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Abstract

The project involves the production and isolation of bioactive products from
by-products of sheep meet processing, with the aim to create new valuable
products. This study was carried out using four sheep organs; spleen, thymus,
heart and pancreas, which are mostly worthless organs. Chemical analyzes
were performed on the freeze-dried organ minch and the results indicate highly
different fat content of the four organs and reflecting the high fat content of the
two gland types included.

Electrophoretic characterization of the products showed that hydrolysis and the
subsequent filtration for fractionation the proteins were successful, with the
protein bands of all the samples approximately 1,7 kDa in size.

The results furthermore showed both antioxidant activity and blood pressure
inhibitory effects were in peptide fractions smaller than 3 kDa, derived from
hydrolysis of proteins in the organs. Antioxidant activity was achieved by
hydrolysis of the organs with both with the Alcalase® from Novozymes as
well as with a mixture of enzymesfrom cod viscera. Higher activity was
obtained through hydrolysis using the Alcalase® enzyme, especially with
hydrolysis of thymus.

Blood pressure inhibitory effects of the samples turned out to be highest
products derived from spleen hydrolysis using Alcalase®, but no activity was

detected in samples hydrolyzed with enzyme mixture derived from cod viscera.

Keywords: By-products, added value, protein hydrolysates, bioactivity.
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Utdrattur

Verkefnid snérist um ad greina og jafnframt ad vinna peptid med ahugaverda
lifvirkni ar hlidarafurdum saudfjarslatrunar. Unnid var med fjorar mismunandi
gerdir liffera ar saudfé; miltu, hostakirtla, briskirtla og hjortu, sem i dag eru ad
mestu verdlaus. Malingar & nearingarefnum i frostpurrkudum liffeerum syndu
ad fituinnihald lifferanna var afar mismunandi enda kirtlarnir mun fitumeiri
heldur en 6nnur liffseri sem rannsdkud voru.

Nidurstodur rafdrattar a afurdum syndu ad vatnsrof og sterdarflokkun
préteinanna tokst sem skildi. Oll syni voru med préteinbénd i kringum 1,7 kDa
ad steerd.

Nidurstoour benda einnig til pess ad badi andoxunarvirkni og
blodprystingshamlandi lifvirkni sé ad finna i peptidum undir 3 kDa ad steerd og
sem myndudust vid vatnsrof préteina i liffeerunum.

Melingar & lifvirkni syndu andoxunarvirkni vid vatnsrof préteina i liffeerunum
bedi med ensiminu Alcalase® frd& Novozymes svo og blondu ensima dr
porskslogi. Andoxunarvirkni meldist po heerri eftir vatnsrof med Alcalase® og
pbéa sérstaklega i hostakirtli. Blodprystinghamlandi ahrif syna reyndust haest eftir
vatnsrof & milta med Alcalase® en ekki melanleg fyrir pau syni sem vatnsrofin

voru med ensimbldndu Ur slogi.

Lykilord: Hlidarafurdir, verometaskdpun, prétein vatnsrof, lifvirkni.
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Skilgreiningar

AAPH: 2,2-azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride.
ACE: Angiotensin converting enzyme.

BHT: Butylated hydroxytoluene.

DPPH: 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl.

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid.

FAPGG: N-[3-(2-furyl)acryloyl]L-phenylalanyl-glycylglycine.
ORAC: Oxygen radical absorbance capacity.

PBS: Phosphate bufferd saline.

SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis.



1 Inngangur

1.1 Hlidarafurdir kjotvinnslu

Kjotionadurinn skilar af sér gridarlega miklu magni af ényttum afurdum, baedi i
fostu formi sem og fljétandi, en par & medal eru til deemis skinn, bein, hofar,
horn, innyfli og bl6d (Arvanitoyannis og Ladas, 2008). A hverju ari verda til
milljonir tonna af hlidarafuroum um allan heim og eru pessar afurdir farnar ad
valda sifellt vaxandi vandraedum fyrir framleidendur pegar kemur ad pvi ad
losa sig vid peer par sem ordid parf i flestum tilvikum ad greida sérstakt
alagningar gjald fyrir urdun peirra. Er pad farid ad hvetja til nytingar & Urgangi
sem til fellur i matveelaframleidslu almennt og par med talid vid saudfjarslatrun
(Bernardini, Harnedy, Bolton, Kerry, O'Neill, Mullen og Hayes, 2010). A
[slandi falla arlega til um 5000 tonn sem hlidarafurdir saudfjarslatrunar og eru
um 1300 tonn af pvi sem fara beinustu leid til manneldis eda i annarskonar
matveelavinnslu (Agust Andrésson, Gudjon borkelsson og Oli bor Hilmarsson,
2010; Asbjorn Jonsson, Klonowski, Elsa Gunnarsdéttir og Hannes
Hafsteinsson, 2002). Ad urda pad sem eftir stendur er fjarhagslega 6hagkvemt
fyrir fyrirteekin og pess vegna leita pau i auknum meeli leida til ad skapa dr
peim verdmeeti, pvi per innihalda mikid magn af verdmeatum efnum, eins og
t.d. protein sem rannsoknir syna ad medal annars veeri haegt ad vinna Ur peptid
med fjolbreytta lifvirkni sem getur leitt til framleidslu nyrra afurda (Bernardini
o.fl., 2010; Toldra, Aristoy, Mora og Reig, 2012). Kjétidnadurinn hefur pvi i
auknum meeli notast vid visindalegar rannsoknir og nyskdpun til pess ad skapa
veromaeti Ur hlidarafurdum, og pannig aukid ardsemi peirra. Vinnsla og nyting
bessara afurda getur pannig gefid af sér verdmeetar afurdir sem leidir til
leekkunar kostnadar vid forgun og einnig minnkun & spillingu umhverfisins
(Toldra o.fl., 2012).



1.2 Moguleikar a nytingu hlidarafurda saudfjarslatrunar

Samkvemt légum nr. 96/1997 um eldi og heilbrigdi slaturdyra, slatrun,
vinnslu, heilbrigdisskodun og gedamat & slaturafurdum, er slaturargangur i 3
gr. skilgreindur sem afurdir sem falla til vid slatrun slaturdyra og ekki eru
nyttar til manneldis.

Hlidarafurdir saudfjarslatrunar er pvi reynt ad nyta a margvigslegan hatt
idnadarlega séd baedi hér & landi og erlendis. Hér & landi eru peer notadar til
deemis i skinnidnad, framleidslu & geeludyrafddri, aburdarframleidslu og einnig
ad einhverju leiti i matveelaidonadinum.

Skinnaidnadurinn notar mikid af islensku ullinni, sem hefur stadid fyrir sinu i
gegnum aldirnar. Ur henni eru framleiddar hinar ymsu flikur og abreidur og
einnig er unnid ur henni ullarfeiti sem stundum er notad sem grunnefni i ymis
smyrsl i snyrtivéruidnadinum. Islenska ullin er eitt af pvi sem erlendir
ferdamenn sakjast hvad mest eftir pegar peir koma til islands (Asbjérn Jonsson
o.fl., 2002).

[ geeludyrafédur er mikid notast vid hlidarafurdir saudfjarslatrunar. Sem demi
ma nefna ad framleidslu fyrirteekid Murr & Isafirdi, sem framleidir hunda- og
kattarmatinn Urr og Murr, notast vid hlidarafurdir ur saudfé, nautgripum og
svinum i sinar vorur (Murr, 2013). Ur saudfjarslatrun er mestmegnis um ad
reeda lungu, halskirtla og allan innmat ar fullordnu fé sem fer i geeludyrafodur
(Bjorn Vikingur Bjornsson, munnleg heimild, 23. april 2013). Vidskipti med
geludyrafodur fara stigvaxandi med ari hverju og eru sterstu markadirnir
erlendis fyrir geeludyraf6dur stadsettir i Bandarikjunum, Japan, Frakklandi og
Bretlandi (Asbjorn Jonsson o.fl., 2002).

Aburd sem nyta ma & 6grdid land er haegt ad vinna ar beinum og afskurdi
saudfjar. Slikur aburdur inniheldur ad 6llu jéfnu mikid magn af kéfnunarefni,
kalsium og fosfor, sem synt hefur verid fram a ad styrkir rotarvoxt plantna. Er
pvi talid ad aburdur ar slikri bléndu sé godur kostur til landgraedslu og
uppbyggingar & svedum sem eru grédursnaud (Asbjérn Jonsson o.fl., 2002;
Jeng, Haraldsen og Vagstad, 2004).

Matveelaidnadurinn nytir sér hlidarafurdir saudfjar ad einhverju leiti og ma par
sem daemi nefna tolg sem er til deemis notud til framleidslu a djupsteikingarfeiti

og einnig vid framleidslu & gdmmi. BI6A Ur saudfé er nytt sem préteinvidbeetir,



til ad auka stodugleika osta og gera aferd kjots betri (Asbjorn Jonsson o.fl.,
2002; Agust Andrésson o.fl., 2010). BI63 er einnig notad til slaturgerdar asamt
mor og lifur, en lifrin er einnig nytt sem matur og i lifrarpylsur. Garnir og
vambir hafa einnig i auknum meeli verid hirtar og nyttar i matveelaidnadinum

(Bjorn Vikingur Bjornsson, munnleg heimild, 23. april 2013).

