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S o Trypsininhibitoraktivitet i foderstoffer
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I forbindelse med udviklingen af en ny metode til bestemmelse af trypsininhibitoraktiviteten
i foderstoffer, er der udfert en rekke orienterende undersggelser med relation til inhibitor-
aktivitetens eventuelle negative erneringsmassige betydning.

Af undersggelserne fremgik det, at nzsten alle typer korn og frg, der anvendes som foder til

.enmavede dyr, indeholder trypsininhibitoraktivitet, men med en betydelig variation — ogsa in-
den for det enkelte foderstof. De hgjeste aktiviteter blev fundet i frg fra balgplanter, idet aktivi-
teten i ubehandlet og toastet soyaskré blev malt til henholdsvis ca. 20 U/g og 0-2 U/g, medens

. den i hestebgnner og @rter blev malt til 1-2 U/g (i zrtesorten Progreta dog 4-6 U/g), og i lupiner
til under 0,1 U/g. Aktiviteten i korn var hgjest i rug og triticale (ca. 1 U/g), medens byg, hvede
og majs kun indeholdt 0,2-0,5 U/g og havre under 0,1 U/g. Aktiviteten i rapsskré blev malt til ca.
0,3 U/g.

De malte inhibitoraktiviteter var afhzenglg af hvilken dyreartsspecifik trypsin, der anvendtes
Ved vurderingen af inhibitorernes negative betydning for proteinudnyttelsen, bgr inhibitorakti-
viteten derfor bestemmes over for trypsin fra den pagzldende dyreart.

Trypsininhibitoraktiviteten i hvede og i alle undersggte bzlgplanter var stabil over for pepsin
ved pH 2, hvorimod den i rug og triticale hurtigt blev nedbrudt af pepsin. Denrelativt hgje akti- -
vitet i disse kornarter sammenlignet med hvede kan derfor nzppe forklare den darligere netto-
fordgjelighed af protein, der ofte er konstateret i rug og triticale.

I varmebehandlede soyaprodukter blev der efter ekstraktion ved pH 9,6 pavist betydeligt
mere aktivitet, end ved de mere fysiologisk relevante betmgelser ved pH 2 i tilstedevaerelse af
pepsin. : ‘

Indledning
Det har i mange &r varet kendt, at soyabgnner
(og soyaprodukter i almindelighed) skal varmebe-

trypsininhibitorer, hvilket formodes at vare arsa-
gen til en lavere proteinfordgjelighed i denne sort

handles for at kunne anvendes som foder til en-
mavede dyr. Arsagen hertil skyldes farst og frem-
mest indholdet af trypsininhibitorer i ra soyabgn-
ner. Desuden har det vist sig, at en bestemt zrte-
sort (Progreta) har et relativt stort indhold af

(Medd. nr. 587 og 710). Endelig har det varet
konkluderet i flere udeniandske undersggelser, at -
den darlige proteinfordgjelighed i triticale i sam-
menligning med hvede skulle skyldes et relativt
hgjt indhold af trypsininhibitorer.

*) Nuverende adresse: Afdelingen for forsgg med svin og heste



Trypsininhibitorer er protemer der bmder sig

til fordgjelsesenzymet trypsin, hvorved dets akti-

. vitet hemmes. De fleste trypsininhibitorer inde-

- holder mange stabiliserende tvarbindinger i form
af disulfidbroer (cystin-broer). Herved bliver de

" meget modstandsdygtige over for sivel varme og
pH-zndringer, som de @vrige proteinspaitende
(proteolytiske) enzymer i mave-tarmkanalen.

- Den'fysiologiske effekt af trypsininhibitorerne
vil umlddelbart vare en nedszttelse af proteinfor-
dgjelsen i tyndtarmeén, men effekten er dog mere
koE}pllceret, idet koncentrationen af aktivt tryp-
sini tyndtarmen reguleres hormonelt. Dette bety-

‘der, at inhibitorernes kompleksdannelse med
trypsin bevirker en pget sekretion af fordgjelses-
enzymer fra bugspytkirtlen. Da disse enzymer li-
gesom inhibitorerne er relativt rige pa stabilise-

rende cystin-broer (for at undgé en for hurtig selv-

destruktion i tyndtarmen), bliver resultatet der-
for, at der sker et dren af aminosyrer —is@r af cy-
stin — fra kroppen. Den veasentligste effekt af
trypsininhibitorerne vil derfor generelt vaere en
nedsat nettofordgjelse af svovlholdige aminosy-
rer. Dette vil have en szrlig stor effekt ved fodring
med protein fra balgplanter, der ikke kun har et
lavt indhold af svovlholdige aminosyrer (methi-
onin + cystin), men ovenikgbet har en betydelig
del af cystinet bundet i trypsininhibitorer.

