter av tilstedevaerelse av
enzym. Dette vil bli diskutert senere sammen med den samme problemstillingen i
actinidineksperimentet. Det ble observert en uventet reduksjon i mengden opplgst collagen i
kombinasjon 1, 5 og 6, henholdsvis ved 60°C, 50°C og 60°C, etter 24 timers behandling. Ettersom
nedbrytningen av collagen til mindre peptider er en irreversibel reaksjon, som i diagrammene kun kan
vises som stabile eller gkende kurver, blir verdiene antatt som apenbare feilmalinger.

Resultatene fra collagenaseeksperimentet ble ogsa fremstilt zymografisk (figur 4.5-4.7).
Kombinasjonene med rent collagen (1) og isolert bindevev (2) ble ikke inkludert, da disse ikke inneholdt
tilsatt collagenase med evne til & angripe gelen. Av usikre arsaker gav ikke kombinasjonene med
opprenset collagenase (4) eller rent collagen og opprenset collagenase (7) resultater. Resultatene fra
resten av kombinasjonene (3, 5, 6 og 8) korrelerte betydelig med mange av de parallelle resultatene fra
bestemmelsen av proteinkonsentrasjon og mengden opplast collagen.

Tegn til gelatinnedbrytning med kun ren collagenase (3) ble observert ved 55°C og 60°C da gelen
fungerte som substrat for collagenasen. Dessverre var det ikke mulig & sammenligne effekten av de ulike
behandlingene pa nedbrytningen av gelen pa grunn av forurensninger fra kontrollen. Som forventet viste
ren collagenase ingen signifikante verdier i bestemmelsen av opplgst collagen pa grunn av mangel pa
substrat. Proteinkonsentrasjonen var heller ikke signifikant, som tidligere diskutert trolig var pa grunn
av lav deteksjonsgrense. Likevel ble tilstedevaerelsen av aktiv collagenase i kombinasjon 3 pavist
grunnet de synlige hvite bandene i zymogrammet.
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I motsetning til mengden opplast collagen, korrelerte proteinkonsentrasjonen i kombinasjonen med rent
collagen og ren collagenase (5) sveert bra med de tilhgrende zymogrammene (figur 4.5 og 4.6).
Behandlingen ved 50°C og 55°C hadde starst effekt bade pa proteinkonsentrasjonen og pa nedbrytning
av gelen, da disse bandene var mest intense og i flertall. I tillegg indikerte bandene i figur 4.6 en gkning
i collagenaseaktivitet ved 50°C og en reduksjon ved 55°C nar behandlingstiden ble gkt fra 1 til 24 timer.
Den samme endringen ble observert i resultatene fra bestemmelsen av proteinkonsentrasjon.
Behandlingen ved 60°C gav fearrest og svakest band, noe som kan indikere redusert collagenaseaktivitet
rundt denne temperaturen. Resultatet styrkes av tilsvarende observasjoner i proteinkonsentrasjon i
tillegg til observasjoner gjort av Foegeding og Larick (1986) og Laakkonen, Sherbon et al. (1970), som
fant redusert collagenaseaktivitet over 60°C.

Ogsa i zymogrammet til kombinasjonen med isolert bindevev og ren collagenase (8) viste 60 graders
behandlingen minst effekt pa nedbrytningen av gelen og indikerer igjen redusert collagenaseaktivitet
med gkt temperatur. P4 grunn av de relativt store standardavvikene i bestemmelsen av mengde opplgst
collagen og proteinkonsentrasjon var det ikke mulig a finne signifikante forskjeller mellom effekten av
temperaturene pa collagenaseaktiviteten og pa opplgsningen av collagen. Zymogrammet indikerer
derimot mest effekt pa nedbrytningen av collagen ved behandling ved 50°C og 55°C og minst effekt ved
60°C. Det skal tas hensyn til at behandlingstidene er ulike, da det er mulig at 60 gradersbandet hadde
veert tydeligere etter 24 timers behandling enn etter 6 timer. De tre behandlingene produserte relativt
svake band i forhold til hos kombinasjon 5 og 6 og tyder pa liten nedbrytning av collagen i bindevevet
og gelatin i gelen. Observasjonen korrelerer med funnene gjort i bestemmelsen av proteinkonsentrasjon
og mengde opplest collagen, der resultatene gav indikasjoner pa at affinitets- og overflateforskjeller
farte til redusert collagenaseaktivitet og opplasning av collagen.

