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SAMMENDRAG

Tilstrekkelig protein i kosten er essensielt for opprettholdelse av en funksjonell kropp,
men kvaliteten av proteinet er avgjgrende for i hvilken grad proteinet utnyttes.
Animalsk protein i form av kjgtt, egg og meieriprodukter har en hgy kvalitet, men
produksjonen har stor miljgpavirkning. Med en raskt voksende befolkning bgr
alternative proteinkilder i stgrre grad utnyttes for & sikre nok protein. Akerbgnner
(Vicia faba L.) er belgvekster som kan kultiveres flere steder pa @stlandet i Norge.
Bgnnen er proteinrik, og gjennom nitrogenfiksering vil den gi bedre vekstforhold for
andre vekster i omlgpet, som korn. Selv om proteininnholdet i dkerbgnner er hgyt, har
de et begrenset innhold av noen essensielle aminosyrer, som medfgrer lavere
proteinkvalitet sammenlignet med animalske produkter. For & sikre optimal utnyttelse
av proteinet, er det ngdvendig at proteinet i stgrst mulig grad blir fordgyd og absorbert.
Fordgyeligheten av proteiner bestemmes i stor grad av faktorer som prosessering,
innhold av antinzeringsstoffer og strukturen av proteinene. Formalet med denne
oppgaven var a undersgke effekten av ekstrudering (vat og tgrr), koking, blgtlegging og
spiring pa in vitro fordgyeligheten av dkerbgnneproteiner. En viktig del av oppgaven var
ogsa a evaluere hvorvidt BCA-metoden, sammenlignet med Dumas-metoden, er en egnet

analysemetode for vurdering av proteinfordgyelighet.

Akerbgnner ble fraksjonert til en proteinrik og en stivelsesrik fraksjon. Den
proteinanrikede fraksjonen ble fordgyd ra, kokt (grgt), og som to ekstruderte produkter
(vat og terr). Akerbgnner ble ogsa malt med skall og fordgyd ra og kokt (gret). I tillegg
ble hele dkerbgnner blgtlagt og spirt ved ulike tider (0, 24, 48 og 72 timer) fgr koking.
Alle produkter ble fordgyd i en statisk in vitro fordgyelsesmodell. Fordgyeligheten ble
analysert ved maling av proteinlgselighet med Dumas-metoden og BCA-metoden. SDS-

PAGE ble benyttet for a studere proteinenes nedbrytningsprofil under fordgyelse.

Av de proteinanrikede akerbgnneprgvene viste den tgrrekstruderte prgven lavere
proteinfordgyelighet enn ra, kokt og vatekstrudert prgve (ikke signifikant). Blant
provene av fullformalte og hele dkerbgnner viste grgten og de blgtlagte bgnnene spirt i

24/72 timer fgr koking en hgyere fordgyelighet sammenlignet med ra referanseprgve



(ikke signifikant). Koking viste spesielt en positiv innvirkning pa proteinfordgyeligheten
nar kokevannet ble beholdt, som ved koking av grgt. Det ble ikke observert en
sammenheng mellom spiretid og proteinfordgyelighet. En effekt av stivelsesinnhold pa
proteinfordgyelighet ble observert hvor proteinanrikede rd dkerbgnner viste signifikant
(p<0,01) hgyere fordgyelighet enn ra dkerbgnner med et hgyere stivelsesinnhold. Den
proteinanrikede grgten viste ogsd stgrre proteinfordgyelighet sammenlignet med
grgten av fullformalte dkerbgnner (mindre protein, mer stivelse). BCA-analysen viste a
veere uegnet til vurdering av proteinfordgyelighet, trolig pa grunn av tap av
peptidbindinger under proteolyse og forstyrrelser av blant annet tanniner under maling.
Det var ingen korrelasjon (R? = 0,02223) mellom BCA-analysen og Dumas-analysen etter
maling av de proteinanrikede prgvene, og korrelasjonen var lav (R?=0,58837) etter

maling av fullformalte og hele dkerbgnneprgver.



ABSTRACT

Sufficient protein in the diet is essential for maintaining a functional body, but the
protein quality is crucial in determining how the protein is utilized in the body. Animal
protein in the form of meat, eggs and dairy products has a high quality, but the
production has a large environmental impact. With a rapidly growing world population,
alternative protein sources should be exploited to secure a sufficient dietary protein
production. Faba beans (Vicia faba L.) are legumes that can be cultivated in several
southern and eastern parts of Norway. The bean is rich in protein, and through nitrogen
fixation it will improve the growth conditions for other crops in rotation, such as grains.
Although the protein content of faba beans is high, it lacks some essential amino acids,
which results in lower protein quality compared to animal products. To ensure optimal
protein utilization, the protein also needs to be highly digested and absorbed. The
digestibility of proteins is largely determined by factors such as processing, the content
of anti nutritional factors and the protein structure. The aim of this thesis was to
investigate the effect of extrusion (wet and dry), cooking, soaking and germination on
the in vitro digestibility of faba bean proteins. An important purpose of the thesis was
also to evaluate whether the BCA assay, compared to the Dumas method, is a suitable

method for assessing protein digestibility.

Faba beans were fractionated into a protein-rich and a starch-rich fraction. The protein-
enriched fraction was digested raw, cooked (porridge) and as two extruded products
(wet and dry). Faba beans were also fully milled and digested raw and cooked
(porridge). In addition, whole faba beans were soaked and germinated at different time
lengths (0, 24, 48 and 72 hours) prior to cooking. All products were digested in an in
vitro static digestion model. The digestibility was analysed by measuring protein
solubility with the Dumas method and the BCA method. SDS-PAGE was used to study the

degradation profile of the proteins during digestion.

Among the protein-enriched faba bean samples, the dry extruded sample showed a
lower protein digestibility than raw, cooked and wet-extruded sample (not significant).

Among the samples of fully milled and whole faba beans, both the porridge and the

\%



whole beans that were soaked and germinated for 24 /72 hours prior to cooking showed
a higher digestibility compared to the raw flour (not significant). In particular, cooking
had a positive effect on protein digestibility when the cooking water was retained, as
with porridge. No correlation between germination time and protein digestibility was
observed. An effect of starch content on protein digestibility was observed were protein-
enriched raw faba beans showed significantly (p<0.01) higher digestibility than raw
faba beans with a higher starch content. The protein-enriched porridge also showed
greater protein digestibility than the porridge of fully milled faba beans (less protein,
more starch). The BCA assay proved unsuitable in measuring protein digestibility,
probably due to loss of peptide bonds during proteolysis and interference of tannins,
among others, during measurement. In particular, there were no correlation
(R2=0.02223) between the BCA assay and the Dumas assay after measuring the
protein-enriched samples, and the correlation was low (R? = 0.58837) when measuring

fully milled and whole faba bean samples.
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1. INNLEDNING

Et kosthold med nok protein er essensielt for opprettholdelse av en funksjonell kropp.
For optimal utnyttelse av proteiner i maten, ma proteinet bli tilstrekkelig fordgyd og
absorbert i tarmen. For a sikre optimal utnyttelse av verdifullt protein, er det viktig med
gkt kunnskap om faktorene som pavirker proteinfordgyelsen. I tillegg er det viktig a
vurdere miljgpavirkningene av matvarer. En matvare som kilde til protein bgr
produseres mot a optimalisere den ernaeringsmessige kvaliteten, uten a bidra med store

klimaavtrykk.