1.2.1 Nyting hlidarafurda hja Fjallalambi hf.
Fjallalamb hf. er kjotvinnslufyrirteeki sem var stofnad arid 1990, en peirra
sérsvid er vinnsla lambakjots. Medhondlunin & kjotinu er allt fr4 slatrun til
fullunninna afurda. Starfsemi fyrirteekisins skiptist i saudfjarslaturhis og
kjotvinnslu, par sem slaturhusid er einungs starfandi & haustin & medan
kjotvinnslan starfar allt &rid um kring. Fyrirtekid er stadsett i Nordur-
Pingeyjarsyslu og er eina saudfjarslaturhis landsins sem stadsett er &
svokdlludu hreinu svaedi par sem riduveiki hefur aldrei komid upp a pvi sveadi
sem fyrirtekid slatrar af (Fjallalamb, e.d.; Bjorn Vikingur Bjornsson, munnleg
heimild, 23.april 2013).
I dag er Fjallalamb hf. ad nyta hlidarafurdir sinar ad mestu. pannig var pad ekki
aour fyrr og til vitnis um pad féllu til 5 gamar i slaturtid sem farga purfti vid
urdun en i dag er petta einungis 1 gamur med svipudum fjolda saudfjar sem
slatrad er (Bjorn Vikingur Bjérnsson, munnleg heimild, 23.april 2013).
pau liffeeri sem eru nytt i dag eru innmatur ar 16mbum, en par & medal eru mor,
lifur og bldad i slatur, svo og pindar &samt hluta af hjortum og lifur sem selt er i
smasolu. Hausar eru nyttir med pvi ad selja pa 6drum fyrirteekjum sem verka
svid sem Fjallalamb hf. gerdi &dur sjalft. Lungu, halskirtlar svo og allur
innmatur ur fulloronu fé fer i geeludyrafédur (Murr ehf.) sem segja méa ad selt
sé a kostnadarverdi par sem kostnadur fylgir pvi ad halda pessu til haga og
frysta. Geerur eru i dag allar seldar til Péllands til skinnverkunar.
Garnir og vambir eru seldar badi i verkun innanlands og einnig til Gtflutnings.
Nyru og eistu eru seld badi a innanlandsmarkadi og einnig Utflutt til Kina, en
tittlingar eru einungis seldir til Kina. Einnig hefur verid tekid upp & pvi ad nyta
fitu, en sidastlidid haust var 6ll fita skafin innan Gr skrokkunum og seld i
biodisel-framleidslu hja Orkey ehf. (www.orkey.is) & Akureyri (Bjorn Vikingur
Bjornsson, munnleg heimild, 23. april 2013).



paer hlidarafurdir sem ekkert eru nyttar i dag eru horn, lappir, miltu, bris og
allir smeerri kirtlar (Bjorn Vikingur Bjornsson, munnleg heimild, 23. april
2013).

1.3 Protein i hlidarafuroum saudfjarslatrunar

Hlidarafurdir kjotvinnslu eru rik uppspretta proteina (Cavaleiro, Ferreira,
Pereira, Tommaso og Alves, 2013). Prétein og peptid eru samansett Ur
mismunandi byggingareiningum sem kallast aminosyrur par sem peptid eru
styttri radir en protein, eda u.p.b. 2-20 amindsyrur ad lengd og teljast par med
hluti steerri proteina (Bernardini o.fl, 2010; Copeland, 1994). Heegt er ad flokka
prétein med tilliti til steerdar peirra sem segir einnig til um hvada adferdir rétt

er ad notast vid til pess ad rannsaka pau nanar (Creighton, 1993).

1.3.1 Steerdarflokkun proteina

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis, eda SDS-PAGE,
er pekkt adferd til pess ad greina steerd proteina og peptida. Adferdin felst i pvi
ad hladin sameind (prétein) flyst eftir rafsvioi sem myndast i polyacrylamide
gelinu. Pegar buid er ad koma synum fyrir i brunnum gelsins og rafdrattur
hafinn fer pad eftir steerd sameindanna hversu hratt paer ferdast eftir gelinu, par
sem steerri sameindir (protein, sterri peptid) ferdast haeegar & medan paer smeerri
(minni peptid) ferdast mun hradar. Til pess ad greina & milli sterda proteina er
steerdarviomid proteina (protein ladder) rafdregido med synunum, en viomidid
inniheldur protein af pekktri steerd, p.e. mélmassa (Copeland, 1994; Creighton,
1993; Sambrook og Russell, 2001).



1.3.2 Geymsla og geymslupol préteina
Til pess ad vardveita protein parf ad medhondla pau rétt. begar unnid er med
prétein er best ad notast vid plastilat og plastahdld par sem protein dragast
sterklega ad gleryfirbordi og er pvi best ad fordast ad vinna med slik ilat og
ahold. Plastid dregur hins vegar mun minna af proteinum ad sér og er par med
talinn betri kostur til notkunar vid medhdndlun proteina (Copeland, 1994).
Protein eru almennt stédugri vid lagt hitastig og pvi er melt med ad pau séu
geymd vid frostmark eda vid hitastig upp ad 4°C. Geymslupol peirra vid pessar
adstaedur er mismunandi eftir gerd préteinanna, en venjulega geymast pau i
nokkra daga an pess ad edlissviptast. Flest 6ll protein haldast stodug i um 1
klukkustund ef pau eru geymd vid herbergishita, p.e.a.s vid um 25°C. Ef
geymsla proteina a ad vera til lengri tima er melt med ad pau séu fryst vid -
80°C, geymd i fljétandi kofnunarefni vid -197°C eda sem frostpurrkad duft
(Copeland, 1994).
Flest 6ll protein er heegt ad geyma sem frostpurrkad duft, en pannig helst virkni
peirra stddug til lengri tima. Frostpurrkun, eda ,,lyophilization®, fer pannig
fram ad proteinlausn er fryst og vatnsinnihaldi hennar sidan umbreytt i
frostgufu, en pannig flyst rakinn ar efninu. Til pess ad petta gangi upp parf ad
framkvama petta vid akvedinn undirprysting (Copeland, 1994; Klonowski og
Valsdottir, 2011). Frostpurrkun er framkveemd i premur mismunandi skrefum,
b.e. frysting, yfirbordspurrkun og innri purrkun. Passa parf sérstaklega ad pessi
skref séu framkvaemd vid réttar adsteedur med tilliti til hitastigs, prystings og
tima. bannig er hagt ad na fram peim eiginleikum préteina sem pykja
eftirsoknarverdir (Klonowski og Valsdottir, 2011).



1.3.3 Vatnsrof proteina
Peptid med eftirsoknaverda lifvirkni méa til ad mynda framleida med ensim-
vatnsrofi (Jang og Lee, 2005). betta er jafnan gert i fjorum mismunandi skrefum
par sem syrustig og hitastig vatnsrofsblondunnar er fyrst adlagad ad ensiminu sem
nota skal. Ensiminu er sidan bett 0t i og vatnsrofid latid ganga i tiltekinn tima sem
er hadur badi gerd synis og eiginleikum ensimsins sem notad er. Vatnsrofid er pa
stddvad og er pad gjarnan gert med pvi ad breyta hitastigi og/eda syrustigi
lausnarinnar, had eiginleikum ensimsins sem notad er. Mjog mikilveaegt er stddva
ensimhvarfid & réttum tima til pess ad lifvirku pattirnir i vatnsrofinu tapist ekki.
Algengt er ad flokka peptidafurdirnar frekar med finsiun eda purrka afurdina beint
an frekari flokkunar (Gudjon Thorkelsson og Hordur G. Kristinsson, 2009).
Mismunandi efnividur hefur verid préfadur og mismunandi ensim notud vid
framkvaeemd nidurbrots préteina med vatnsrofi. Vatnsrof garna og maga ar
saudfé med proteinsundrandi ensimum sem einangrud voru Ur sveppum gaf til
ad mynda mikid magn litilla peptidoa en lifvirkni peirra var ekki rannsokud.
Andoxunarvirkni meeldist hinsvegar i afurdum vatnsrofs ,,sarcoplasmic*
préteina  Ur nautalifur med Thermolysin  framleitt af Bacillus
thermoproteoliticus og reyndist virknin aukast eftir pvi sem peptidin voru
smeerri (Bhaskar, Modi, Govindaraju, Radha og Lalitha, 2007).
Alcalase® er ensim sem framleitt er af bakterium af tegundinni Bacillus
licheniformis og feaest keypt & almennum markadi (Novozymes). Fjoldi
rannsokna hafa synt ad petta ensim er afar akjésanlegt til notkunar vid vatnsrof
préteina, ekki sist par sem kjoradsteedur Alcalase® eru vid hitastig & bilinu 50-
60 °C og syrustig 8 (Hordur G. Kristinsson og Rasco, 2000; Gudjon Thorkelsson
og Hordur G. Kristinsson, 2009).