De hvite bandene i zymogrammet til kombinasjonen med isolert bindevev og opprenset collagenase (6)
indikerte en gkning i collagenaseaktivitet med gkt behandlingstid, der aktiviteten var hgyest etter 24
timer. | motsetning til kombinasjonene med ren collagenase (5 og 8) viste kombinasjon 6 like hgy
collagenaseaktivitet i zymogrammet ved 60°C etter 24 timers behandling som ved 50°C og 55°C. Dette
kan skyldes innholdet av mange andre proteiner, fra bade bindevevet og den opprensede collagenasen,
som pa en eller annen mate har dannet fysiske hindringer omkring collagenasen slik at den ikke blir
denaturert av varmen like effektivt. Zymogrammet paviste tilstedevaerelse av mange andre proteiner i
den opprensede collagenaselgsningen, da flere mgrke band var synlige pa gelen (figur 4.7). Som
tidligere nevnt har sannsynligvis proteinenes negative effekt pa proteinkonsentrasjonen overskygget den
positive effekten av collagenaseaktivitet og varme pa opplasningen av collagen og dermed fart til at
summen av proteininnholdet i stedet ble redusert med gkt behandlingstid. Pa grunn av at aktiviteten hos
collagenasen og proteinene i zymogrammet er ulikt farget, viser den isolerte effekten av
collagenaseaktivitet at opplasningen av collagen gker med gkt behandlingstid.

Resultatene fra de ulike analysene viste at rent collagen og isolert bindevev pavirkes av bade
behandlingstid og temperatur, bade med og uten tilstedevarelse av collagenase. Flere studier har vist at
opplasningen av collagen pavirkes positivt av tilstedeveerelsen av collagenase i storfe (Cronlund og
Woychik, 1987; Foegeding og Larick, 1986; Laakkonen, Sherbon et al., 1970) og av andre proteolytiske
enzymer i storfe (Penfield og Meyer, 1975). Signifikante tilleggseffekter og tendenser til tilleggseffekter
ble observert i flere av kombinasjonene med tilstedevarelse av collagenase. Dette gir indikasjoner pa at
collagenase kan indusere opplgsning av collagen, og at kombinasjonen av varme- og enzympavirkning
gir starre effekt pa opplgsningen enn varme kan alene.
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Mangel pa flere og mer signifikante tilleggseffekter kan skyldes eventuelle inhibitorer, redusert affinitet
mellom enzym og substrat og fysiske hindringer forarsaket av den kompakte overflaten i isolert
bindevev. Det er tenkelig at affiniteten avhenger av typen collagen og collagenase ettersom det finnes
flere varianter med ulike egenskaper (Lepetit, 2008; Tornberg, 2005). | tillegg forventes det at affiniteten
mellom isolert bindevev og ren collagenase og mellom rent collagen og opprenset bindevev er lavere
enn mellom to rene stoffer. Aktiviteten til flere typer collagenaser svekkes ved fraveer av kalsium og
zink (Daboor et al., 2010), men dette er blitt tatt hgyde for i eksperimentet, da bufferne var tilpasset
assayene og inneholdt de ngdvendige stoffene.

Samtlige av de diskuterte resultatene viste mindre effekt av behandling ved 60°C enn ved 55°C pa
proteinkonsentrasjon og opplgsning av collagen. Det er pastatt at collagenase er aktiv i et stort
temperaturintervall; 20-40°C (Daboor et al., 2010) og 37-59°C (Laakkonen, Sherbon et al., 1970).
Collagenase fra Clostridium histolyticum viser seg & vaere mest aktiv mellom 40°C og 60°C, der
aktiviteten avtar betydelig over 60°C (Foegeding og Larick, 1986). Laakkonen, Sherbon et al. (1970)
fant den hgyeste collagenaseaktiviteten i oksekjgtt ved 37°C ved pH 7,7, etterfulgt av en reduksjon til et
minimalt niva ved 60°C. Det antas derfor at collagenase har lav toleranse for temperaturer nar eller over
60°C, i hvert fall ved lengre behandlingstider, og begynner & denaturere under slike forhold.

Selv om collagenase denaturerer med gkt temperatur, burde likevel varmepavirkningen kunne
kompensere for tapet av videre opplgsningen av collagen indusert av collagenase, ettersom det er vist at
ogsa kun varme har signifikant effekt pa bindevevet, og at gkt temperatur opp mot 60°C farer til en
ytterligere gkning i opplesningen av collagen (Christensen et al., 2013; Christensen et al., 2000). Flere
studier har malt WBSF og funnet en sammenheng med opplgsningen av collagen. Studiene viser at i
temperaturintervallet der WBSF reduseres, mellom 50°C og 65°C, gker opplgsningen av collagen
signifikant (Christensen, Ertbjerg et al., 2011; Christensen et al., 2013; Penfield og Meyer, 1975).

Malinger som tydeligst viste den samme effekten av temperatur pa bindevev som andre studier ogsa har
kommet frem til, ble observert under bestemmelsen av proteinkonsentrasjonen i kombinasjonen med
rent collagen (1). Diagrammet (figur 4.1) viser tydelig gkningen i mengden opplgst collagen fra 50 til
60 graders behandling, der de starste signifikante forskjellene observeres etter 24 timer. Som observert
i andre studier (Christensen, Ertbjerg et al., 2011; Christensen et al., 2013; Penfield og Meyer, 1975),
farte behandling ved 50°C til minimal pavirkning pa bindevevet ved alle tidsintervallene, mens den
starste pavirkningen ble observert ved 60°C.