1.1 Proteinkilder, helse og miljz

Proteiner er viktige byggesteiner i alt levende vev, og alle livsngdvendige prosesser i
kroppen avhenger av bestemte proteiner eller enzymer som kan katalysere de ulike
reaksjonene (Pedersen, 2013). Det anbefales et proteininntak tilsvarende 10-20 % av
energiinntaket (Helsedirektoratet, 2016). Et kosthold med fraveer av protein kan gi
alvorlig nedbrytning av muskler og vev, leverskade, apati, gdem og forandringer i hud og
har (Geissler & Powers, 2010; Pedersen, 2013). Mangelsykdommer som fglge av
utilstrekkelig proteininntak forekommer seerlig i tropiske omrader der basismaten har
et lavt proteininnhold (Pedersen, 2013). Proteiner finnes i store mengder i animalske
matvarer, som Kkylling, egg, fisk, svin, storfe og meieriprodukter, men betydelige
mengder er ogsd a finne i matvarer fra planteriket, som belgvekster og korn. Ettersom
mennesker opprinnelig er omnivore organismer (bade plante- og kjgttetere), har begge

kilder alltid veert viktige bidrag til protein (McGee, 2007).

Planteprotein er relativt billig sammenlignet med animalsk protein, og potensielt er
ogsa variasjonen og tilgjengeligheten av planteprotein stgrre. Likevel er direkte konsum
av planteprotein noe begrenset i den vestlige verden, der proteinet i stor grad er blitt
brukt til produksjon av kraftfor for produksjon av egg, melk og kjgtt (Day, 2013).
Konverteringen av protein fra husdyrfor til animalske matvarer har imidlertid en lav
effektivitet. Gjennomsnittlig kreves 6 kg planteprotein for & produsere 1 kg animalsk

protein, med en variasjon mellom ulike produksjonssystemer (de Boer et al., 2006).



Likevel blir en tredjedel av den globale produksjonen av korn og belgvekster brukt arlig
som dyrefor. Denne andelen inneholder nok energi til & mette 3 milliarder mennesker
(Smil, 2002). Samtidig krever husdyrsektoren 11 ganger mer energi og en betydelig
stgrre andel vann og landareal til proteinproduksjon sammenlignet med hva som kreves
for produksjon av planteprotein. Utslipp av drivhusgasser er ogsa betraktelig stgrre.

Dette har store negative innvirkninger pa miljget (Day, 2013; Sabaté & Soret, 2014).

1.2 Etbehov for en bedre utnyttelse av planteprotein

Det er forventet at verdens befolkning vil gke med over 25 % frem mot ar 2050 (FN-
Sambandet, 2019). Med denne befolkningsveksten er det estimert et behov for gkt
matproduksjon tilsvarende 70 %, og mer enn 30 % av denne gkningen ma dekkes av
proteinrik mat (Warsame et al, 2018). Av miljgmessige hensyn og det faktum at
produksjon av animalsk protein i husdyrsektoren pa et punkt vil nd maksimal kapasitet,
vil det veere avgjgrende for matsikkerheten med en bedre og mer effektiv utnyttelse av
planteprotein (Day, 2013; Sabaté & Soret, 2014). I tillegg er det av helsemessige arsaker
en generell anbefaling a redusere kjgttforbruket, spesielt rgdt kjgtt, selv om animalske
produkter ogsad kan vare en gunstig kilde til naeringsstoffer (Geissler & Powers, 2010;
Godfray et al.,, 2018). Denne anbefalingen gjelder imidlertid ikke befolkningsgrupper i
land med hgyt inntak av plantekost og hvor nivdene av blant annet selen, jod, jern,
nitrogen, fosfor, kalsium og magnesium i jordsmonnet - og derved i plantene - er lave.
For disse kan et gkt inntak av animalsk protein vaere gunstig (Gibson et al., 2000;
Neumann et al., 2002). Mange som fglger et vestlig kosthold har et gnske om a endre
sine matvaner, enten det er av helse-, miljg- og/eller dyrevelferdsarsaker.
Undersgkelser har vist at nesten 50 % av alle europeere har sagt seg villige til d erstatte
kjgtt med andre proteinkilder (Warsame et al., 2018). I en studie av Bugge og Alfnes
(2018) uttrykte halvparten av respondentene (nordmenn) en interesse for a spise
middag uten kjgtt eller fisk. Erter, bgnner og linser var blant proteinkildene flest gnsket

a gke inntaket av, mens storfekjgtt var den proteinkilden flest gnsket a spise mindre av.

Belgvekster er planter i erteblomstfamilien (Fabaceae). Vekstene inkluderer blant annet
erter, lupin, akerbgnner, soya, Kkikerter, linser og bgnner (McGee, 2007). Disse

belgvekstene inneholder fra rundt 20-40 % protein, og er allerede viktige proteinkilder



over store deler av verden (Day, 2013; Henchion et al.,, 2017). Det hgye proteininnholdet
i belgvekster skyldes et symbiotisk samarbeid mellom planten og rhizobiumbakterier pa
rgttene; hvor nitrogen fra lufta konverteres til ammonium som planten direkte kan
benytte for & syntetisere aminosyrer (McGee, 2007). De siste drene har interessen for
belgvekster gkt, og 2016 ble av FNs generalforsamling utnevnt som belgfruktens ar
(Calles, 2016). Med den gkte interessen for belgvekster, sammen med et gkt fokus pa
klima, har det de siste drene veert en ekspansjon av vegetabilske produkter pa
matmarkedet. I Norge er en stor andel av de vegetariske produktene basert pa
soyabgnner, og da spesielt de sdkalte kjgtterstatningsproduktene. Soyabgnnen er en
belgvekst med svert hgyt proteininnhold (>40 %), og den har en aminosyre-
sammensetning pa linje med animalsk protein (McGee, 2007). En ulempe eksisterer
likevel ved at all soya ma importeres fordi dette er en belgvekst som krever andre
klimaforhold for dyrking enn hva vi har i Norge. For at Norge skal sikre en bzerekraftig
matproduksjon bgr vi finne rdvarer som kan dyrkes under norske forhold, og erter
(Pisum sativum) og akerbgnner (Vicia faba L.) representerer to av hovedalternativene til

soyabgnner som plantebaserte proteinkilder (Peltonen-Sainio et al., 2013).

Akerbgnne (V. faba) er en svert tilpasningsdyktig plante, og har i tillegg et hgyt
proteininnhold (gjennomsnittlig 30 %) (Abrahamsen et al.,, 2019). Et hgyt innhold av
protein er fordelaktig, men det er proteinkvaliteten som er avgjgrende ved vurdering av
akerbgnner og andre matvarer som kilde til protein. Kvaliteten av proteiner i
naeringsmidler er primeert en funksjon av 1) komposisjonen av aminosyrer i forhold til
menneskets aminosyrekrav, og 2) graden av proteinets fordgyelighet - altsa hvorvidt
proteinet fordgyes, absorberes og utnyttes i kroppen (Nosworthy & House, 2017).
Animalske proteinkilder imgtekommer menneskets aminosyrekrav, og er samtidig
veldig fordgyelige (Nosworthy & House, 2017; Tomé, 2013). Proteinet i dkerbgnner og
andre plantevekster har, i varierende grad, et for lavt innhold av én eller flere essensielle
aminosyrer til alene & dekke menneskets behov for normal vekst og utvikling. I nativ
tilstand er dkerbgnneprotein i tillegg mindre fordgyelig enn animalsk protein (Pedersen,

2013; Tomé, 2013).