1.3.4 Lifvirkni
Pekkt er ad peptid bua yfir ymsum eftirsoknarverdum eiginleikum og méa par
sem demi nefna blodprystingslekkandi, krabbameinshamlandi  og
orverudrepandi ahrif svo og andoxunareiginleika sem til ad mynda studla ad
auknu geymslupoli matveela (Vercruysse, Van Camp og Amagghie, 2005).
Talid er ad andoxunarefni minnki likur & kroniskum sjokdémum & bord vid
krabbamein og hjartasjukdoma. Pad sem einkennir andoxunarefni er hafni
peirra til ad afvirkja sindurefni sem studlad geta ad oxun Kjarnsyra, fita og
préteina (Prakash, Rigelhof og Miller, 2013).
Sindurefni hafa 6parada rafeind i svigrimi og eru pvi mjog hvarfgjorn. pau
eiga pad til ad taka til sin rafeindir fr4 6drum sameindum og oxa pannig efnid
sem pau hvarfast vid, en algengustu sindurefnin eru peroxid og hydroxyl.
Andoxunarefni eru sameindir sem geta tekid rafeindir fra sindurefnum eda
jafnvel gefid rafeind til sindurefnis og pannig myndad stédugar aukaafurdir.
Lifedlisfreedilegt hlutverk andoxunarefna er ad koma i veg fyrir skemmdir &
frumuhlutum sem verda vegna efnahvarfa sindurefna. Geta pvi andoxunarefni
komid i veg fyrir ad sindurefni valdi skemmdum med pvi ad fjarleegja pau,
studla ad sundrun peirra eda komid almennt i veg fyrir myndun peirra (Young
og Woodside, 2001).
Andoxunarvirkni ma mala med ymsum préfum sem proud hafa verid i pessum
tilgangi og er par baedi um ad reda in vitro adferdir par sem notud eru
mismunandi sindurefni og in vivo adferdir par sem notadar eru valdar
frumulinur. Pegar meld er andoxunarvirkni peptida eda afurda sem buid er ad
framkveema vatnsrof & er gjarnan notast vid in vitro adferdir (Vermeirssen,
Van Camp og Vestraete, 2004).
In vitro adferdir er haegt ad nota til pess ad skoda t.d. andoxunareiginleika og
blodprystingshamlandi ahrif, sem pykja mjog eftirséknarverdir eiginleikar. Til
pess ad mela andoxunarvirkni er mikid notast vid adferdir sem kallast DPPH
0og ORAC. Med DPPH andoxunarpréfi er verid ad athuga getu synis til
homlunar sindurefna og pannig er haegt ad mela hafileika pess sem andoxara
(Prakash, 2013.). DPPH er st6dugt sindurefni en lausn pess er fjélubla ad lit
sem breytist i gulan ef andoxari er til stadar i lausninni. Melingar hefjast eftir
ad syni hefur verid batt Gt i lausn og er malingin endurtekin yfir d&kvedinn
tima til pess ad sja hversu lengi synid er ad afvirkja pekkt magn af DPPH i
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lausninni, p.e. segir til um hversu 6flugur andoxari synid er. Profid er mikid
notad vegna pess hve hentugt og audvelt pad er i framkvaemd (Deng, Cheng og
Yang, 2011; Kumar, Ganesan og Rao, 2008).

ORAC er adferd par sem andoxunarvirkni er reiknud ut fra stédlum sem i
flestum tilfellum er efnid Trolox. Mealing er framkvaemd & medan oxun
hvarfefnis & sér stad, sem er meelanlegt med flarljomun, en pad er sindurefnid
peroxyl sem hefur &hrif & synid sem verdur til pess ad oxunin & sér stad (Price,
Sanny og Shevlin, 2006). Pessi adferd er gjarnan notud til ad mela
andoxunarvirkni i avdxtum og graeenmeti (Prakash, 2013).

Ymsar rannsoknir hafa verid framkvemdar i pvi markmidi ad mela
bléaoprystinghamlandi ahrif peptida. Peptio sem meelast med slika lifvirkni hafa
pann eiginleika ad hamla virkni ACE ensimsins (Angiotensin Converting
Enzyme). Petta ensim breytir angiotensin | i angiotensin 11 sem veldur herpingi
i @daveggjunum og par med hakkun blodprystings. ACE hindrar koma pannig
i veg fyrir ad angiotensin | breytist i angiotensin 1l og par med helst
bl6dprystingur lagur (Camp, Smagghe og Vercruysse, 2005; Widmaier, Strang og
Raff, 2008).

[ ranns6kn & uppséfnun likamsfitu i rottum sem ekki hofdu préad med sér
instlinhdda sykursyki, voru skodud ahrif vatnsrofinna proteina ar svinslifur
samanborid vid mjolkurprétein sem préteingjafa. Nidurstoour syndu til ad
mynda ad rottur sem fengu lifrarprétein sem préteingjafa i faedunni skiludu
almennt meira Gt af fitu en rottur sem fengu mjolkurprotein og pessi hépur
reyndist einnig vera med laegra kdlesterol, insalin og blédsykur. Nidurstodur
benda pvi til pess ad i vatnsrofnu lifrarafurdinni hafi verid ad finna peptio sem
minnkudu upptoku fitu Ur meltingarvegi dyranna med pvi ad hamla virkni
fitusundrandi ensima og/eda ensima sem hafa pann eiginleika ad para saman
fitusyrur. Pannig minnkadi fitusofnun i likama dyranna sem skiludu Ut haerra
hlutfalli fitu med saur (Shimizu, Tanabe, Morimatsu, Nagao, Yanagita, Kato og
Nishimura, 2006).

Einnig var gerd rannsékn par sem vatnsrofin ,sarcoplasmic® prétein ur
nautavidva med blondu af ensimunum Thermolysin og Préteinasa (typa XIlII)
par sem nidurstodur syndu ad blanda af ensimunum tveimur gaf langmest
nidurbrot, og ad bldédprystingshamlandi virkni meld sem hindrun & virkni ACE
var mest i afurd eftir 4 klukkustunda nidurbrot samanborid vid lengri eda
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skemmri tima. Til pess ad sannreyna virkni ACE hindra var rottum med of
haan blédprysting gefin pessi peptid og syndu nidurstédur ad eftir prjar vikur
hafdi blodprystingur peirra leekkad i edlilegt horf asamt pvi ad kdlesterdl magn
i bl6ai peirra hafdi leekkad (Jang og Lee, 2005).

1.4 Rannsoknarspurningar

Vi0 skipulag verkefnisins var horft til hlidarafurda sem falla til hja fyrirtaeki
sem patt tok i hugmyndavinnunni og sem moguleiki var talinn & ad vinna meetti
ur fedubotarefni med eftirsotta lifvirkni. Rannsoknarspurningar verkefnisins

voru eftirfarandi:

e Er ensim-vatnsrof mismunandi liffeera ad gefa af sér afurdir med
eftirsoknaverda lifvirkni?

e Er mismunandi lifvikni ad finna i mismunandi liffeerum Gr saudfé?

e Er haegt ad nyta ensim ur porsksldgi til framleidslu eftirsoknarverdrar
lifvirkni ar hlidarafurdum saudfjarslatrunar?



2 Efni og aoferoir

Rannsokn pessi gekk Gt a ad greina og jafnframt ad vinna peptid med
dhugaverda og veromeeta lifvirkni ar hlidarafurdum saudfjarslatrunar. Notud
voru mismunandi liffeeri ar saudfé sem i dag eru mestmegnis verdlaus og parf
jafnvel ad urda pau med tilheyrandi kostnadi. Mynd 1 synir skiptingu peirra
verkpatta sem framkvemdir voru og ferli rannsoknarinnar i heild sinni.
Proteinakvoroun, meling & blodprystingshamlandi &hrifum og annad peirra
préfa sem notad var til ad mela andoxunarvirkni afurda voru ekki framkvaemd
af nemanda (framkvemt af Matis ohf.) en nemandi hafdi p6 adur verid
vidstodd og tekid patt i framkveemd meelinga & andoxunarvirki hji Matis ohf. &

Saudarkroki.

Vala efnivid —— Efnagreining

}

Hydrolysa

|

Dialysa

}

un +—— Himnuskiliun —

l

Lifvirkni

[\

Andoxunarprof Blodprystings-
in vitro hamlandi dhrif

Stardarfloklun

Proteindkovord préteina

Mynd 1: Fleedirit yfir framkveemd rannsdknarinnar.
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2.1 Undirbuningur syna

Efnividur sem notadur var i pessari rannsokn var fenginn fra Fjallalambi hf.
Liffeerum var safnad ar 16mbum i slaturtid haustid 2012 og pau geymd vid -
24°C . Unnid var meo fjorar gerdir af liffaierum, p.e. hostakirtla, miltu, briskirtla
0g hjortu.

Liffeerin voru hokkud i hakkavél og hakkinu sidan komid fyrir i plastilatum
sem voru fryst vid -20°C i 48 Kklst og synin sidan frostpurrkud (Christ Alphe 1-
4 LSC frostpurrkari). Eftir frostpurrkun voru synin mulin nidur og duftid geymt

vid -20°C par til frekari arvinnsla for fram.

2.2 Innihald naeringarefna

Framkveemd var efnagreining a hokkudum, frostpurrkudum synum af

liffeerunum, par sem protein-, fitu-, 6sku- og vatnsinnihald peirra var akvardag.