Arsaken til at det ble observert starre pavirkning pé& collagen og bindevev ved 55°C enn ved 60°C er
usikker. | kombinasjonene med opprenset collagenase (4, 6, 7) er arsaken noksa klar. Ettersom
collagenaseaktivitet og proteolytisk aktivitet reduseres ved temperaturer nar 60°C (Foegeding og Larick,
1986; Laakkonen, Sherbon et al., 1970; Penfield og Meyer, 1975), vil sannsynligvis denatureringen av
enzymene redusere proteinkonsentrasjonen mest ved den hgyeste temperaturen (figur 4.2). Det kan
tenkes at effekten av kombinasjonen av collagenaseaktivitet og behandling ved 55°C pa collagen og
bindevev er starre enn effekten av behandling ved 60°C alene, dersom det antas at collagenasen er
denaturert ved denne temperaturen. Dersom kjgttet benyttet i studiet er fra et ungdyr, er sannsynligheten
stor for at en starre del av kryssbindingene ikke er blitt varmestabile (Lepetit, 2008; Tornberg, 2005),
og behandlingstemperaturen vil dermed ha mindre innvirkning pa opplasningen av collagen. | studiet til
Christensen et al. (2013) ble det observert at ulike temperaturer, 53-63°C, hadde sveart varierende effekt
pa bindevevets effekt pa seigheten i kjott fra ku, mens i ungokse gav alle temperaturene noenlunde lik
effekt ved behandlinger lenger enn 8 timer. Samtidig er det funnet varierende WBSF i kjgtt fra ungdyr
avhengig av temperatur.
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Det kan virke som at den optimale temperaturen for gkt denaturering og opplagsning av collagen
observert i dette studiet er noe lavere enn i andre. Ved sammenligninger med andre studier bar det tas
hensyn til om kjgttet behandles helt eller in vitro. Ved behandling av helt kjgtt vil bindingene i collagen
vaere mindre eksponert for direkte varme- og enzympavirkning som falge av fysiske barrierer. Det er
dermed logisk at mer varme ma tilfares for at bindingene skal bli brutt, noe som kan forarsakes av gkt
temperatur og/eller behandlingstid. Bindingene i rent collagen eller bindevev vil ved in vitro-behandling
veere mer eksponert for ytre pavirkninger ettersom de ikke er beskyttet av fysiske hindringer. Det er
derfor mulig at temperaturintervallet der bindevevet i behandlet kjgtt blir pavirket mest er
parallellforskjevet nedover ved in vitro-behandling av isolert bindevev eller rent collagen. En annen
medvirkende faktor i bindevevets tilsynelatende reduserte temperaturtoleranse i in vitro-studier kan
veere bruken av SDS i opprensningsprosedyren. SDS er et sterkt lasemiddel, som i studiet ble benyttet
for & fjerne muskelfiberrester, men det kan ogsa ha bidratt til & svekke bindingene i bindevevet og
dermed redusert denatureringstemperaturen.

5.2 Marinering i actinidin og LTLT-behandling

Forhandsmarinering av isolert bindevev med actinidin gav en signifikant gkning i mengden opplast
collagen ved flere av temperaturene og behandlingstidene. Som forventet ble noen av de laveste verdiene
av opplast collagen observert i praver marinert i ren MES-buffer og de hgyeste hos prevene marinert i
actinidin. Ogsa her ble noen av parallellene mistet under varmebehandlingen pa 115°C som en fglge av
hgy grad av hydrolysering. Et tilneermet komplett datasett gjgr derimot at statistikken betraktes som
tilstrekkelig palitelig.

Varmen fra behandlingen pa 50°C i 1 time uten actinidinmarinering var ikke er tilstrekkelig til & pavirke
bindevevets denaturering og opplasning signifikant. Pa grunn av den relativt lave temperaturen og den
korte behandlingstiden har sannsynligvis ikke collagenet i bindevevet begynt a denaturere. Andre studier
har ogsa funnet at temperaturer rundt 50°C farer til betydelig mindre collagenopplgsning, i hvert fall ved
behandlinger kortere enn 5 timer (Longissimus dorci og Semitendinosus fra svin) (Christensen, Ertbjerg
et al., 2011). De forhandsmarinerte prgvene behandlet ved 50°C i 1 time viste noe hgyere effekt pa
bindevevet, der OT1005X pavirket opplgsningen mer enn KFP. Mengden opplgst collagen i disse
pravene er en direkte avspeiling av enzymaktiviteten.