1.3 Oppgavens formal

Denne masteroppgaven ble skrevet som del av forskningsprosjektet FoodProFuture
(2017-2021), som er et tverrfaglig prosjekt med ni nasjonale og fem internasjonale
akademiske partnere involvert. Prosjektets ledelse er ved Institutt for plantevitenskap
(IPV) ved NMBU. FoodProFuture har som hensikt a utvikle en kunnskapsplattform for a
skape smaksrike, sunne, attraktive og proteinrike produkter av norske planterdvarer.
Hovedfokuset ligger pa norskdyrkede belgvekster, som erter og dkerbgnner. I arbeidet
mot a skape en slik kunnskapsplattform vil det innhentes resultater fra forskning i flere
omrader: Blant annet vil det forskes pd mulighetene for produksjon av mer
planteprotein under norske klimatiske forhold. Det vil ogsa bli undersgkt hvordan et
kosthold med mer plantebasert protein pavirker helse, miljg og sosiale forhold. I tillegg

vil det samles kunnskap for a kunne optimalisere utnyttelsesgraden av plantekost.

Selv om plantevekster er gode kilder til protein, kan den lave fordgyeligheten av
planteproteiner ofte trekkes frem som en begrensende faktor for a bruke en hgy andel
planteprotein i human ernzering. Proteinfordgyeligheten kan likevel variere mellom
ulike planteravarer, og den kan gke med ulike typer av prosesseringer. Men det er
fremdeles et stort behov for gkt kunnskap om hvordan fordgyeligheten av plantevekster
varierer, og hvordan den kan forbedres slik at disse proteinkildene kan dekke
menneskets behov pa linje med protein fra animalske produkter. Formalet med denne
oppgaven var a studere effekten av ulike prosesseringer pa in vitro proteinfordgyelighet
av akerbgnner (V. faba). Dette ble gjort gjennom to former av ekstrudering (vat- og
tgrrekstrudering), blgtlegging, spiring ved ulike tider (24, 48 og 72 timer) og koking.
Akerbgnnene ble hgstet fra to omrader pa @stlandet i Norge, hvorav det ene partiet ble
fraksjonert fgr prosessering. In vitro fordgyelse ble gjort med en statisk
fordgyelsesmodell etter protokoll fra COST INFOGEST. Proteinfordgyeligheten av
prosesserte dkerbgnner ble vurdert fra proteinlgseligheten beregnet etter analyse med
Dumas-metoden og BCA-metoden. Et formal med denne oppgaven var ogsa a undersgke
om BCA-analyse er en egnet metode for vurdering av proteinfordgyelighet. Dette ble
gjort ved & sammenligne resultatene fra BCA-analysen med resultatene fra Dumas-
analysen; som ansees som en mer palitelig, men ogsd mer tidkrevende metode. SDS-

PAGE ble benyttet for a analysere proteinenes nedbrytningsprofil under fordgyelse.



2. KUNNSKAPSSTATUS

2.1 Dyrking av belgvekster i Norge

Klimaet i Norge begrenser hvilke arter av belgvekster som kan dyrkes. Eksempelvis er
vekstsesongen for soya for lang for vare forhold. Lupin modner ogsa sveert sent, og er i
tillegg lite konkurransedyktig mot ugress (Frgseth, 2017). Nar det gjelder dkerbgnner er
modningstiden ogsd noe sen for disse, men de kan dyrkes i omrader med lang veksttid,
hovedsakelig sgr for Oslo, i kystnaere strgk. Det har imidlertid kommet nye og bedre
akerbgnnesorter pa markedet med tidligere modning, og som kan dyrkes i et stgrre
omride i Norge (Abrahamsen et al, 2019). Akerbgnner har gode klimamessige
tilpasningsevner som blant annet gjgr dem mer tolerante overfor kald jord
sammenlignet med for eksempel soyabgnner. Erter kan ogsa spire i relativt kald jord.
(Etemadi et al., 2019; Warsame et al., 2018). I Norge kan vekstsesongen vare preget av
mye regn, som kan gi stgrre problemer med sykdommer og utfordringer ved innhgsting.
Mye regn kan imidlertid ogsa veere fordelaktig, da bade erter og dkerbgnner kan vaere
utsatt for tgrke tidlig i sesongen fgr rotsystemet er tilstrekkelig utviklet, ettersom
rgttene normalt ikke gar sa dypt (Etemadi et al., 2019). Bade erter og dkerbgnner er
spesielt godt egnet for dyrking pa @stlandet (Frgseth, 2017). I perioden 2016 til 2018
ble erter og dkerbgnner i stgrst grad produsert i @stfold og Vestfold, etterfulgt av
Akershus, Buskerud og Telemark (Abrahamsen et al., 2019).

I Norge har man de siste drene opplevd et gkende areal for erter og dkerbgnner, men
arealet av proteinvekster utgjgr (2019) likevel ikke mer enn <2,5% av det totale
vekstarealet, og da er oljevekster inkludert (Abrahamsen et al, 2019). Det er
etterspgrsel og gkonomi som avgjgr hvor mye som kan dyrkes, da man potensielt kan
dyrke erter og dkerbgnner pa et areal 7 ganger stgrre enn hva som var tilfellet i 2019
(Abrahamsen et al., 2019). Produksjonen vil da hovedsakelig skje i et vekstskifte med
korn ettersom det bgr ga 6-8 ar mellom hver dyrking for & unngd sykdomsangrep. Erter
og dkerbgnner vil veere en god forgrgde til hvete, og dyrking av disse belgvekstene er

godt egnet i omrader hvor hvete allerede dyrkes (Abrahamsen et al., 2019).



Med vekstskifte menes rekkefglgen av vekster som dyrkes etter hverandre pa samme
dyrkingsomrade. Et produksjonssystem med vekstskifte av belgvekster og korn har en
positiv innvirkning pa kornavlingene da belgvekster gjennom nitrogenfiksering samler
nitrogen i jorda, hvilket gir en bedre kvalitet, et stgrre utbytte og et hgyere
proteininnhold av kornet (Abrahamsen et al., 2019; Frgseth, 2009). I tillegg vil et slikt
dyrkingssystem gi bedre konkurranseevne mot ugress, bedre jordkvalitet, gkt kontroll
av plantesykdommer og redusert behov for syntetiske N-forbindelser (nitrogengjgdsel)

(Fraseth, 2017; Peltonen-Sainio et al., 2013; Serikstad et al., 2013; Tulbek et al,, 2017).