. I denne meddelelse redeggres for en rzkke ori-
enterende undersggelse over indholdet af trypsin-
inhibitoraktivitet i almindelige vegetabilske fo-
derstoffer til enmavede dyr. Inhibitoraktiviteten
er rutinemassigt bestemt over for trypsin, der'er
oprenset fra svin (porcint trypsin). Da imidlertid
nasten alle hidtidige undérsggelser vedrgrende
trypsininhibitoraktivitet, der er angiveti litteratu-
ren, har vaeret udfgrt med trypsin fra kvaeg (bo-
- vint trypsin), sammenlignes inhibitoraktiviteten
over for disse to enzymer.-Desuden er der medta-
get en rekke bestemmelser af he@mningen af rot-
tetrypsin. Endelig-er den mélte aktivitets afhan-
gighed af ekstraktionsbetingelserne undersagt —
herunder indflydelsen af pepsin i ekstraktions-
blandingen.

Materialer og metoder

En formalet prgve ekstraheres med en acetat-
buffer (0.1 mol/l, pH 5.0) under konstant rystning -
i1 time. En del af prgven filtreres og fra filtratet
udtages-en mindre del til inkubation med trypsin
i"10 min., hvorefter trypsinets restaktivitet be- -
stemmes over for et specifikt substrat (DL- .
BAPA) i en buffer ved pH 8,2 og efter inkubation
ved 25°C i 15 min.

Resultatet angives i Ulg, idet 1 U svarer til
hzmningen af aktiviteten fra 1 mg trypsin.

Den ngjagtige mangde aktivt trypsin i sivel
preparationer fra svin og kvaeg som i ekstrakt fra
tyndtarmsindholdet hos rotter blev i forvejen be-
stemt ved titrering med en standard trypsininhibi-
tor, der he#mmer alle 3 enzymer i forholdet 1:1
mellem trypsm og inhibitor. ’

Resultater og diskussion

Fig. 1 viser hamningskurver for samme
meangde aktivt trypsin fra kveg og svin med en
fortyndingsrakke af et inhibitorekstrakt fra @ rte-
sorten Progreta. Det ses, at kurverne ikke er line-

- @re ved en hzmning over 65-75%. Tilsvarende

hazmningskurver fas for ekstrakterne fra de gv-
rige undersggte foderstoffer, idet kurverne altid
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Fig. 1. Hemningskurver for samme mangde trypsin fra’
henholdsvis kveeg (O---O) og svin (A---A) med forskel-
lige fortyndinger af ekstrakt fra certesorten Progreta. - -
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er linexre op til mindst 55% hzmning. Beregnfng '

af inhibitoraktiviteten er derfor altid baseret pa
malinger, hvor ekstraktet er fremstiliet sdledes, at
hamningen af trypsin bliver pa 20-60%.

Det fremgar ogsa af fig. 1, at hemningen af
trypsin fra henholdsvis svin og kveg ikke er iden-
tisk. I tabel 1 er trypsininhibitoraktiviteten ien

rekke frg og korn bestemt over for svinetrypsin-:

og sammenlignet med aktiviteten over for hen-
holdsvis kvagtrypsin  og rottetrypsin. Dét frem-
gar af tabel 1, at kvagtrypsin hemmes lidt krafti-
gere af nasten alle inhibitorer, medens rottetryp-
sin hzmmes . kraftigere af inhibitorer fra bzlg-
planter, men til gengzld svagere af inhibitorer fra
kornarterne. Det kan derfor konkluderes, at den
bedste vurdering af trypsininhibitorernes effekt
pa foderets proteinudnyttelse fas ved at méle
hemningen af det artsspemflkke trypsin, der

* stammer fra den dyreart, som foderet er beregnet

til.

Tabel 1. Trypsininhibitoraktiviteten (U/g) i udvalgte
foderstoffer efter ekstraktion ved pH 5 og malt over for
trypsin fra forskellige dyrearter

Trypsmets oprindelse

Foderstof 'kveg rotte svin
Byg ......c... . 0.7 0.5 0.6
Rug .............. 1.0 0.3 0.9
Triticale . . ... ....... 09 0.4 0.8
Hvede ... .......... 0.4 0.2 0.4
Havre ............. 0.1 0.0 0.0
Soyaskrd ........... 19.5 26.0 20.8
Zrt (Stehgolt) .. ... .. 1.9 1.9 1.1
Art (Progreta) . ...... 6.0 6.6 4.5
Hestebgnne . ........ 1.9 1.3 1.0
Lupin ............. 0.1 0.0 0.0

Effekten af pepsin pa mhlbltoraktmteten fra

forskellige kornarter blev undersggt ved at inku-

bere med svinepepsin ved fysiologisk relevante
betingelser (pH 2,0 og 0,05 mg pepsin/ml). Det
fremgér af fig. 2, at i lgbet af 2 timer blev inhibi-
toraktiviteten herved nedbrudt fuldstzndigt i rug
og ca. 90% i triticale, medens den var stabil i hve-
de. Disse resultater viser tydeligt, at selv om

hvede indeholder mindre trypsininhibitoraktivi-

tet end rug og triticale, vil inhibitorerne fra hvede
sandsynligvis have en stgrre virkning i tyndtar-
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Fig. 2, Inhibitoraktiviteti ekstrakt fra forskellige kornarter
over for trypsin fra svin efter ekstraktion ved pH 2 med til-
seemning af pepsin efter I time (fyldte symboler) eller uden