Leverandgrene oppgir i sin produktinformasjon enzymenes optimumstemperatur. OT1005X har en
optimumstemperatur pa 20°C, men aktivitet kan observeres helt fra 2°C til 38C
(http://www.foodprocessing.com.au). Optimumstemperaturen til KFP oppgis som 55°C til 60°C
(http://www.kiwienzyme.com). Pa grunn av den hgye optimumstemperaturen til KFP, antas det at
enzymet har liten aktivitet ved kjgleskapstemperatur (6°C). Minimalt bidrag til opplesning av collagen
under marineringen er derfor forventet av KFP. Det antas at KFP farst under LTLT-behandlingen vil bli
aktiv nok til & pavirke bindevevet. OT1005X er aktivt helt ned til 2°C og vil pavirke opplgsningen av
collagen under hele marineringen. Enzymet vil derimot vise minimal aktivitet under LTLT-
behandlingen, da det denatureres allerede ved 38°C. Dersom det antas at behandlingen ved 50°C i 1 time
gav minimal effekt pa bindevevet, er de observerte sgylene i figur 4.8 en direkte avspeiling av effekten
forhandsmarineringen har pa bindevevet. Sgylenes hgyde korrelerer med actinidinvariantenes aktivitet
ved oppgitt optimumstemperatur.
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Bindevevet behandlet pd 90°C har sannsynligvis krympet mer og gelatinert mindre pa grunn av den hgye
temperaturen og viste derfor ikke like hgye verdier som ved 50°C og 60°C, bortsett fra prevene marinert
i OT1005X. Sugiyama et al., (2005) fant at den proteolytiske aktiviteten i kiwifruktjuice ved 80°C kun
farte til nedbrytning av allerede denaturert collagen, og Wada et al., (2004) varmet reaksjonslgsningene
opp til 90°C for a stoppe videre enzymatiske reaksjoner etter endt varmebehandling. Dette, sammen med
leverandgrenes informasjon om de optimale temperaturene til actinidinvariantene benyttet i
eksperimentet, indikerer at temperaturer over 80°C hemmer enzymaktiviteten og farer til mindre
opplgsning av collagen. Grunnet hgyest aktivitet under marineringen er det logisk at pravene marinert i
OT1005X inneholder mest opplast collagen etter endt 90 graders behandling. Mengden opplast collagen
i prevene uten actinidin var ikke signifikant forskjellig fra mengden i prgvene marinert i OT1005X eller
KFP (P>0,05). Dette indikerer igjen minimal eller ingen enzymaktivitet under varmebehandlingen, og
bindevevet antas a ha blitt pavirket hovedsakelig av varmen i 90 graders behandlingen.

Pa forhand var det forventet & observere signifikant tilleggseffekt av forhandsmarineringen, ettersom
actinidin og kiwijuice tidligere har vist positiv effekt pa opplgsning av collagen (Christensen et al., 2009;
Sugiyama et al., 2005; Wada et al., 2004) og reduksjon i WBSF (Aminlari et al., 2009; Christensen et
al., 2009; Sugiyama et al., 2005; Toohey et al., 2011), men denne observeres ikke. Selv om OT1005X
og KFP har ulike optimumstemperaturer og dermed er aktive ved ulike deler av behandlingen, ble det
overraskende nok observert fa signifikante forskjeller mellom behandlingene, uavhengig av tid,
temperatur og actinidinvariant. Ut i fra andre studier burde innholdet av opplgst collagen veert betydelig
hayere i de marinerte pregvene, og det burde kunne observeres flere signifikante forskjeller mellom de
ulike behandlingstidene og temperaturene benyttet i eksperimentet.

Mangel pa tilstrekkelige mengder collagen i lgsningene kan ha veert en mulig arsak til de fa observerte
forskjellene mellom behandlingene. Det var derimot betydelige mengder synlig bindevev igjen i alle
ragrene etter LTLT-behandlingen. Avhengig av forholdet mellom elastin og collagen kan det hende at
det resterende bindevev hovedsakelig var elastin. Likevel er dette usannsynlig, da elastin kun utgjer en
liten del av bindevevet (Baldwin, 2012). Det kan ogsa tenkes at enzymene har hatt vanskeligheter med
a komme til de aktuelle bindingene pa grunn av redusert affinitet eller eventuelle
konformasjonsendringer i enten bindevevet eller enzymene under LTLT-behandlingen.