2.2 Akerbonner

Akerbgnner (Vicia faba L.) er en type av kjernebelgvekster (norsk betegnelse for «food
legume») tilhgrende erteblomstfamilien (Fabaceae) (Frgseth, 2009). Akerbgnnen er en
av verdens eldste belgvekster, og andre navn pa arten er bgnnevikke, bondebgnne og
hestebgnne (engelsk; faba bean) (Frgseth, 2009; Warsame et al., 2018). Bgnnene dyrkes
i rundt 70 land (stgrst produksjon i Kina, etterfulgt av Etiopia, Storbritannia og
Australia), og gir nzer 4 millioner tonn arlig (McGee, 2007; Warsame et al., 2018).
Plantene er ettdrige, har lang veksttid og bgr sdes tidlig (Frgseth, 2009). Frgene er
hovedsakelig det viktigste produktet ved dyrking, bade gkonomisk og neeringsmessig
(Frgseth, 2009). Frgskallet er derimot tykt og seigt, og blir ofte fjernet (McGee, 2007).
Innen arten akerbgnne finnes tre varieteter med ulik frgstgrrelse: Vicia faba var. minor,
V. faba var. equina, og V. faba var. major. I Norge er det kun smafrgtypen (minor) som er
aktuell & dyrke til fremodning (Frgseth, 2017). Aktuelle sorter av akerbgnner til dyrking

i Norge er blant andre Kontu, Vertigo, Sampo og Louhi (Frgseth, 2017).

Akerbgnner og andre belgvekster fikserer nitrogen (N). Dette foregir gjennom et
symbiotisk samspill mellom belgveksten og arter av bakterieslekten Rhizobium som
lever i knoller pa plantergttene. Nitrogenfikseringen innebaerer at N fra atmosfaeren tas
opp i bakterieknollene pa rgttene hvor det omdannes til plantetilgjengelige N-
forbindelser som utnyttes i plantevevet (Bennetau-Pelissero, 2019; Serikstad et al,,
2013). Belgveksten sgrger for neering/energi (karbohydrater gjennom fotosyntesen) til
bakterien, mens bakterien forsyner planten med N for & mgte dens N-krav (Frgseth,

2017). Akerbgnner er unik i at den opprettholder nitrogenfikseringen selv om jorda



allerede er relativt rik pd N (Etemadi et al, 2019). Akerbgnner er uvurderlige i en
barekraftig planteproduksjon da de har evnen til a fiksere N svert effektivt; i like stor
grad som soya og erter til sammen (Warsame et al., 2018). Det er en stor sammenheng
mellom effektiv N-fiksering og proteininnhold, og under optimale forhold gir
akerbgnner det stgrste proteinutbyttet sammenlignet med andre belgvekster (Warsame
et al,, 2018). Planten har ogsd en god innvirkning pa andre vekster i et vekstskifte pa

grunn av et kraftig rotsystem (Abrahamsen et al., 2019).

2.3 Innholdsstoffer i akerbanner

Den generelle oppbyggingen av et akerbgnnefrg er illustrert i figur 1. Frgene bestar av
en kime (embryo) omgitt av et beskyttende frgskall. Kimen bestdr av to store frgblader
(cotyledons) og en tynn stilk. Frgbladene inneholder mesteparten av opplagsnzeringen
(slik endospermen gjgr i korn). Frgskallet dekker hele frget, bortsett fra ved hilum, altsa
stedet hvor frget har veert festet til belgen. Det er gjennom hilum at frget absorberer

vann under spiring, og vann kan herfra passere direkte til kimen (McGee, 2007).

kime froblad
(embryo) hilum (cotyledon)

froskall

Figur 1. Tverrsnitt av et akerbennefre (V. faba) med en av de to
frebladene fjernet for & kunne illustrere kimen. Hilum representerer
omradet hvor fraet har veert festet til belgen. Hentet fra McGee (2007).

Akerbgnner inneholder generelt mye protein, komplekse karbohydrater (stivelse,
oligosakkarider og kostfiber), mineraler (som kalium, fosfor, magnesium, kalsium, jern,
selen og sink) og vitaminer (spesielt B-vitaminer), samt lite fett (Dahl et al, 2012;

Shevkani et al., 2019). Frgene akkumulerer store mengder protein under utvikling, og



spesielt da i frgbladene (Tulbek et al,, 2017). Frgbladene inneholder i tillegg stivelse,
lgselig fiber og oligosakkarider (Singh et al., 2017). Noe protein er ogsa a finne i
frgskallet, men hovedsakelig bestdr skallet av polysakkarider, og inkluderer
mesteparten av frgets ufordgyelige fiber (Henchion et al., 2017). Akerbgnner, som andre
belgvekster, inneholder i tillegg noen antinzeringsstoffer, deriblant vicin og convicin,
enzyminhibitorer, hemagglutininer (lektiner), fytinsyre, oligosakkarider og polyfenoler.
Vicin, convicin, enzyminhibitorer, lektiner, fytinsyre og oligosakkarider er i stgrst grad
lokalisert i frgbladene sammen med proteinet, men noe er ogsd i finne i frgskallet
(Khazaei et al,, 2019; Singh et al,, 2017; Tulbek et al., 2017). Polyfenoler, som tanniner,
er i stgrst grad lokalisert i frgskallet (Singh et al.,, 2017).

2.3.1 Protein

Proteiner er komplekse makromolekyler hovedsakelig bygd opp av 20 ulike a-
aminosyrer. Alle aminosyrer bestdr av et sentralt karbonatom (C) linket til en
aminogruppe (NHz), en karboksylgruppe (COOH), et hydrogenatom (H) og en sidekjede
(R) (Branden & Tooze, 2012; Mathews et al., 2013). Dette gir aminosyrer den kjemiske
formelen NH;-CHR-COOH. Sidekjeden er unik for hver aminosyre. Aminosyrer med
alifatiske (Ala, Ile, Leu, Met, Pro og Val) og aromatiske (Phe, Trp og Tyr) sidekjeder er
hydrofobe og vil derfor vise begrenset lgselighet i vann. Enkelte aminosyrer inneholder
svovel, og kalles svovelholdige aminosyrer. Dette gjelder cystein og metionin. Metionin
er i tillegg én av ni essensielle aminosyrer sammen med valin, leucin, isoleucin,
fenylalanin, tryptofan, treonin, lysin og histidin. Det vil si at kroppen ikke selv kan

syntetisere disse, men ma fa dem tilfgrt gjennom kosten (Pedersen, 2013).

Proteininnholdet i dkerbgnner er et av de hgyeste blant belgvekstene, etter soyabgnner.
Mengde protein pa basis av tgrrstoff ligger pa mellom 19 og 39 %, vanligst i underkant
av 30 (Frgseth, 2009; Warsame et al,, 2018). Selv om proteininnholdet er hgyt, er
proteinkvaliteten darligere sammenlignet med animalsk protein grunnet et begrenset
innhold av cystein, metionin (svovelholdige og essensielle) og tryptofan (essensiell)
(Abrahamsen et al., 2019; Bennetau-Pelissero, 2019). Innholdet av lysin (essensiell) er
derimot hgyt, og ettersom korn inneholder lite lysin, men er rikere pa metionin og

cystein, vil belgvekster og korn komplementere hverandre i aminosyresammensetning.



Dette til sammen gir en fullverdig proteinkvalitet (Warsame et al., 2018). En oversikt

over fordelingen av aminosyrer i akerbgnneprotein er vist i tabell 1.

Tabell 1.Fordeling (mol%) av aminosyrer i proteinet i hele akerbennefra (V. faba). De
hydrofobe aminosyrene (Ala, lle, Leu, Met, Pro, Val, Phe, Trp og Tyr) representerer 29,28 mol%
av alle aminosyrene. Hentet fra Bennetau-Pelissero (2019).