. tilsetning (dbne symboler). .

men end inhibitorerne fra rug og triticale, da stgr-
stedelen af aktiviteten fra de sidstnavnte mé for- -
modes at blive nedbrudt af pepsinet i maven. Det
er derfor ikke sarligt sandsynligt, at den lavere
fordgjelighed, der generelt konstateres af prote-
inet i rug og triticale, sammenlignet med hvede,
skyldes trypsininhibitorer, som det tidligere har
varet foreslaet. :

Tilsvarende undersggelser over mhlbltoraktm-
teten i frp fra balgplanter viste, at ekstraktion ved
pH 2 generelt gav lidt hgjere vardier end ved pH
5, og at tilsztning af pepsin til ckstraktionsveasken
pgede den ekstraherede aktivitet yderligere (ta-
bel 2). Disse resultater viser, at inhibitorerne i
bzlgplanter er stabile over for pepsin-under-de

Tabel 2. Ekstraktionsbetingelsernes indflydelse pa
malte vaerdier af inhibitoraktiviteten (U/g) over for svi-
netrypsin i udvalgte foderstoffer

Ekstraktionsbetingelser

. pH2 +
Foderstof pHS pH2 pepsin
Byg .............. 0.6 0.5 0.3
Rug .............. 0.9 0.8 0.0
Triticale . . .......... 0.8 0.8 0.1
Hvede ............. 0.4 0.4 0.4
Soyaskrd . .......... 20.8 22.7 23.4
Art (Stehgolt) .. ..... 1.1 1.0 1.3
Art (Progreta) ....... 4.5 47 5.2
Hestebgnne . ........ 1.0 1.2 1.4




giviie betingelser og ovenikgbet ekstraheres
bedre e}ter pepsinets delvise nedbrydning af de
gvrigeproteiner i frgene.

Effekten af varmebehandlingen p& soyapro-
dukter er tidligere (og bliver undertiden stadig-
vzk) vurderet pa grundlag af en semikvantitativ
bestemmelse af restaktiviteten fra urease. Der er
dog kun en lille sammenhzng mellem denne akti-
vitet og restaktiviteten fra trypsininhibitorerne.
Restaktiviteten méles derfor nu ofte over for
kvaegtrypsin efter ekstraktion ved pH 9,6. Denne
metode er oprindeligt foreslaet af American Qil
Chemists’ Society til anvendelse specielt ved be-
stemmelse af restaktiviteter i varmebehandlede
soyaprodukter. o

I tabel 3 er sammenstillet resultaterne fra be-
stemmelse ‘af trypsininhibitoraktiviteten (i U/g
prgve) i en rekke soyaprodukter fra Kina med
ukendt forbehandling, idet den officielle ekstrak-
tionsmetode er sammenlignet med de ovenfor be-
skrevne. Det fremgar af tabellen, at de bedste k-
straktionsbetingelser helt afhznger af praeven.
Dog ser det ud til, at prgver, der er tilstrekkeligt

" varmebehandlede (F og G), ekstraheres bedst
ved pH 9,6, idet der nesten ingen aktivitet ekstra-
heres ud ved pH 5 i disse prgver. Ved pH 2 ekstra-
heres der lidt aktivitet og ved tilsztning af pepsin
oges aktiviteten yderligere, men er stadig betyde-
ligt lavere end ved pH 9,6. Da dette pH imidlertid

‘er vasentligt hgjere end det fysiologiske omrade

" Tabel 3. Ekstraktionsbetingelsernes . indflydelse pa

milte verdier af inhibitoraktiviteten (U/g) over for
kvaegtrypsin i kinesiske soyaprodukter med ukendt for-
behandling o

Ekstraktionsbetingelser

Soyaprodukt

pH9.6 pHS pH2 pH2 + pepsin

. n

A....... 236 298 256 287 250
B ....... 217 165 168 133 139
C....... 157 91 118 154 97
D....... 133 126 162 185 13.4
E....... 10.1 63 11.1 143 116
F....... 2.1 00 02 03 0.2
G....... 1.1 0.0 02 04 03

D aktiviteten malt over for svinetrypsin

(2-4 i maven og 6,5-7,5 i tyndtérmen), kan man
stille spgrgsmal ved, hvor meget de opniede var-
dier efter ckstraktion ved pH 9,6 reelt betyder for
en evt. nedszttelse af proteinudnyttelsen. Det
kan sdledes ikke udelukkes, at en negativ virk-
ning er bedre korreleret til den aktivitet, der bli-
ver ckstraheret ud ved pH 2 i tilstedevzrelse af
pepsin. ‘

Afklaring af savel dette spgrgsmal, som af hvor
meget restaktivitet, der mé vere tilbage, for at
der ikke lzngere er nogen malelig negativ effekt
pa proteinudnyttelsen hos enmavede dyr, mé
imidlertid afvente nzrmere undersggelser med’
fordgjelses- og balanceforsag.
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