Metodikken er trolig den mest sannsynlige arsaken til fraveeret av signifikant forskjell mellom
behandlingene, bade i collagenase- og actinidineksperimentet. En tommelfingerregel sier at absorbansen
bar ligge mellom 0 og 1 for & unnga en eventuell avhgyning av en i utgangspunktet lineaer standardkurve.
I eksperimentene ble relativt hgye absorpsjonsverdier malt, nesten helt opp til 2,5. Absorpsjonsverdiene
i standardkurven var ogsa haye, i tillegg til at de formet en logaritmisklignende kurve. Arsaken til de
haye verdiene er sannsynligvis at prgvene og standardlgsningene var altfor konsentrerte. P& grunn av
den hgye konsentrasjonen av opplest collagen kan det hende at mengden fargereagens brukt i
eksperimentet ikke var tilstrekkelig til & farge alt substratet. Uten tilstrekkelige mengder fargereagens
vil absorbansen oppna en gvre grense, og det vil i dette eksperimentet ikke kunne observeres signifikante
forskjeller mellom praver med hgyere innhold enn ~0,4 mg opplast collagen/ml. Figur 4.9 illustrerer
fint de visuelle forskjellene mellom de tre marineringsvariantene etter behandling ved 90°C i 1 time og
styrker pastanden om at en begrensning under fargemalingen ma ha skjedd i prevene med det hgyeste
innholdet av opplest collagen. For & bekrefte dette ma det foretas nye malinger i et nytt studie.
Kombinasjon 4, 6 og 7 fra collagenaseeksperimentet viste verdier opp mot 0,8 mg/ml, men disse blir
antatt til & veere lite palitelige.
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Bildene av marinert og LTLT-behandlet bindevev (figur 4.10-4.13) korrelerte sterkt med prevenes
mengde opplast collagen (figur 4.8). Bildene av nullprgvene uten varmebehandling vil ikke kunne
sammenlignes med verdiene da disse pa forhand ble trukket fra. Nullprgvene viste likevel tydelig effekt
av enzymmarineringen. Prgvene behandlet ved 50°C i 1 time var i stor grad preget av fibrgse omrader,
spesielt ved marinering i ren MES-buffer og i KFP. Dette indikerer lite gelatinering og korrelerer sterkt
med den lave graden av collagenopplasning presentert i figur 4.8 og i andre studier. Opplgsning av
collagen viste seg & veere signifikant lavere ved temperaturer rundt 50°C enn ved 60°C, spesielt nar
behandlingstiden var kort (Christensen, Ertbjerg et al., 2011; Christensen et al., 2013).

I motsetning til verdiene i figur 4.8, som viste jevnt hgyt innhold av opplgst collagen uansett
behandlingstid og temperatur, ble det i bildene av bindevevet observert stgrre forskjeller mellom
behandlingene, spesielt ved OT1005X-marineringen. Bindevevet marinert i OT1005X viste noe gratete
overflate etter behandling ved 90°C i 1 time, men tydeligst pavirket var bindevevet behandlet ved 50°C
i 24 timer og ved 60°C i 1 og 24 timer. Her var overflaten sveert klumpete og geleaktig, og en merkbar
forandring i teksturen ble observert. Det var mye lettere a dra bitene fra hverandre, og ingen synlige
fibrer var til stede. Effekten av forhandsmarineringen med actinidin pa bindevevet kom tydeligere til
uttrykk i bildene enn i sgylediagrammet i figur 4.8. Dette styrker hypotesen om at forhandsmarinering i
actinidin farer til en tilleggseffekt i opplasningen av collagen, men pa grunn av begrensninger i
fargemalingen, ble den ikke observert i diagrammet.

Det fremkommer av actinidineksperimentet gode indikasjoner pa at actinidin har hatt signifikant effekt
pa opplasningen av collagen i bindevev fra oksekjgtt. Resultatene indikerer at mengden opplest collagen
i prevene marinert i OT1005X og KFP ble mest pavirket av behandlingene ved 50°C i 24 timer og ved
60°C i 1 og 24 timer, selv om flere og mer signifikante tilleggseffekter var forventet. Andre studier har
ogsa funnet effekt av bade actinidin og kiwifruktjuice pa bindevev. Toohey et al. (2011) viste at WBSF
i Semimembranosus fra okse injisert med en kiwifrukt-basert lgsning ble signifikant redusert etter 1 og
WBSF redusert med 50% etter lagring i 9 dager ved 2°C i forhold til i kjgtt som ikke ble injisert, der
actinidin ogsa hadde signifikant innvirkning pa opplesningen av collagen (Christensen et al., 2009).
Signifikant reduksjon i WBSF ble ogsa observert i varmebehandlet oksekjgtt og isolert bindevev fra
oksekjatt ved tilstedeveerelse av actinidin og kiwifruktjuice (Aminlari et al., 2009; Sugiyama et al.,
2005).

Ingen av de nevnte studiene utfarte LTLT-behandling pa kjgttet, og forfatteren bekjent er det ingen som
har sett pa effekten av bade actinidinmarinering og LTLT-behandling pa bindevev fra oksekjgtt. Direkte
paralleller kan ikke dras mellom de nevnte studienes resultater og resultatene oppnadd i dette studiet.
Likevel virker oppnadd resultat sannsynlig ettersom flere studier viser at denaturering og opplgsning av
collagen gker mellom ~50°C til ~60°C og ved lang behandlingstid (Christensen, Ertbjerg et al., 2011;
Christensen et al., 2013), og at marinering i actinidin har en tilleggseffekt pa collagenopplgsning og
WBSF (Aminlari et al., 2009; Christensen et al., 2009; Toohey et al., 2011).