2.2.1 Akvordun a proteininnihaldi med Kjeltec adferd (1ISO, 2005)

Vegin voru 0,5 g af efnivid & kéfnunarefnisfrian vogarpappir sem sidan var
vafid saman og stungid ofan i Tector meltunarglas 4samt tveimur hvatatoflum.
Utbdin voru prisyni af hverju syni. Einnig voru Gtbdin tvé vidmidunarsyni, en
pa var tdbmum vogarpappir komid fyrir i meltunarglasi asamt tveimur
hvatatoflum. 6 mL af 98% brennisteinssyru (H,SO,) var batt at i 6ll glosin,
innihaldinu blandad vel i vortex og glésunum sidan komid fyrir i meltunargrind
sem sett var i meltunarblokk og glerhatti sem tengdur var vid vatnssog komid
fyrir ofan & glésunum. Kveikt var & meltunarblokkinni og han stillt a 10
(420°C) i 2 kist.

Ad peim tima loknum voru glosin tekin ar meltunarblokkinni, en passad var ad
halda soginu & glésunum & medan peim var leyft ad kolna i 15 minatur. [ hvert
glas var batt varlega 20 mL af eimudu vatni og gldsin sidan vortexud. Fyrir
hvert syni voru settir 25 mL af 4% borsyrulausn (Vidauki I) i 250 mL kolbu.
Einu og einu glasi var svo komid fyrir Kjeltec eimingarteekinu og 20 mL af
40% vitissodalausn (NaOH) beett Gt i med skammtaranum & tekinu. bvi naest
var opnad fyrir gufuna & eimingarteekinu og timinn stilltur & 5 minatur. Vid
eimingu skipti vokvinn i kolbunni um lit, Ur raudu i greent. Pegar eimingunni
var lokid var innihald kolbunnar titrad med stadladri saltsyrulausn (0,1000N

HCI) ad graum endapunkti.
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Efnahvarf sem atti sér stad vio meltun var eftirfarandi:

CuSO0.,/Se hvati
Lifreent kdfnunarefni + H,SO, > (NH,),SO, + CO, + SO, + H,0

Efnahvarf sem atti sér stad vid eimingu:

(NH4)SO4+ 2NafOH —mM8M8™ NH; + Na2804 + 2H20

Efnahvarf sem atti sér stad vio titrun:

NH; + HBO; —— »  NH,"(H,BO;)" + H3;BO;
(umfram) Ammonium Borate
samband (litad)

2.2.2 Akvordun & vatnsinnihaldi (1SO, 1999)
Fyrir hvert syni var um pad bil einni matskeid af sandi komid fyrir i
postulinsskal asamt litlum glerstaf. Gerd var prefold akvordun fyrir hvert syni.
Skalunum med sandinum komid fyrir i purrkofni vid 104°C i 1 klst. og sidan
leyft ad kolna i purrkaski &dur en paer voru vegnar ndkvaemlega. Um 5 g af syni
vegin ofan i hverja skal og blandad vel saman vid sandinn med glerstafnum og
beer settar i purrkofn vid 104°C yfir nétt. ba var skalunum komid fyrir i

burrkaski til kélnunar og sidan vegnar nakvaemlega.

2.2.3 Akvérdun & 6skuinnihaldi med AOAC-adferd (1ISO, 2002)
Postulinsdeiglum var komid fyrir i purrkofni vid 104°C i 1 klst. og paer sidan
keldar i purrkaski &dur en peer voru vegnar ndkvemlega. Gert var prisyni af
hverju syni. Um 10 g af syni vegid nakvaemlega i hverja deiglu og komid fyrir i
purrkaski i um 2 klst. Ad peim tima loknum var deiglunum komid fyrir i
oskuofni vid 550°C yfir nott.
Deiglunum var sidan leyft ad kolna i purrkaski &dur en peaer voru vegnar

nakvaemlega.
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2.2.4 Akvordun a fituinnihaldi med soxlet-adferd (AOCS-Ba-3-38, 1998)

I kalufloskur (250 mL) var beett nokkrum sudusteinum og floskurnar settar i
burrkskéap vid 104°C i 1 Klst. Gert var prisyni af hverju syni. Fléskurnar sidan
keeldar i purrkaski og vegnar nakvaemlega.

Synid Ur vatnsmeelingunni var fert varlega yfir i fituhulsu. Skalin var strokin
vandlega ad innan med bémullarhnodra og honum komid fyrir i fituhulsunum
til pess ad ekkert af syninu tapadist.

Fituhulsunum var sidan komid fyrir i Soxlet eimingarteekinu, 200 mL af diethl
ether komid fyrir i hverri kualuflosku og peim sidan komid fyrir i
eimingartaekinu. Kveikt var & hita undir kalufléskunum (~ 30°C), skrafad fra
vatni fyrir eimsvala og eimingin latin ganga i 6 klst. Eftir eimingu var eterinn
eimadur burt & hverfisvala med undirprystingi. FI6skunum var sidan komid
fyrir i hitaskap vid 104°C i 1 Klst. og pvi naest keldar i purrkaski adur en peer

voru vegnar nakvemlega.

2.3 Vatnsrof proteina (hydrolysa)

Vatnsrof var framkvaemt & synum af frostpurrkudum liffeerum.

Vegin voru 5 g af liffeerahakki og blandad vel saman vid 500 mL af PBS buffer
(Phosphate Buffered Saline, sja Vidauka I), lausninni komid fyrir a segulhraeri
med kroftugri blondun i um 10 minGtur og han sidan hitud upp i 60°C. Vid
upphitunina var stoédugri hreyfingu haldid & lausninni med segulhreri. begar
lausnin hafdi ndd 60°C var beett ut i hana 9,7 ul af Alcalase® (Novozymes) og
pH stillt i 7,0 med 1.0 M NaOH. Lausninni var haldid vid 60°C og pH 7,0 i 60
minatur, en ad peim tima loknum var pH lekkad i 6,0 med 1.0 M HCI og
lausninni sidan komid fyrir i 80°C hitabadi i 20 minutur til pess ad afvirkja
vatnsrofid. Lausninni var sidan leyft ad kdlna vid herbergishita & segulhraeri
yfir nott.

Einnig var framkvemt vatnsrof a frostpurrkudu milta par sem notud voru
ensim ur porskslogi. 500 mL af PBS buffer var pa blandad saman vid 500 mL
af porsksldgi, blandan skilvindud vid 4600 rpm (sndningar & minutu) (Sorvall
Legend Mach 1,6R) og 4°C i 10 minutur og ofanflotid hirt. Vegin voru 5 g af
frostpurrkudu milta og blandad saman vid ensimblonduna & segulhreeri med

kroftugri blondun i um 10 minatur. Framkvemd voru tvd vatnsrof vid
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mismunandi hitastig, 30°C og 60°C. pH var stillt i 7,0 med 1.0 M NaOH og
vatnsrofid l4tid ganga i 60 minutur, en pad peim tima loknum var pH stillt i 6,0
med1.0 M HCI og sidan komid fyrir i 80°C hitabadi & segulhraeri i 20 minatur
til pess ad afvirkja vatnsrofid. Lausninni var sidan leyft ad kdlna i isskap vid

4°C & segulhreeri i um 2 klst..

2.4 Steerdarflokun proteina

Ahugi var fyrir ad skoda lifvirkni smastu peptidanna sem myndudust vid
vatnsrof a liffeerahakki og voru peptid eftir vatnsrofid sterdarflokkud i tveimur
skrefum, fyrst med finsiun afurda Gr vatnsrofinu med finsiun (e. dialysis) vid

12-14 kDa og sidan med himnuskiljun afurda ur dialysunni vid 3 kDa.

2.4.1 Steerdarflokkun med finsiun (e. dialysis) — peptid undir 12-14 kDa ad steerd
Notadir voru finsiunarpokar/dialysusléngur med 12-14 kDa ,,cutt-of** (Dialysis
Tubing Cellulose Membrane, Sigma-Aldrich).

Lausn sem innihélt 5,04 g af NaHCO; og 1,76 g af EDTA i hverjum 600 mL af
dH,O var Utbdin & hitaplétu med segulhraeri. Lausnin var hitud ad sudéu og
siunarpoki péa settur ofan i og sodid i um 5 minatur. Ad pvi loknu var pokinn
feerdur yfir i dH,O i 10 minatur og loks skoladur i PBS buffer. Sérstok klemma
(Universal Closures for CE Membranes, 50 mm) var klemmd & annan enda
sléngunnar, syninu hellt i pokann og annarri klemmu sidan komid fyrir &
hinum enda sléngunnar. Pokanum pa komid fyrir i mealiglasi sem innihélt PBS
buffer og pad geymt vid 4°C, & segulhraeri i 24 Klst. Dialysuvékvanum var pa
komid fyrir i plastilatum sem fryst voru vid -20°C i 48 kist. og sidan
frostpurrkud. Frostpurrkudu synin voru mulin nidur med morteli og loks vegin
yfir i plastkrukkur sem geymdar voru vid -20°C par til frekari trvinnsla for

fram.