Aminosyre Fordeling (mol%) Aminosyre (forts.) Fordeling (mol%)
Alanin, Ala 3,63 Arginin, Arg 9,18

Isoleucin, lle 3,45 Asparagin, Asp 9,45

Leucin, Leu 6,54 Glutaminsyre, Glu 14,79

Metionin, Met 0,66 Histidin, His 2,31

Prolin, Pro 3,72 Lysin, Lys 5,55

Valin, Val 3,81 Serin, Ser 4,5

Fenylalanin, Phe 3,75 Treonin, Thr 3,18

Tryptofan, Trp 0,81 Cystein, Cys 0,78

Tyrosin, Tyr 2,91 Glysin, Gly 3,81

Aminosyrer kan bindes sammen ved hjelp av peptidbindinger mellom aminogruppen av
én aminosyre og karboksylgruppen av en annen aminosyre i et utall kombinasjoner,
hvilket danner utgangspunktet for et enormt antall ulike proteiner. Sammenkobling av
to aminosyrer kalles et dipeptid, av tre et tripeptid, opp til ti aminosyrer et oligopeptid,
og over ti et polypeptid (Pedersen, 2013). Aminosyrer linket sammen ved peptid-
bindinger danner primaerstrukturen av proteiner, og det er denne aminosyresekvensen
som gir hvert protein dets spesielle struktur og funksjonelle egenskaper (Damodaran et
al, 2008). Videre former deler av polypeptidkjeden sekunderstrukturen til proteiner
ved primezert & danne enten a-helix eller f-sheet-strukturer. Sekundaerstrukturen av
akerbgnneprotein er hovedsakelig $-sheets og i mindre grad a-helix. f-sheet-strukturer
er generelt mer stabile enn a-helix-strukturer grunnet en hgy hydrofobisitet, hvilket
fremmer protein-protein-interaksjoner slik at lgseligheten reduseres (Carbonaro et al,,
2012; Damodaran et al., 2008). Dette kan vere en arsak til noe darligere fordgyelighet
av akerbgnneprotein sammenlignet med animalsk protein, hvor a-helix-strukturer
utgjor en stgrre andel (Shevkani et al, 2019). Polypeptidkjedene kan foldes inn i et
tredimensjonalt nettverk kalt tertieerstrukturen til proteinene. Den viktigste
omorganiseringen under dannelse av tertieerstrukturer er relokalisering av hydrofobe
sidekjeder til innsiden av proteinet. Om andelen av hydrofobe aminosyrer i et protein er

>30 % far proteinene en mer hydrofob overflate, som bidrar til protein-protein-



interaksjoner og lavere lgselighet (Damodaran et al., 2008). Nar protein inneholder mer
enn én polypeptidkjede formes det som betegnes som proteinets kvaternaerstruktur
(Damodaran et al., 2008; Pedersen, 2013). Et foldet protein blir i noen tilfeller videre

stabilisert av disulfidbindinger mellom cysteinenheter (Mathews et al., 2013).

Hovedklassene av proteiner i dkerbgnner er globuliner (saltlgselige) og albuminer
(vannlgselige). Disse betegnes som lagerproteiner (Warsame et al., 2018). I akerbgnner
utgjgr globulinene >80 % av det totale proteinet (Shevkani et al., 2019; Warsame et al,,
2018). Andre proteiner er prolaminer og gluteliner (Igselig i henholdsvis 70 % etanol og
i sure/basiske lgsninger), men disse forekommer i kun mindre mengder (<5 %)

(Shevkani et al.,, 2019). En oversikt over lagerproteinene i akerbgnner er vist i tabell 2.

Tabell 2. Fordeling (% av totalt protein) av hovedtypene av lagerproteiner i akerbenner
(V. faba), og subenheter av disse, samt molekylvekten maélt i kilodalton (kDa).

Lagerprotein ‘ Fordeling (%) Leselighet Molekylvekt (kDa)
) a-legumin 36-40 " 43
11S legumin - 40-55 3
) B-legumin ) 22-23 145
Globulin — Saltlgselig
o Vicilin 46-55 3
7S vicilin — 15-28 3
Convicilin 64-66°
Albumin 10-20* Vannlgselig 4-92

" Bennetau-Pelissero (2019); 2 Day (2013); * Robinson et al. (2019); 4 Shevkani et al. (2019); > Warsame et al. (2018).

Globulinene kan klassifiseres som viciliner (og eventuelt conviciliner) (7S-globuliner) og
leguminer (11S-globuliner) (Warsame et al., 2018). Et nativt legumin-molekyl (300-
400 kDa) er heksamer, bestdende av seks nesten identiske subenheter (50-60 kDa).
Hver av subenhetene bestar av to polypeptidkjeder, o (36-40 kDa) og  (22-23 kDa),
linket sammen med disulfidbindinger (Bennetau-Pelissero, 2019; Shevkani et al., 2019;
Warsame et al., 2018). a-legumin (sur) er i stor grad hydrofil og derved hovedsakelig
lokalisert pad proteinets overflate, mens p-legumin danner den indre hydrofobe kjernen
(Shevkani et al.,, 2019). I dkerbgnner utgjgr leguminene >50 % av globulinene (Warsame
et al,, 2018). Vicilin (~163 kDa) er trimer bestdende av to typer av subenheter; store
convicilin-typer (>60 kDa) og mindre vicilin-typer (46-55 kDa) (Shevkani et al., 2019;
Warsame et al, 2018). Leguminer inneholder generelt mer av de svovelholdige
aminosyrene metionin og cystein, mens vicilin mangler cystein. Legumin er ogsa rikere

pa tryptofan sammenlignet med vicilin (Shevkani et al.,, 2019; Warsame et al., 2018).
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Albuminene (4-9 kDa) utgjgr 10-20 % av proteinene i dkerbgnner og inneholder mer av
essensielle (tryptofan, lysin, treonin og metionin) og svovelholdige (cystein og metionin)
aminosyrer sammenlignet med globulinene (Day, 2013; Shevkani et al,, 2019). I tillegg
folger det med albuminene ulike enzymer og antineeringsstoffer (Lam et al., 2018).
Strukturen av albumin er mer kompakt og stabil sammenlignet med globulin, hvilket

hemmer proteolyse (Drulyte et al., 2019).

Ettersom alle aminosyrer inneholder N, og av det faktum at nesten alt N i mat finnes som
aminogrupper (-NHz), kan mengde protein i en matvare estimeres ved a male mengde N.
Dette kan gjgres ved kjemiske analyser, som Kjeldahl og Dumas. Gjennomsnittlig er N-

innholdet i protein pa ca. 16 % (Mathews et al., 2013; Pedersen, 2013).