Actinidin oppfattes som en viktig bidragsyter i mgrningen av kjgtt bade med og uten varmebehandling.
I tillegg er det i svinekjgtt vist at marinering i actinidin har fa bieffekter pa for eksempel smak, lukt og
saftighet (Christensen et al., 2009). Sammenlignet med ficin og papain, har actinidin mindre innvirkning
pa nedbrytning av muskelfibrene og farer til en mer gnskelig tekstur i kjettet (Aminlari et al., 2009;
Christensen et al., 2009). Aminlari et al. (2009) konkluderer med at fordi det kun trengs en liten mengde
actinidin som ikke trenger veere helt ren for a gi effekt, kan bruk av dette enzymet i kjgttindustrien vare
en gkonomisk fordel.
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Selv om verdier fra collagenase- og actinidineksperimentet ikke er statistisk sammenlignet, kan det se
ut som at mengden opplgst collagen i prgvene marinert i actinidin var noe hgyere. | tillegg er de mer
palitelige ettersom en mindre del av datasettet ble pavirket og gdelagt av varmebehandlingen ved 115°C.
Laakkonen, Sherbon et al. (1970) viste at optimal pH for collagenase var rundt 7,5 ved 37°C, og Katsaros
et al. (2009) oppgav at den proteolytiske aktiviteten i kiwijuice har et optimum pa rundt pH 6 ved 30°C.
pH-verdiene til bufferne benyttet i eksperimentene var ogsa forskjellige; 7,5 i collagenaseeksperimentet
0g 5,5 i actinidineksperimentet, og det blir dermed vanskelig & sammenligne virkningen pa bindevevet.
Men ettersom collagenase finnes i naturlige konsentrasjoner i kjatt, vil injeksjoner med eller marinering
i actinidin kunne tilfare ytterligere pavirkning pa bindevevets opplgsning.

Det er ukjent hvor gammelt kjattet var da det ble brukt i eksperimentet, men sa lenge alle kjgttstykkene
har ligget like lenge under samme forhold, har sannsynligvis ikke lagringstiden pavirket kjgttets kvalitet
eller enzymaktivitet ulikt. Bryan (2004) opplyser om at den laveste temperaturen for patogen vekst
ligger omkring -1°C. Da Kkijgttet har ligget stabilt pa -80°C har det heller ikke blitt utsatt for patogen
pavirkning under lagringen. Under eksperimentforberedelser utfgrt pa laboratoriet ble det arbeidet i
kaldt miljg for & holde enzymaktiviteten i pravene pa et minimum frem til analyse. Det konkluderes med
at verken lagringstid, tilstedeveerelse av patogener eller eksperimentutfgrelse har bidratt til betydelige
pavirkninger i oppnadde resultater. Apenbare feilméalinger ble fjernet ved hjelp av Pivot-diagrammer.
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6 KONKLUSJON

| studiet ble effekten av varmeindusert denaturering og enzymatisk nedbrytning av rent collagen og
isolert bindevev fra oksehgyrygg under LTLT-betingelser studert in vitro. Collagenase og actinidin ble
tilsatt for & finne eventuelle tilleggseffekter av proteolytisk aktivitet pa opplasningen av collagen.

Oppnadde resultater i collagenaseeksperimentet viste at opplasningen av rent collagen og collagen i
isolert bindevev ble pavirket av bade temperatur, behandlingstid og tilstedeveerelse av
collagenaseaktivitet, der aktiviteten ogsa ble pavirket av temperatur og behandlingstid. Observerte
tilleggseffekter pa collagenopplgsningen ved tilstedevearelse av ren og opprenset collagenase gir
indikasjoner pa at kombinasjonen mellom varme- og collagenasepavirkning kan gi starre effekt pa
opplasningen av collagen enn varme kan alene. Flere av de oppnéadde resultatene indikerte at 55 graders
behandlingene gav mest effekt pa collagenet og bindevevet. Den optimale behandlingstiden varierte noe
med kombinasjonen av substrat- og enzymvariant, men 1a som regel pa 24 timer. Collagenaseaktiviteten
var lavest ved 60 graders behandlingene.