2.4.2 Steerdarflokkun med himnuskiljun (e. membrane dialysis) — peptid undir 3 kDa
ao steerd

Notud voru frostpurrkud syni ur finsiuninni. Um 6 g af hverju syni leyst upp i
um 15 mL af PBS buffer & voggu vid lagan hristing i um 30 mindtur. Lausnin
var sidan faerd yfir i 50 mL skilvinduglés (Centrifugal Filter Units, Millipore)
og pau skilvindud vid 4700 rpm vid 0°C i 120 minatur (Sorvall Legend Mach

1,6R). Sian var pé tekin ur glésunum, flotinu hellt i petriskalar sem voru frystar
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vid -20°C i 48 Klst. Synin voru sidan frostpurrkud, mulin nidur i morteli og

geymd vid -20°C par til frekari drvinnsla for fram.

2.5 Steerdardreifing préteina i synum

Framkvemdur var svo kalladur SDS-PAGE rafdrattur til stadfestingar &
gedum sterdarflokkunar, p.e. hvort protein < 12-14 kDa og < 3 kDa kemu
fram sem bond i geljunum. Til pess ad framkalla préteinbond i geljunum var
notast vido SimplyBlue Safe Stain litunaradferd.

Utbdinn var 1x rafdrattarbuffer med pvi ad blanda 800 mL af afjonudu vatni
saman vid 20 mL af MES SDS Running buffer (20x, frd& Novex). Gelinu
(NUPAGE 4-12% Bis-Tris 200M gel fra Novex, med 1,00 mm x 9 well) var pa
komid fyrir i boxinu par sem rafdrattur for fram og tekid fyllt med
rafdrattarbuffer (1x).

Meeldir voru 4 pl af syni sem blandad var saman vid 1 pl af Bromophenol Blue
litalausn i eppendorfglas, en litlausnin synir hvar syni eru stodd i gelinu hverju
sinni og einnig inniheldur han glyserdl sem pyngir synin til pess ad proéteinin
sOkkvi til botns i brunnunum pegar synunum er hladid & gelid (Sambrook og
Russell, 2001) (sja uppskrift i Vidauka I). Eppendorfglasinu komid fyrir i
hitablokk (Thermomixer comfort) vid 90°C og 300 rpm i 2 minudtur og ad pvi
loknu var synid skilvindad (Mikro 20 Hettich) vid 10.000xg i 15 sekandur. 5 pl
af synalausn sidan komid fyrir i hverjum brunni i gelinu og 5 pl af préteinstadli
(Spectra Multicolor Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific) i badum
endabrunnunum.

Rafdrattur for fram vid 200 V i um 30 mindtur eda par til proteinstadallinn
hafdi nad i botn gelsins. Ad peim tima loknum var gelinu komid fyrir i boxi par
sem pad var skolad med koldu kranavatni. Hylja purfti gelid alveg med
kranavatni adur en pvi var komid fyrir i 6rbylgju i 10 sekdndur & hasta hita
(700 W) og sidan skolad kroftuglega i kéldu kranavatni i 1 minuatu. Skipt var
um vatn og skolunin endurtekin. Kranavatninu pa hellt af og 30 mL af
SimplyBlue litalausn (Invitrogen) hellt yfir gelid og pad sett i 6rbylgju i 45
sekdndur & haesta hita (700 W) og sidan skolad kroftuglega i kdldu kranavatni i
10 minatur. Litalausninni var pa hellt af gelinu, pad skolad i kéldu kranavatni
og latiod liggja i vatnslausn par til préteinbond voru ordin synileg i gelinu. Ad

litun lokinni var tekin mynd af gelinu.
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2.6 Proteininnihald syna

Akvordun & proéteininnihaldi syna var framkvemd hja Matis ohf. &
Neskaupsstad. Notud var svokollud Dumas adferd par sem syni er brennt og
surefni sidan delt inn i stluna pannig ad koéfnunarefnis sambdnd i syninu
brenna og mynda N, og NOy. Eftir endurtekinn bruna er allur vokvi fjarleegdur
0g NOx sambodnd pvi naest afoxud med myndun N, sem pa er melt (Rapid N
cube frd Elementar). Aspartic syra er notud sem stadall vid malingarnar
(10,52% kofnunarefni) og koéfnunarefnisinnihald (%) reiknad ut fra

kofnunarefnisinnihaldi stadals og pyngd synis.

2.7 Lifvirkni

Vid melingu a andoxunarvirkni syna eftir himnuskiljun vié 3 kDa voru notud
tvd mismunandi in vitro andoxunarprof, p.e. ORAC prof, sem framkvemt var
sérfreedingi Matis ohf. & Saudarkroki, og DPPH prof sem nemandi tok patt i ad
setja upp og framkvemdi malingar med a rannsoknarstofunni ad Borgum.
Einnig var gerd akvoroun & blddprystingslekkandi lifvirkni (ACE hindrun) i
synum eftir himnuskiljun vid 3 kDa sem einnig var framkveemt af sérfredingi
Matis ohf. & Saudarkroki.

2.7.1 In vitro ORAC andoxunarprof
Adferdin felst i meaelingum & eiginleikum andoxunarefna i syni til pess ad verja
préteinin fra oxunarskada.
Blandad var ,,fluorescein sodium salt* saman vid fosfat buffer (pH 7,4) i einn
brunn 96 brunna plétu .Pa var ,,fluorescein® beett 1t i alla adra brunna plotunnar
asamt syni og mismunandi pynningum pess. AAPH sidan beett Gt i alla brunna

plétunnar og henni komid fyrir i flarljomunarmaeli vid 484 nm.
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2.7.2 In vitro DPPH andoxunarprof
Petta profid er gjarnan notad til ad meela andoxunarvirkni i syni sem er blid ad
utbda i lausn. Sindurefnid hefur hdmarksgleypni vid 517 nm og pegar hvarfid
hefur att sér stad breytist litur lausnarinnar ar fjolublaum i gulan.
Byrjad var a pvi ad Utbua stofnlausn med pvi ad blanda 0,024 g af DPPH
saman vid 100 mL af metandli. Vinnulausn var sidan utbdin med pvi ad mala
10 mL af stofnlausninni og blanda saman vid 45 mL af metandli.
Utbdinn var stadall af vinnulausninni i 8 mismunandi pynningum par sem
fyrsta pynning innihélt 2 mL af vinnulausn sem sidan var pynnt 1:1 i metandli
0g pannig haldid &fram par til stadallinn hafdi verid pynntur upp i 1:256.
Utbdnar voru pynningar af synum par sem pau voru pynnt 1:2 i PBS buffer.
Neest voru 900 pl af metanoli ferdir yfir i 900 ul af vinnulausn i
eppendorfglasi og blandad vel saman med vortexun. Pa var 200 pl af synalausn
blandad saman vid og ljosgleypni sidan meld samstundis vid 517 nm.

BHT var notad sem jakvett viomid og var efnid Gtbdid & sama hatt og synin.

2.7.3 In vitro blodprystingshamlandi virkni (ACE hémlunarvirkni)
[ pessari adferd er hvarfefnid FAPGG notad og flGorljomun meld vid 340 mm
bylgjulengd. Tris-HCI buffer var pa blandad saman vid angiotensin I-
converting ensim sem einangrad var Ur kaninu lunga. Forhitadri hvarflausn var
sidan beett i alla brunna pl6tunnar og pl6tunni samstundis komid fyrir i

fldrljomunarmaeli par sem nidurstddur voru meeldar.
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3 Niodurstéour

Fjogur mismunandi liffeeri voru hokkud, fryst og sidan frostpurrkud i pvi
markmidi ad auka geymslupol préteinanna. Frostpurrkada duftid var sidan
notad til pess ad framkveema vatnsrof. Liffeerahakkid var vegid fyrir og eftir
frostpurrkun (Tafla 1)

Tafla 1: Vatnsinnihald liffeerahakks. Taflan synir utreiknad vatnsinnihald (%) liffeerahakks eftir ad baio
var a0 hakka og frostpurrka liffeerin (melingar er ad finna i Vidauka II).

Syni Vatnsinnihald liffeerahakks (%6)
Milta 76,7

Hostakirtill 67,7

Briskirtill 70,0
Hjarta 72,0

Eins og Tafla 1 synir innihélt lifferahakkid um 70% vatn.
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Rannsoknir & neringarefnainnihaldi frostpurrkads lifferahakks syndu

ad duft r mismunandi lifferum innihélt & bilinu 44-69% proétein (Tafla 2).

Tafla 2: Neringarefnainnihald. Taflan synir hlutfallslegt (%) innihald proteina, fitu, ésku og vatns i milta
(M1, M2 og M3), hostakirtli (HK1, HK2 og HK3), briskirtli (B1, B2 og B3) og hjarta (HJ1, HJ2 og HJ3).
Greining var gerod i prisynum af hvoru lifferi og medaltal gefido upp asamt stadalfraviki.