2.3.2 Antinaringsstoffer

Akerbgnner inneholder naturlig ulike antinaeringsstoffer (ANFs), som vicin og convicin,
enzyminhibitorer (protease- og a-amylaseinhibitorer), fytinsyre, lektiner, tanniner og
oligosakkarider. Enzyminhibitorer og lektiner er proteiner; tanniner er polyfenoler;
vicin og convicin er glykosider (Muzquiz et al, 2012). ANFs regnes ikke som
naeringsstoffer, men kan ha metabolske effekter i menneskekroppen. Det er vist at ANFs
kan ha positive helseeffekter, som a redusere blodglukoseniva og faren for diabetes,
kreft, hjerte- og karsykdommer og fedme (Singh et al., 2017). Stoffene omtales da ofte
som bioaktive komponenter. Samtidig kan ANFs veere toksiske, og flere av stoffene
assosieres med en redusert fordgyelighet og biotilgjengelighet av nzeringsstoffer, som
proteiner og mineraler (Alonso et al., 2000; Muzquiz et al,, 2012). Innholdet av ANFs kan
reduseres, og da spesielt gjennom ulike prosesserings-teknologier. En oversikt over

ANFs i akerbgnner er vist i tabell 3.
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Tabell 3. Oversikt over antineeringsstoffer (ANFs) som forventes a finne i dkerbanner (V. faba),
med beskrivelser av mulige fysiologiske effekter av disse.

ANF Mekanisme ‘ Fysiologiske effekter ‘ Egenskaper
Tanniner Kompleksdannelse Redusert biotilgjengelighet av Varmestabil ?
med proteiner, proteiner og mineraler ' ) . )
fordayelsesenzymer, Vist reduksjon ved avskalling,
polysakkarider og Kan redusere faren for kreft ¢ blatlegging, sqpiring og
metallioner 7 & 12 fermentering
Redusert stabilitet ved pH 7 '
Fytinsyre | Kompleksdannelse Redusert biotilgjengelighet av Varmestabil °
med proteiner, proteiner og mineraler? ) . )
fordeyelsesenzymer, Vist reduksjon ved avskalling,
mineraler og stivelse ? Redusert fare for forgiftning av blatlegging, sgpiring og
tungmetaller ? fermentering
Antioksidant °
Protease- | Kan binde til Fordeyelsesenzymer inaktiveres; Kunitz: Varmelabil 2
inhibitorer | fordayelsesenzymer? | redusert proteinfordayelighet °
y i . protet yend Bowman-Birk: Varmestabil ?
Kan redusere faren for kreft °
Lektiner Kan binde til Redusert fordayelse og Varmelabil ?
spesifikke sukkere og | absorbsjon av neeringsstoffer ?
lykoproteiner °
giykop Redusert vekst, ded *
Temming av lagre av
naeringssgtofferg Kan redusere faren for kreft,
stimulere tarmfunksjon og lindre
fedme ’
Oligo- Unnviker fordayelse Gassdannelse og redusert Vannlgselig "
sakkarider | og absorbsjon i proteinfordgyelighet " Vi ks
tynntarmen. o ' ist redu. sjon yed
Fermenteres av Prebiotika; normaliserer blatlegging, spiring og
tykktarmbakterier ™ tarmfloraen koking * - 1
Kan redusere faren for kreft '
Vicin og Bryter ned rede Favisme (akutt hemolytisk anemi) ® | Varmestabil *
convicin blodlegemer ®

Vist reduksjon ved

blatlegging, sEiring og
fermentering

' Adamczyk et al. (2011); 2 Damodaran et al. (2008); * Drulyte og Orlien (2019); * EI-Adawy et al. (2000); ® Khazaei et al. (2019);
¢ Li et al. (2003); 7 Lu og Bennick (1998); ® Moya et al. (2008); * Muzquiz et al. (2012); ' Prigent et al. (2003); ' Rupérez (1998);
2 Serrano et al. (2009); 2 Singh et al. (2017); ™ Tulbek et al. (2017); '* UiO (2019).

2.3.2.1 Tanniner

Tanniner er fenolforbindelser som blant annet bidrar med farge og astringens til

frgskallet. Det er gruppen av tanniner kalt kondenserte tanniner (engelsk; condensed

tannins), eller proantocyanidiner, som er av stgrst betydning for dkerbgnner og andre

plantevekster (Damodaran et al., 2008). Fenolgruppene gir tanniner evnen til a felle ut

proteiner gjennom kompleksdannelse (Hagerman et al., 1992; Moya et al., 2008). Dette

gjgr proteinene mindre tilgjengelige for proteolytisk nedbrytning under fordgyelse

(Drulyte & Orlien, 2019). Tannin-protein-komplekser er ofte ulgselige, og derved
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mindre fordgyelige (Prigent et al, 2003). Tanniner kan ogsa forme komplekser med
fordgyesesenzymer, polysakkarider og metallioner (Lu & Bennick, 1998; Moya et al,
2008; Serrano et al, 2009). Kompleksdannelse involverer hydrogenbindinger og
hydrofobe interaksjoner, men ogsa eventuelt kovalentbindinger med aminogrupper av
lysin, hvilket inhiberer trypsinkatalysert nedbrytning (Damodaran et al., 2008). Studier
viser at tanniner kan forstyrre spektrofotometrisk maling av proteinlgselighet

(Adamczyk et al,, 2011).

2.3.2.2 Fytinsyre

Fytinsyre, myo-inositol-(1,2,3,4,5,6) hexakis-fosfat, betraktes som et ANF da den har
evnen til & danne ulgselige komplekser med neeringsstoffer slik at lgseligheten og
biotilgjengeligheten av disse reduseres. Dette gjelder mineraler (Cu?+*, Zn?* og Fe3*),
stivelse og protein (Muzquiz et al, 2012). Fytinsyre kan ogsd binde til fordgyelses-
enzymer slik at enzymaktiviteten, og derved fordgyeligheten av neeringsstoffer,
reduseres. Det er ogsa vist fordeler ved fytinsyre, som redusert fare for forgiftning av

tungmetaller (Muzquiz et al,, 2012).

2.3.2.3 Proteaseinhibitorer

Enzyminhibitorer (del av albuminfraksjonen) kan pavirke ernzeringsverdien av
akerbgnner ved direkte a4 binde til fordgyelsesenzymer slik at disse inaktiveres
(Muzquiz et al,, 2012). Proteaseinhibitorer kan deles inn i de to familiene Kunitz og
Bowman-Birk. Kunitz-inhibitorer er varmelabile, mens Bowman-Birk-inhibitorer er
stabile under normale termiske forhold (Damodaran et al., 2008). Enzyminhibitorer kan

ha fordelaktige egenskaper, som a redusere faren for kreft (Muzquiz et al., 2012).

2.3.2.4 Lektiner

Lektiner kan reversibelt binde til spesifikke sukkere og glykoproteiner pa overflaten av
mukosaceller i tarmveggen, og derved forstyrre fordgyelse og absorbsjon av
neeringsstoffer, som aminosyrer (Muzquiz et al., 2012). Stoffene kan ogsa forstyrre
hormonbalansen. Samtidig kan lektiner ha fordelaktige egenskaper som a stimulere

tarmfunksjon, lindre fedme og redusere faren for kreft (Muzquiz et al., 2012).
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2.3.2.5 Oligosakkarider

Oligosakkarider, som raffinose, stachyose og verbascose, blir ikke fordgyd og absorbert,
men fermenteres av tykktarmbakterier. Dette gir gassdannelse og redusert protein-
fordgyelighet (Tulbek et al., 2017). Samtidig kan oligosakkarider ha liknende positive
funksjoner som kostfiber (normalisere tarmfloraen), og de kan redusere potensielt

karsinogene N-nitroso-komponenter (Singh et al., 2017).