I actinidineksperimentet viste bade OT1005X og KFP signifikant effekt pa opplgsningen av collagen i
bindevev fra oksehgyrygg. Tilleggseffekten av tilstedeveerelsen av actinidin var tydeligst ved 50 og 60
graders behandlingene etter 1 time. Sammenlignet med prgvene uten actinidin, viste de
forhandsmarinerte prevene med OT1005X og KFP signifikante mengder opplest collagen ved hver av
de utfgrte behandlingene. Resultatet indikerer at behandling ved 50°C i 1 time ved fraveer av actinidin
eller eventuelle andre proteolytiske enzymer ikke er tilstrekkelig nok til & denaturere og bryte ned
collagen i det isolerte bindevevet. Mengden opplast collagen i de actinidinmarinerte prevene behandlet
ved 50°C i 1 time illustrerer dermed den isolerte effekten av actinidin pa bindevevet, og indikerer bedre
effekt av OT1005X enn av KFP. Ettersom OT1005X ogsa var aktiv under forhandsmarineringen gav
det mer effekt pa bindevevet behandlet ved 90°C i 1 time sammenlignet med KFP. Det ble observert hgy
opplesning av collagen ved de fleste av behandlingene uavhengig av actinidinvariant. OT1005X viste
noe bedre effekt pa bindevevet enn KFP, henholdsvis ved 50 og 90 graders behandlingen i 1 time.

Studiet av det forhandsmarinerte og varmebehandlede bindevevet i lupe gjorde det lettere a skille
mellom effekten av de ulike behandlingstidene og temperaturene. Bindevevet var i stor grad pavirket av
flere av behandlingene, men det konkluderes med at forhandsmarinering i OT1005X og behandling ved
60°C i 24 timer gav starst effekt pa opplgsningen av collagen i bindevevet.
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APPENDIX 1

Kombinasjonsoversikt

Komb

Substrat

Enzym

Rent collagen

Isolert bindevev

Rent collagen
Isolert bindevev
Rent collagen

Isolert bindevev

Ren collagenase
Opprenset collagenase
Ren collagenase
Opprenset collagenase
Opprenset collagenase

Ren collagenase




APPENDIX 2

Determination of collagenase activity

Reagents:
Buffer: Tris-HCI + CaCl; (used for purification)

Substrate: Suc-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-AMC
Standard/product: 7-amino-4-methyl-coumarin

Stop buffer:

100 mM sodium hydroxid 49

30 mM sodium acetat 4,0825¢
70 mM 100% acetic acid 4 ml
100 mM chloroacetic acid 945¢

Adjust volume to 1 | and pH to 4.3

Enzyme activity measurements:

XX (from 1-100) pl sample is added XXX (from 50-149) pl activation buffer (150pl in total). Mix in
an Eppendorf tube — heat to 40°C in a water bath. Add 100 ul 12,5 uM substrate mixture and incubate
for 10 min at 40°C. Add 1 ml stop buffer — mix. A blind sample is made by 150pul activationbuffer. After
incubation stop buffer is added and then the substrate.

After adding stop buffer + mixing 250 pl sample, standards and blinds are transferred to the wells of a
black 96 well microtiterplate.

Fluorescens is measured on Fluoroskan with excitation and emission wavelengths of 355 nm and 460
nm, respectively.

Substrate:
Stock solution:
10 mM Z-Phe-Arg-Nmec/AMC 0,0065 g

Dissolve in 1 ml DMSO (dimethylsulfoxid), store frozen at -20°C.
Substrate solution: (keep in darkness)

Dilute stock solution to 12,5 uM in MilliQ water before use (800*): Dilute 12,5 pl 10 mM Z-Phe-Arg-
Nmec to 10 ml with MilliQ water.



Standards:
Standard: 5 uM 7-amino-4-methyl coumarin i DMSO.
Dilute in stop buffer: 25; 50; 100; 150; 200 nM. 0 nM (blind) = only stop buffer.

Stock solution I: 1 mi
10 mM 7-amino-4-methyl coumarin 0,0018 g
Dissolve in 1 ml DMSO

Stock solution 11: 50 ml (Make new every day)

SuM 25 pl Stock solution |

Dilute to 50 ml with stop buffer.

200 nM 400 pl Stock solution 11 is diluted to 10 ml stop buffer
150 nM 3 ml 200 nM + 1 ml stop buffer

100 nM 2 ml 200 nM + 2 ml stop buffer

50 nM 1 ml 200 nM + 3 ml stop buffer

25 nM 0,5 ml 200 nM + 3,5 ml stop buffer

0nM only stop buffer



APPENDIX 3

Determination of proteinase activity by digestion of gelatin

Reagents:

Substrate:

Dry gelatin (from cod) 8 g. Pre-dissolve in 100 ml water over night at 10°C

Dissolve by stirring (up to 65°C, pH 7.7). Store frozen.
Thaw 1 hr at 25°C

Buffer: Johnson and Lindsay buffer:
Reagents (Basis):

Citric acid x H.0 6.01¢
H3BO, 1.77¢g
KH2PO,4 3.89¢

Diethyl barbituric acid 5.27 g
Dissolve in 1 1 H,O
Mix basis with either 0.2 M HCI or 0.2 M NaOH to desired pH