Syni Protein (%) Fita (%) Vatn (%)  Aska (%)

M1 68,2 19,2 58 8,6

M2 68,1 18,8 6,1 11,4

M3 69,2 18,5 55 7,9
Medaltal - Milta 68,5+ 0,6 18,8 +0,3 59+0,2 93+19

HK1 44,1 48,9 6,2 5,5

HK2 44,0 49,8 6,9 6,3

HK3 44,8 51,4 3,5 6,2
Medaltal - Hostakirtill 44,30+ 0,5 50,0+1,3 6,6+0,4 6,0+0,4

B1 58,3 39,1 4,6 9,5

B2 54,7 41,2 55 10,8

B3 53,9 41,0 4,9 10,0
Medaltal - Briskirtill 556 +2,4 405+1,2 52+0,6 10,1+0,6

HJ1 47,7 37,3 3,3 3,5

HJ2 48,0 36,3 3,3 3,9

HJ3 51,0 36,2 4,0 3,6
Medaltal - Hjarta 489+1,8 36,6 £0,6 3,3+0,0 3,7+0,.2

Eins og Tafla 2 synir reyndist fituinnihald liffeeranna afar mismunandi,

einungis um 19% i milta en riflega 50% i hostakirtli. Oskuinnihald liffeeranna

reyndist einnig aberandi haest i briskirtli og milta en um frostpurrkud syni er ad

reeda og vatnsinnihald pvi svipad i 6llum synum.
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Ur 5 g af frostpurrkudu liffeerahakki reyndust um 6-7 g heimtast eftir
vatnsrof og finsiun. Um 5-6 g peptida ur finsiuninni endurheimtust vid

himnuskiljunina (Tafla 3).

Tafla 3: Heimtur préteina vid finsiun og himnuskiljun. Taflan synir magn finsiadra préteina (< 12-14
kDa) par sem um 500 mL af vatnsrofslausn var finsiud og afurdin sidan frostpurrkud.Taflan synir einnig
pyngd syna eftir ad frostpurrkad duft ar finsiun var leyst upp i PBS buffer og siad med himnuskiljun (<3
kDa). Vatnsrof proteina i milta, hostakirtli, briskirtli og hjarta var framkvaemt med ensiminu Alcalasa, en
vatnsrof préteina i milta® og milta® var framkveemt med ensimum Gr porskslégi, par sem milta® var
vatnsrofid vid 30°C en milta® vid 60°C.

SN Pyngd eftir Pyngd eftir Hlutfall peptida
y finsiun (g) himnuskiljun (g) < 3kDa (%)
Milta 6,2 51 82,3
Hostakirtill 6,8 6,1 89,7
Briskirtill 7,1 6,5 91,5
Hjarta 6,3 5,2 82,5
Milta® 8,2 58 70,7
Milta® 13,8 9,2 66,7

Nidurstoour i Toflu 3 syna ad sterstur hluti proteina i synunum eftir
finsiun vid 12-14 kDa (65-90%) eru minni en 3 kDa ad steerd, p.e. heimtast ad
mestu ar himnuskiljun. Taflan synir einnig ad ad meira magn afurda meeldist i

synum eftir finsiunheldur en pad magn liffeerahakks sem notad var i vatnsrofid
(u.p.b. 59).
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Melingar frostpurrkadra syna eftir himnuskiljun (<3 kDa) syndu ad
préteininnihald syna sem vatnsrofin voru med ensiminu Alcalase® var
einungis & bilinu 4-10%, en pau syni sem voru vatnsrofin med ensimbléndu Gr

porskslogi innihéldu hinsvegar um 45-50% protein (Tafla 4).

Tafla 4: Proteininnihald frostpurrkadra syna. Taflan synir proéteininnihald syna eftir himnuskiljun (<3
kDa) afurda Ur finsiun vid <12-14 kDaVatnsrof préteina i milta, hostakirtli, briskirtli og hjarta var
framkvaemt med ensiminu Alcalasa, en vatnsrof proteina  milta” og milta® var framkvamt med ensimum
ar porskslégi, par sem milta” var vatnsrofid vid 30°C en milta® vid 60°C.

Syni Proteininnihald (%0)

Milta 8,8
Hostakirtill 57
Briskirtill 10,1

Hjarta 4,0

Milta® 49,5

Milta® 44.4

Skyringa & lagu proéteininnihaldi sem meeldist i synum geeti verid ad
leita i sOltum sem er ad finna i PBS buffernum. Vid framkvemd vatnsrofs a
lifferahakkinu voru notadir 500 mL af PBS buffer sem innihéldu 4 g af NaCl,
0,1 g af KClI, 0,72 g af Na,HPO, og 0,12 g af KH,PO, eda samtals tep 5 g af
sOltum.
Vid framkvaemd vatnsrofs med porskslégi var hins vegar notad helmingi minna
magn af PBS buffer sem pydir ad par var einungis um ad raeda 2,5 g af séltum

sem mogulega er ad finna i frostpurrkudum synum.
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Nidurstoour rafdrattar & synum eftir finsiun og himnuskiljun eru syndar
a Mynd 2.

Mynd 2: Steerdardreifing préteina. Myndin synir steerdardreifingu proteina (kDa) i synum eftir finsiun
(<12-14 kDa) og himnuskiljun (< 3kDa) vatnsrofinna afurda Gr milta (2), hostakirtli (3), briskirtli (4) og
hjarta (5) med ensiminu Alcalase®. Einnig er synd steerdardreifing préteina i synum af milta eftir
himnuskiljun, par sem vatnsrof var framkevmt med ensimbléndu Ur porskslégi, annars vegar vid 30°C
(6) og hins vegar vid 60°C (7). Steerdarviomid proéteina (Ladder) er einnig synt (1 og 8) og brunnur sem
engu var bett i (9).

Eins og Mynd 2 synir var augljoslega ad finna préteinbénd i 6llum

brunnum og 61l voru pau bénd um eda undir 1,7 kDa.
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Vio framkvemd andoxunarprofs med DPPH-adferd breytti syni um lit,
ar fjolublau yfir i branleitt og loks gult (Mynd 3). Med 6flugum andoxara
gengur petta ferli hratt fyrir sig og tekur einungis 6rfaar minuatur, en i synum
med minni andoxunarvirkni getur ferlid tekid allt upp i nokkrar klukkustundir.

Mynd 3: Syni ar DPPH andoxunarpréfi. Myndin synir litabreytingar & synum vid framkveemd DPPH
andoxunarprofs. Synt er syni 1 klst. (1) og 24 klst (2) eftir ad baid var ad blanda pvi saman vid
vinnulausn og methandl. Einnig er synt jakveett viomid (3) 30 min. eftir ad pvi var blandad saman vid
vinnulausn og methandl.

Mynd 3 synir hvernig jakveeda vidmidid leit Gt eftir ad pad hafoi
afoxast sem einungis tok um 30 minatur. Fylgst var med synunum i 72 klst og
reyndust pau & pessum tima ekki nd peim gula lit sem kom fram i jakveeda
vidmidinu. Nidurstddur benda pvi til ad ekki sé mikla andoxunarvirkni ad finna

i synunum.
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Andoxunarvirkni og blddprystingshamlandi  virkni var meld i
frostpurrkudum synum eftir sterdarflokkun  vatnsrofinna proteina Ur
liffierunum (Tafla 5).

Tafla 5: Andoxunarvirkni og bl6dprystingshamlandi virkni. Taflan synir nidurstédur malinga &
andoxunarvirkni med tveimur mismunandi in vitro pr6fum (ORAC og DPPH) og blédprystingshamlandi
virkni (ACE préf). Synin hofou adur verid vatnsrofin og steerdarflokkud med finsiun (<12-14 kDa) og |
framhaldi af pvi med himnuskiljun (< 3 kDa). Nidurstédur eru gefnar upp midad vid proteininnihald syna
sem mealt var med DUMAS-proéfi. Vatnsrof préteina i milta, hostakirtli, briskirtli og hjarta var framkvaemt
med ensiminu Alcalasa, en vatnsrof préteina i milta” og milta® var framkvaemt med ensimbléndu ar
porskslégi. EM: ekki malanlegt og nm: bylgjulengd vid 517 nm.

ORAC
Syni DPPH (nm) (uM TE/g protein) ACE préf (mg/mL)
Milta 0,0435 777,2+ 235 3,7+0,3
Héstakirtill 0,0388 938,3 + 29,2 9,0+23
Briskirtill 0,0779 891,8 + 31,4 287464
Hjarta 0,0652 458,1 + 44,5 EM
Milta® 0,0807 633,0 + 23,5 EM
Milta® 0,0834 689,2 + 14,4 EM

Eins og nidurstoour i Toflu 5 syna eru nidurstédur DPPH
andoxunaproéfsins syndar sem ljosgleypnimaling sem gefur til kynna
breytingar sem urdu a ljésgleypni synanna vid 517 nm eftir 24 Kklst. Breytingar
a 1josgleypni vid 517 nm syna pvi pad hlutfall af upphaflegum styrk sem synid
nadi ad brjota nidur, en i 6llum tilfellum melinga var upphaflegi styrkur syna
um 0,5 nm.

ORAC profio syndi mesta andoxunarvirkni i hostakirtli, en téluvert minni i
hjarta. Nidurstddur syna einnig ad andoxunarvirkni meeldist i synum sem
vatnsrofin voru med ensimbléndu Gr porskslogi en virknin meldist pé nokkud
legri en vid vatnsrof med Alcalase®.