2.3.2.6 Vicin og convicin

Akerbgnner, som eneste kjernebelgvekst, inneholder vicin og convicin. Dette er ANFs
som kan gi favisme (akutt hemolytisk anemi) hos mennesker med en genetisk arvet
mangel pa glukose-6-fosfat dehydrogenase (G6PD) (Khazaei et al., 2019). G6PD-defekt
har stor forekomst pa verdensbasis, med stgrst utbredelse i Asia, Midtgsten og Sgrgst-
Asia. Forekomsten er lav i europeiske land, men med gkt emigrasjon og flyktningstrgm

vil enzymdefekten ogsa finnes i Norge (Gladheim & Foerster, 2010).

2.4 Fordeyelse og absorbsjon av proteiner

Fordgyelse betegner prosesser i fordgyelseskanalen hvor komplekst sammensatte
naeringsstoffer i maten brytes ned til enkle kjemiske forbindelser ved hjelp av enzymer
(Sjaastad et al., 2010). Proteiner blir brutt ned til aminosyrer eller korte peptidkjeder,
tilgjengelige karbohydrater (stivelse, sukrose og maltodekstriner) spaltes til glukose og
fruktose, og fett (triglyserider) til fettsyrer og monoglyserider (Pedersen, 2013). Disse
enkle forbindelsene kan deretter absorberes og utnyttes av kroppens celler og organer

(Pedersen, 2013).

Fordgyelsessystemet inkluderer fordgyelseskanalen og ulike Kkjertler (spyttkjertel,
bukspyttkjertel, kjertler i magesekk og tynntarm). Kjertlene skiller ut fordgyelsesvaesker
med fordgyelsesenzymer inn i fordgyelseskanalen. Fordgyelseskanalen strekker seg fra
munnen til endetarmsapningen (anus), via magen, tynntarmen og tykktarmen, som vist i
figur 2. Tynntarmen kan deles i tre deler: duodenum, jejunum og ileum. Under
fordgyelse skjer hovedsakelig mekanisk prosessering, innblanding av sekreter (spytt) og
fordgyelsesvaesker, utskillelse av fordgyelsesenzymer, enzymatisk nedbrytning av

organiske naringsstoffer og absorbsjon (Pedersen, 2013; Sjaastad et al., 2010).
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Spyttkjertel
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Tolvfingertarm

Tynntarm

Tykktarm

Endetarm

Figur 2. Fordeyelseskanalen med tilharende kjertler.
Eget arbeid, basert pa figur fra Villarreal og Aurebekk (2018).

2.4.1 Munn

I munnhulen blir maten delt opp i mindre partikler gjennom tygging (mekanisk
fordgyelse). Dette gir maten en stgrre overflate, og enzymatiske spaltingssteder blir mer
tilgjengelige slik at effektiviteten til overflateaktive enzymer gker. I munnhulen skjer
ogsa innblanding av spytt. Spyttet forenkler svelging, det har en antibakteriell effekt, og
det regulerer pH slik at forholdene blir optimale for enzymene. Av neaeringsstoffene i
maten er det kun stivelse som spaltes i munnen, og dette skjer ved hjelp av enzymet

amylase fra spyttet (Sjaastad et al., 2010).
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2.4.2 Mage

I magen skjer en videre mekanisk fordgyelse ved at maten eltes kraftig. Kjertler
produserer saltsyre (HCI) og pepsinogen; et inaktivt proteolytisk enzym som senere
aktiveres til pepsin som deretter starter proteinfordgyelsen. Saltsyreutskillelsen sgrger
for aktivering av pepsinogen til pepsin og den holder pH ned mot 1,5-3,0. pH-forholdene
blir da optimale for fordgyelsesenzymene, mens mikroorganismer som kommer med
maten inaktiveres (Pedersen, 2013; Sjaastad et al., 2010). Sur pH bidrar ogsa til
denaturering av proteiner slik at peptidbindinger tilgjengeliggjgres for proteolyse.
Rundt 20 % av proteinet fordgyes i magen (Pedersen, 2013). Etter et maltid tar det 3-4
timer for magesekken tgmmes, og maten fgres videre til tolvfingertarmen (duodenum),

som er den gverste delen av tynntarmen (Pedersen, 2013).

2.4.3 Tarm

[ tolvfingertarmen blandes innholdet fra magen med fordgyelsesvaesker fra bukspytt-
kjertelen (pankreas), gallebleeren og tynntarmens egne sma Kjertler. Bukspyttet og
tarmsaften ngytraliserer det sure innholdet fra magesekken (pH gker til ~7). I tillegg
skilles det ut enzymer som spalter protein, stivelse (men ogsd noen oligosakkarider og
disakkarider) og triglyserider. Trypsin, kymotrypsin, karboksypeptidase og elastase er
proteaser fra bukspyttkjertelen som spalter peptidbindinger og korte peptidkjeder til
frie aminosyrer og di- og tripeptider (Pedersen, 2013). Peptidene som gjenstar etter
hydrolyse av pankreasenzymene spaltes videre til frie aminosyrer av aminopeptidase og
dipeptidase i bgrstessmmen (Pedersen, 2013; Sjaastad et al, 2010). Proteiner
absorberes i form av frie aminosyrer og di- og tripeptider inn i epitelceller i tynntarmen,
hovedsakelig i tolvfingertarmen. Overflateforgkelser (veggfolder, tarmtotter og
bgrstesgm) gjogr absorbsjonen effektiv (Pedersen, 2013). De absorberte forbindelsene
transporteres via blodet til organer, som lever, og muskulatur (Pedersen, 2013; Sjaastad
et al, 2010). I tykktarmen skjer ingen fordgyelse eller absorbsjon av protein, men en
varierende grad av fermentering (anaerob nedbrytning utfgrt av tarmmikrober) av det
som ikke er absorbert i tynntarmen (Sjaastad et al., 2010). I hvilken grad proteinet
fordgyes og absorberes, og hvorvidt aminosyrer utnyttes i kroppen, beskriver proteinets

fordgyelighet.
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2.5 Maling og simulering av fordayelighet

Fordgyeligheten av en matvare bestemmes av graden av absorbsjon av de ulike
endeproduktene fra fordgyelsen, og hvorvidt disse utnyttes i kroppen (Sjaastad et al,
2010). En gkt fordgyelighet vil si at en stgrre andel av nzeringsstoffene brytes ned til
enklere komponenter som lettere kan tas opp i blodet og bringes til ulike deler av
kroppen. En matvare rik pa naeringsstoffer, som proteiner, har ikke ngdvendigvis en hgy
neeringsverdi. Hvor godt matvaren fordgyes og graden av absorbsjon av neringsstoffene
bestemmer neringsverdien. Fordgyeligheten av et neeringsmiddel kan pavirkes av type
naeringsstoff og mengden ANFs assosiert, samt helsen til konsumenten, prosesseringer

og maltidssammensetning (Tulbek et al., 2017).