Precipitation agent: 12% (w/v) TCA-solution

Colour reaction:
Solution a: 1 g NasCitrate x 2 H,O
0.5g CuS0O4 x5 H,0
Dissolve in 100 ml H.O
Solution b: 16 g NaOH
50 g Na,COs3
Dissolve in 500 ml H,O
Folin-Ciocalteu reagent

Enzyme activity measurement:

Use small screwcap tubes

0.5 ml buffer (J&L pH 7)

Cut 0.5 cm of a pipette tip and add 0.25 ml substrate
Start: Add 0.25 ml enzyme solution. Incubate 1 h at 25°C
Stop: Add 5 ml 12% TCA. Add substrate to blinds
Centrifuge: 10 min, 2000 g




Colour reaction

Use disposable plastic cyvettes (4-5 ml)

From each tube take out 0.25 ml of the supernatant, and add 0.25 ml water

Use 0.5 ml 5 % TCA as a blank and 0.5 ml Tyrosine solution (0.1 umol/ml in 5 % TCA\) as a standard

Mix fresh 79 ml H2O, 1 ml a and 20 ml b

Add 2 ml of this solution to each sample

After 30 min at room temperature, add 0.125 ml Folin—Ciocalteu reagent and mix immediately
After another 30 min at room temperature, measure optical density at 700 nm



APPENDIX 4

Produktinformasjon om collagenase

SIGMA-ALDRICH

3050 Spruce Street
Saint Louwis, Missour| 53103 USA
Telephone 800-325-5832 = (314) 771-5765
Fax (314) 286-7828
email: tachsery @ sial.com
sigma-aldrich.com

Collagenase
from Clostridium histolyticum

Product Mumber C1889
Storage Temperature -0 °C

Product Description
Enzyme Commission (EC) Number: 3.4.24.3
CAS Number: 9001-12-1

This collagenase is obtained from the culture filtrate of
Clostridium histolyticum. The culture filtrate is thought
to contain at least 7 different proleases ranging in
molecular weight from 68-130 kDa.' This lyophilized
powder is prepared from a sterile filtered solution of
Product No. C 5138.

Collagenase is typically used to digest the connective
components in tissue samples to liberate individual
cells. The concentration for cartilage dispersal is

1-2 mg/ml, but literature searches should be
performed for sEe cies specific and/or tissue specific
concentrations.

Many references exist for using collagenase to digest
various tissues. The choice of one technique over
another is often arbitrary and based more on past
experience than on an understanding of why the
methed works and what modifications could lead to
better results. Concentrations typically vary from

0.1 to 5 mg/ml, and digestion time should be
experimentally monitored using a very gentle agitation
system to check for tissue dissociation. Collagenase
treatment can cause some cells to die. Satisfactory
efficiency of cell dissociation without causing too much
cell death typically is achieved from 15 minutes to
several hours, but can fall outside of this range if the
concentration is unusual. The preferred buffer to use
is Krebs Ringer Buffer with calcium and BSA. n™
required for activity, but it is tightly bound to the
collagenase during purification. Additional Zn** should
not be necessary as long as no chelator is added to
the solution during digestion.

Productinformation

When this enzyme is tested for suitability for the
release of hepatocytes, the collagenase is used at
approximately 1 mg/ml in a total volume of 100 ml for
each rat liver.

If excessive cell death is observed with concentrations
used with previous lots, the new lot used might have a
higher specific activity. Lowering the enzyme
concentration and/or adding BSA or serum (0.5% and
5-10%, respectively) is recommended. These
components are added to stabilize the cells to futher
digestion by the enzyme.

Radiolabeled gelatin has been used to measure the
activity and mechanism of collagenase digestion.

Mandl units have the same description as Sigma
collagen digestion units. The conversion factor for
Mandl units/\Wuensch units to Sigma units is
approximately 1000-2000 to 1.

Precautions and Disclaimer
For Laboratory Use Only. Mot for drug, household or
other uses.

Preparation Instructions

For measurement of enzymatic activity, an

enzyme stock solution is prepared by dissolving

0.05 - 0.1 mg/ml collagenase in 50 mM TES buffer,

pH 7.4 (37 *C), containing 0.36 mM calcium chloride.
Final concentrations in the reaction mixture are 50 mM
TES, 0.36 mM calcium chloride, 25 mg collagen
(Praduct No. C9879), and 0.005-0.01 mqg collagenase.

For tissue culture applications, collagenase can be
solubilized in calcium-free solutions such as Hank's
Balanced Salts (Product No. H2387) or Earles
Balanced Salt Solution (Product No. EG267).

Vi



To sterile filter solutions of collagenase, first centrifuge
the solution or filter through a 0.8 pm filter to remove
insolubles. This will remove particulates and reduce
the probability of clogging the 0.2 pm filter during
sterile filtration.

Storage/Stability

Solutions at neutral pH and with adequate calcium ion
concentration (0.3-0.5 mM) will retain activity for at
least 5 hours at 37 °C.

Solutions at -20 °C are stable for several months.*
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