Blodprystingshamlandi ahrif maldust mest i milta en virkni i synum af hjarta
var of lag til ad vera melanleg og sama mali gilti um afurdir ar vatnsrofi par

sem notud var ensimblanda ur proskslégi.
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4 Umraedur

4.1 Efnasamsetning liffeera

Mealingar & nearingarinnihaldi i frostpurrkudu liffeerahakki syndu ad
fituinnihald i briskirtli og hostakirtli var nokkud herra en i hinum liffeerunum,
enda um fiturika kirtla ad reeda. Vatnsinnihald meelist litid i 6llum liffeerum,
enda um frostpurrkud syni ad raeda og mestur hluti vatnsinnihalds pvi verid
fjarleegdur. Vatnsinnihaldid var melt til pess ad athuga hvort frostpurrkun
hefdi tekist sem skyldi, vegna pess hve erfitt var ad frostpurrka kirtlana vegna
fitu. Proteininnihald reyndist heaest i milta sem inniheldur téluvert minna af fitu
en hin liffeerin og par med er meira protein til stadar. Oskuinnihald liffeeranna
reyndist einnig vera breytilegt og maldist pad hast briskirtli en laegst i hjarta
sem er i samraemi vid fyrri nidurstodur, en par kemur fram ad hjarta inniheldur

mjog litid magn af steinefnum (Kjotbok Matis, 2013).

4.2 Vatnsrof proteina

Nidurstodur syna ad toluvert var af mjog smaum peptidum i synum og bendir
pbad til pess ad vatnsrof préteina hafi gengid agaetlega. Su undarlega stada kom
p6 upp ad frostpurrkad magn allra syna hafdi u.p.b. tvéfaldast vid vatnsrof,
steerdarflokkun og frostpurrkun afurda i framhaldi af pvi. Petta skyrist
maogulega af pynningu liffeerahakks i PBS buffer fyrir framkvaeemd vatnsrofsins
og einnig viod framkveemd finsiunar en bufferinn inniheldur um 5 g af s6ltum i
500 mL og maldust afurdir um 6 g eftir frostpurrkun. Vid frostpurrkun & buffer
fast solt i kristallaformi (Copeland, R.A., 1994) og hefdi pvi verid betra ad sia

sOltin fra adur en frostpurrkun atti sér stad.

4.3 Steerdarflokkun proteina

Finsiun med dialysu (<12-14 kDa) er audveld adferd sem hentugt er ad nota til
ad steerdarflokka protein og pannig einangra ahugaverda lifvirkni vid akvedna
steerd proteina/peptida. Med finsiunar adferdinni sem notud var i verkefninu
var ekki heaegt ad sia protein minni en 12-14 kDa pvi ekki var mogulegt ad
nalgast siunarslongur fyrir minni peptid. Med hlidsjén af lagu proteininnihaldi

afurda eftir finsiun og himnuskiljun hefdi ad 6llum likindum verid betra ad lata
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finsiunarpokann liggja i dH2O i stadin fyrir PBS buffer til ad losha ad mestu

vid solt i frostpurrkum afurdum ar finsiuninni.

Himnuskiljun er akjésanleg adferd til pess ad sterdarflokka minni peptiod
(Copeland, R.A., 1994) og audvelt reyndist ad sia synin i gegnum himnurnar
eftir ad buid var ad finsia synin vid 12-14 kDa . Nidurstodur syndu einnig ad
einungis peptid um og undir 1,7 kDa ad steerd voru til stadar, en ekki steerri
prétein, sem sidan var stadfest med sterdardreifingu i SDS-PAGE. betta bendir
til pess ad protein hafi verid brotin nidur i smeerri peptid vid vatnsrof og gildir
pad badi um vatnsrof med Alcalase® og ensimbléndu ar porskslogi.
Nidurstodur benda einnig til pess ad sterdarflokkunin heppnadist sem skildi,
en nidurstodur fyrri rannsokna benda til pess ad lifvirkni sé ad finna i peptidoum
undir 3 kDa ad steerd (Bhaskar, 2007).

4.4 Proteininnihald syna

Melingar & proteininnihaldi syna purfa ad vera mjog nakvemar til pess ad
heaegt sé ad reikna ut lifvirkni & hverja einingu préteina i synum. Til pess ad na
pessu markmidi var notast vid adferd sem kallast Dumas, sem gjarnan er notud
vid malingar & proteininnihaldi i matveelum (Urh, 2008). Adferdin byggir a
melingum nitrogens i synum sem sidan er notad til pess ad reikna ut
préteininnihald (Urh, 2008). Dumas er almennt talin nemari en hefébundnar
adferdir sem notadar eru til melinga & préteininnihaldi eins og til daemis
kjeldhal adferdin (Jung, Rickert, Deak, Aldin, Recknor, Johnson, og Murphy,
2003).

Nidurstodur melinga & proteininnihaldi syndu hinsvegar mjog lagt
préteininnihald, eda einungis a bilinu 4-10% i synum sem vatnsrofin voru med
ensimblondunni Alcalase®.

Heimtur vid frostpurrkun afurda eftir vatnsrof med Alcalase® voru um 5g af
frostpurrkudu dufti og geeti pad pytt ad um pad bil 4g séu solt ar PBS
buffernum, eda um 80%. P& attu um 1g ad vera prétein (~ 20% syna) en
préteininnihald synanna meeldist einungis um 4% med DUMAS adferdinni.
Munurinn parna & geeti skyrst af pvi ad PBS buffer var einnig notadur vid
finsiun og himnuskiljun syna og pvi ma reikna med soltum padan yfir i

frostpurrkadar afurdir sem framkveemd var proteindkvordun 4.
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Nidurstddur melinga & proteininnihaldi syna sem vatnsrofin voru med
ensimbléndu ar porskslagi styrkir pa tilgatu ad lokaafurdir geetu hafa innihaldid
s6lt ar PBS buffernum, en i pessum synum meldist toluvert haerra
préteininnihald, eda 45-50%. Vid vatnsrof med slégensimum var notast vid
helmingi minna magn af PBS buffer en vid vatnsrof med Alcalase® og pydir
pad ad um 2 g af séltum ur PBS hafi pa verid til stadar i synunum (2g af
hverjum 5g frostpurrkadra afurda). Um 40% af frostpurrkudum synum geetu
pannig hafa verid solt ar PBS og i synunum meeldist proteininnihald riflega
40% protein sem pydir ad 20% af peim synum er eitthvad annad en protein.
Pad sem upp a vantar geeti skyrst af pvi ad PBS buffer var einnig notadur vid
finsiun og himnuskiljun syna likt og vid arvinnslu afurda ar vatnsrofi med
Alcalase®.

4.5 Lifvirknimeelingar

Nidurstodur DPPH andoxunarpréfsins bentu til pess ad litla sem enga
andoxunarvirkni veeri ad finna i synunum en hinsvegar maldist
andoxunarvirkni med ORAC b6 nokkur. Samkveemt fyrri rannséknum hefur
andoxunarvirkni i fiskvédva melst haerri med ORAC adferdinni samanborid
vid DPPH adferd (Girgih, Udenigwe, Hasan, Gill og Aluko, 2013). Einnig voru
DPPH og ORAC bornar saman par sem andoxun var meald i avoxtum, en par
reyndust malingarnar gefa mjog svipadar nidurstédur (Thaipong, Boonprakaob,
Crosby, Cisneros-Zevallos og Byrne, 2006). Synin voru meld fyrstu 3 klst.
eftir ad synum hafdi verid blandad saman vid vinnulausn, en engin breyting &
ljésgleypni hafdi pa att sér stad og meeldist breyting a ljosgleypni ekki fyrr en
eftir einn sélarhring. Haldid var afram ad fylgjast med synum i prja solahringa
en frekari breyting a ljosgleypni vard ekki. Ef um sterkan andoxara er ad reeda
tekur hverfio um 1 kist eda styttri tima (Kamar o.fl., 2008) og benda
nidurstddur pvi til pess ad um litla andoxunarvirkni hafi verid ad reda i
synunum. Neikveett viomid (buffer sem syni voru pynnt i) var pvi midur ekki
keyrt samhlida synunum i pvi markmidi ad dtiloka hugsanleg ahrif & melda
ljésgleypni og pvi i raun ekki haegt ad stadfesta ad andoxunarvirkni hafi
yfirleitt verid ad finna i synunum. Jakveett viomid afoxadi DPPH a innan vid

klukkustund eftir ad meelingar hofust og bendir pad til pess ad profid sem slikt
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hafi virkad eins og pad atti ad gera. Moguleg leid veeri ad pynna synin minna

en gert til ad skera Ur um hvort andoxunarvirkni sé ad finna i afurdunum.

ORAC andoxunarpréfid syndi ad mesta andoxunarvirkni var finna i peptidum
ar héstakirtli en minnsta i peptidum Ur hjarta. Nidurstodur mealinganna eru
samberilegar vid pa andoxunarvirkni sem malst hefur i vatnsrofnum
fiskafuroum (Girgih o.fl., 2013). Andoxunarvirkni syna meeldist hins vegar
leegri en i svipudum synum sem nemandi vann med i sumarverkefni Matis ohf.
og Nyskopunarsjods namsmanna sumarid 2012 (Dana Réan Jonsdottir, 2012),
en pa meldist andoxunarvirkni rimlega helmingi heerri i hjarta en gerdi na, og
vel yfir peirri virkni sem meelist gjarnan i vatnsrofnum fiskafuréum (Dana Ran
Jonsdattir, 2012). 1 peirri vinnu sem hér er lyst voru notadar sému adferdir vid
vatnsrof og sterdarflokkun peptida og gert var sumarid 2012 ad pvi
undanskildu ad notud var 6nnur uppskrift af PBS buffer sem vatnsrofid var
framkveemt i. Milta, hdstakirtill og briskirtill voru ekki rannsokud i
sumarverkefninu og med hlidsjon af nidurstodum mé pvi axetla ad
andoxunarvirkni afurda ar pessum liffeerum geeti meelst heerri ef notadur veeri
sami PBS buffer og gert var i sumarverkefninu.

S& buffer sem notadur var i sumarverkefni nemanda innihélt 53,72 g af
Na;HPOQ,, 7,72 g NaH,PO,, 85 g NaCl og 0,2 g af NaOH pessu var blandad
saman vid 1 L af dH,O og pH stillt i 7,3. Er hann pvi téluvert frabrugdinn
buffernum sem notadur var i pessari rannsékn (sja Vidauka I) sem mogulega
geti  skyrt lekkud gildi i malingum & andoxunarvirkni og

blodprystingshamlandi ahrifum.

Nidurstodur melinga & blédprystingshamlandi lifvirkni (ACE-virkni) i synum
syndu ad hémlun var mest i vatnsrofnum préteinum Gr milta. T pessu syni
meeldist leegsta gildid en virkni syna meelist meiri eftir pvi sem gildin eru leegri,
pb.e. minna parf af synum til ad f& hémlun 50% af ACE-virkni (Hamaguchi,
Sigran Mjoll Halldorsdottir, Hordur G. Kristinsson, Arnljotur Bjarki Bergsson
0og Gudjon porkelsson, 2009). Su virkni sem meldist er sambarileg vid pa
virkni sem melist gjarnan i vatnsrofnum afurdum ar fiski og fiskafurdum
(Nakajima, Yoshie-Stark og Ogushi, 2009). ACE-virkni meldist pad litil i
vatnsrofnum préteinum ar hjartavodva ad haesti styrkur af syni naegdi ekki til

pess ad hamla 50% af ACE-virkni og pad sama & vid um pad syni sem
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vatnsrofin voru med ensimbléndu ur porskslogi. En virkni meeldist baedi i milta
og hostakirtli og fengust samberilegar nidurstddum og vid melingar &
blodprystingshamlandi virkni i védvum og lifferum (Bernardini, Mullen,
Bolton, Kerry, O‘Neill og Hayes, 2012).
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5 Lokaoro

Nidustodur rannsoknarinnar gefa svor vid eftirfarandi rannsdknarspurningum:

e Er ensim-vatnsrof mismunandi liffeera ad gefa af sér afurdir med
eftirsdknarverda lifvirkni? Ja. Ensim-vatnsrof lifferanna syndi ad oll
liffeerin gafu af sér eftirsoknarverda lifvirkni.

e Er mismunandi lifvirkni ad finna i mismunandi lifferum ar saudfé? Ja.
Andoxunarvirkni meeldist i 6llum liffeerum en blodprystingshamlandi
ahrif meeldust einungis i hluta peirra.

e Er hagt ad nyta ensim r porskslégi til framleidslu eftirsoknarverdrar
lifvirkni ar hlidarafurdum saudfjarslatrunar? Ja. Andoxunarvirkni
meeldist i peim synum sem vatnsrofin voru med ensimblondu ar

porskslogi.

Nidurstoour rannsdknarinnar benda til pess ad moguleiki sé & ad vinna afurdir
med eftirséknarverda lifvirkni ur vannyttum hlidarafurdum kjotvinnslu saudfjar
og jafnvel ad nyta megi til pess ensim sem unnin eru med litlum tilkostnadi ar
borskslogi sem einnig er vannytt hlidarafurd hefdbundinnar vinnslu.

Med tilliti til aukinnar nytingar & pessum hlidarafurdum minnkar férgun &
peirra med tilheyrandi leekkun framleidslukostnadar. Pessar nidurstédur benda
pvi til dhugaverdra moguleika & verdmeetaskdpun i beaedi Kkjotvinnslu og
fiskvinnslu.

Adstedur sem skapa parf vid vatnsrof préteinanna eru hadar peim ensimum
sem nytt eru vid vatnsrofid og hugsast getur ad vatnsrof med ensimum sem
unnin eru Ur porskslégi megi jafnvel framkvaema i vatni eda daufri saltlausn i
stad bufferlausnar en malingar a ensimvirkni i porsksldgi benda til pess ad
virkni haldist jafnvel vikum saman vid pynningu sldégsins i kranavatni
(rannsoknir sem unnid er ad vid Audlindadeild i samstarfi HA vid Samherja hf.
og Matis ohf.). Notkun vatns i stad bufferlausna eykur ennfremur moguleika a
nytingu afurda sem faedubotarefna med eftirsoknarverda lifvirkni, pvi gera ma
rad fyrir ad hatt innihald neringarsalta geeti talist 6aeskilegt i slikum afurdum.
Einnig er mikilveegt ad lifvirkni peptidanna haldist vid frostpurrkun par sem
burrkun afurda eykur geymslupol og einnig moéguleika & fjolbreytni afurda
(haegt ad selja sem duft, steypa i téflur, setja inn i belgi osfrv.).
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Nidurstodur lifvirknimelinga gefa visbendingar um ad mis mikla og
mismunandi lifvirkni sé ad finna i vatnsrofnum préteinum Gr mismunandi
liffierum Gr saudfé. Einnig parf ad huga ad framleidslu slikra afurda i
neytendaumbudir og markadssetningu peirra i framhaldinu ef slikar vorur yrdu
markadssettar i framtidinni.

Ahugaverd nestu skref i framhaldi af rannsokninni veeru ad kanna lifvirkni i
t.d. afskurdi, kjoti af beinum og 6drum hlidarafurdum med pad ad markmidi ad
skapa frekari moguleika a beettri nytingu hlidarafurda kjotvinnslu saudfijar.
Afurdirnar purfa ad vera oruggar og hafa einhverja eftirsotta lifvirkni. begar
buid er ad ganga Ur skugga um pad, er nasta skref ad koma peim i
neytendaveenar umbudir til sélu og verdmetaaukningar fyrir framleidandann.
Verkefnid hefur pvi synt fram & ad moguleiki er fyrir hendi ad nyta
hlidarafurdir saudfjarslatrunar og mikilveegt nasta skref yrdi ad athuga hvort
lifvirkni eiginleika sé ad finna i 6drum hlidarafuroum Gr saudfjarlsatrun og par
med nyta fleiri afurdir og gera ur peim veromeeti.
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Vidauki |

4% borsyrulausn:
e 0,1 g af methyl red leyst upp i 10 mL af ethanoli.
e 0,1 g af bromocresol green leyst upp i 10 mL af etanoli.
40 g af borsyru leyst upp i 600 mL af sjodandi dH,0, sidan blandad og baett
vid meira af eimudu dH,O ad 900 mL rummali og lausnin sidan keeld.
Pegar hun hafdi kolnad ad herbergishita voru 10 mL af bromocresol green

lausninni beett dt i, asamt 7 mL af methyl red lausninni.

Phosphate bufferd Saline (PBS); 800 mL dH,O, 80g NaCl, 2g KCI, 14,4g
Na;HPO4, 2,49 KH,PO4, pH stillt i 7,4.

Bromophenol Blue litalausn: 90% rafdrattarbuffer, 10% glyserol og 0,02%
Bromophenol Blue (Sigma-Aldrich).
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Vidauki Il

UndirbUningur syna

Tafla 6: Liffeerahakk og heimtur vié frostpurrkun. Taflan synir magn (g) milta, hdstakirtils, briskirtils og
hjarta eftir hokkun og frostpurrkun hakksins. Einnig er synt Gtreiknad vatnsinnihald (%) liffeerahakks.

Pyngd fyrir Pyngd eftir  Vatnsinnihald

Syni frostpurrkun  frostpurrkun liffeerahakks
() (9) (%)
Milta 8715 202,8 76,7
Hostakirtill 2130,8 689,4 67,7
Briskirtill 590,2 177,3 70,0
Hjarta 1497,0 419,0 72,0
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Vioauki Ill

Dagbdk

Dagsetning

Verkpattur

September 2012

Haustonn 2012 og
vordonn 2013

Oktober 2012

Januar 2013

Januar 2013 — april 2013

Desember 2012 — april 2013

Febrdar 2013

April - mai 2013

Verkefni dkvedio og skraningarblad fyllt
at.

Oflun heimilda og lestur. bessi hluti for
jafnt og pétt fram yfir allan
framkveemdartima verkefnis.

Framvinduskyrslu skilad til leidbeinanda
0g umsjénarmanns lokaverkefna.

pau efni sem purfti vid framkveemd
rannsoknar péntud.
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Afangaskyrslu skilad til leidbeinanda og
umsjoénarmanns lokaverkefna

Lokahdnd 1690 & lokaskyrslu og henni
skilad.

39