Fordgyelse kan males in vivo (i dyr eller mennesker) eller in vitro (i reagensrgr). Maling
in vivo med mennesker betegnes som gullstandarden for & male fordgyelighet og
erneringsverdi av et nzeringsmiddel, men det er samtidig tidkrevende, kostbart og
vanskelig d kontrollere. Forsgk med dyr kan gi gode resultater, men unngas ofte av
etiske grunner (Drulyte & Orlien, 2019; Nosworthy & House, 2017). In vitro forsgk
simulerer de fysiologiske forholdene i den gvre mage-tarmkanalen; det vil si munnen,
magen og tynntarmen. Slike metoder er raskere, mindre kostbare, enklere d kontrollere
og enkelt reproduserbare. In vitro metoder kan vaere dynamiske eller statiske. Statiske
modeller benytter et konstant forhold av mat til enzymer/enzymaktiviteter og
elektrolytter, og konstant pH i hver fordgyelsesfase. Det eksisterer likevel et mangfold
av statiske modeller med variasjon i parametere som pH, tid og mengde enzym til
substrat, hvilket kan gi forskjeller i hvordan maten brytes ned, og fglgelig den malte
fordgyeligheten. Man bgr derfor vaere varsom med a sammenligne resultater fra in vitro
forsgk hvor ulike modeller er benyttet. Som et resultat av et samarbeid mellom
tverrfaglige eksperter i nettverket COST INFOGEST, er det utviklet en standardisert
protokoll for in vitro fordgyelse. Det er vanskelig eksakt & simulere de komplekse
fordgyelsesprosessene i kroppen, men statiske in vitro modeller er vist a veere nyttige i a
forutsi utfall av in vivo fordgyelse (Bohn et al.,, 2018; Brodkorb et al., 2019; Drulyte &
Orlien, 2019; Sousa et al., 2020). Etter in vitro forsgk kan matens fordgyelighet males
ved a analysere sluttproduktene; det vil si peptider, aminosyrer, fettsyrer og enkle

sukkere.
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2.6 Prosessering av akerbgnner

Akerbgnner blir sjelden konsumert ra. Prosesseringer inkluderes for & gke ernzerings-
verdien av bgnnen ved at blant annet tilgjengeligheten av proteiner og ulike mineraler
gker. Blgtlegging, spiring og koking er eksempler pa tradisjonelle prosesseringer som
enkelt kan gjgres av forbruker selv. Andre former for prosessering benyttet i

neringsmiddelindustrien inkluderer blant annet tgrrfraksjonering og ekstrudering.

2.6.1 Fraksjonering og ekstrudering

Ekstrudering er en form for varmebehandling og mekanisk bearbeiding. Dette er en rask
prosess hvor stivelses- og proteinrike materialer blir mykgjort og kokt gjennom en
kombinasjon av fuktighet, trykk, hgy temperatur (150-180°C) og mekaniske
skjeerkrefter (Damodaran et al., 2008; Moen & Sahlstrgm, 2016; Tulbek et al., 2017).
Massen eltes og skrus gjennom en kanal og frem til en dyse som former produktet
(Saldanha do Carmo et al, 2019). Under ekstrudering vil stivelse gelatinisere, mens
proteiner vil denaturere og omdannes til et fibrgst nettverk (Bennetau-Pelissero, 2019;
Damodaran et al., 2008). Prosesseringsteknologier som tar i bruk hgye temperaturer
har gjerne en negativ effekt pd matens ernzeringsverdi, men den Kkorte tiden under
ekstrudering kan ogsd bidra til at enkelte nzeringsstoffer bevares bedre (Saldanha do
Carmo et al,, 2019). Ekstrudering kan gi produkter med ulike sensoriske egenskaper,
eksempelvis fra blandingsprodukter av proteinrike fraksjoner av korn og belgvekster,

som pasta, frokostblandinger, kjeks og «kjgtterstatningsprodukter».

To hovedtyper av ekstrudering er vat- og tgrrekstrudering. I vatekstrudering blir vann
og damp sprgytet inn i sylinderen under prosessering. Dette gir grunnlag for
ingredienser/produkter lignende kjgtt. [ térrekstrudering har ikke ekstruderen
mulighet for ekstern innsprgyting av vann eller damp. Her skjer oppvarming gjennom
mekanisk friksjon. Med begrenset vann far man ingredienser som ekspanderer og ligner
varianter av «ostepop» eller pellets. Disse kan videre svelles ved tilsetting av vann, og
deretter kvernes og bli basis for noe som i struktur ligner en slags kjgttdeig

(Heegermark, 2019).
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Fgr ekstrudering kan man fraksjonere en ravare for spesifikt a lage et stivelsesrikt
produkt eller et proteinrikt produkt. Med tgrrfraksjonering menes at frg males til fint
mel, for deretter at partiklene luftsorteres etter tetthet for 8 samle opp én fraksjon med
hgyere proteininnhold, ofte kalt finfraksjon, og én med hgyt innhold av stivelse, betegnet

grovfraksjon (Abrahamsen et al., 2019).

2.6.2 Blotlegging

Blgtlegging er en tradisjonell metode som innebaerer a legge bgnner, frg eller ngtter i
vann, som regel over natten ved romtemperatur. Etter blgtleggingen fjernes
vaskevannet fordi dette gjerne inneholder ugnskede stoffer (ANFs). Det er spesielt
hensiktsmessig a blgtlegge dkerbgnner for & korte ned pa koketiden og for a redusere
faren for luft i magen, ettersom oligosakkarider vil tapes til vaskevannet (Rupérez,
1998). Blgtlegging er vist 4 oppkonsentrere innholdet av total mengde protein, fett og
fiber, ettersom mengden ikke-protein N og karbohydrater reduseres (El-Adawy et al,,
2000). Under blgtlegging vil dkerbgnnen svelle og fa en mykere konsistens, men det er

fremdeles ngdvendig med pafglgende prosessering, som koking.

2.6.3 Spiring

Spiring er en prosess som involverer opptak av vann av et tgrt frg i hvilefase.
Akerbgnnefrget vil svelle og frgskallet sprenges. Hydreringen aktiverer enzymer, som
spalter lagringsstoffer til mindre molekyler; stivelse til sukker; fett til glyserol og
fettsyrer; og protein til peptider og aminosyrer (Berner, 2014). Spiringen kan ogsa
generere bioaktive komponenter med antioksidantaktivitet, som askorbinsyre,
tokoferoler, tokotrienoler og fenolkomponenter (Albarracin et al., 2015). Vann, oksygen,
lys og temperatur er viktige faktorer under spiring, hvor temperaturen for optimal

spiring gjerne gjenspeiler optimal temperatur under plantens vekst (Berner, 2014).

2.6.4 Koking

Akerbgnner kan kokes hele, gjerne etter blgtlegging og eventuelt spiring, eller de kan
males og kokes til en grgt. Blgtlagte dkerbgnner bgr skylles i kaldt vann fgr koking.

Koketiden vil variere med lengden av blgtleggingen og hvor mye veeske som er
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absorbert. Hele akerbgnner krever generelt rundt 60-120 min koketid. Koketiden blir

lengre dersom vannet er mineralholdig eller tilsatt salt (Jebsen, 1986).

2.7 Effekt av prosessering pa proteinfordayelighet

Proteinfordgyeligheten av dkerbgnner er i utgangspunktet (i ra tilstand) lavere enn hva
som er ngdvendig for et effektivt opptak i tynntarmen (Drulyte & Orlien, 2019). Dette
har sammenheng med proteinstruktur, innhold av essensielle aminosyrer og innhold av
ANFs. For et effektivt opptak i tynntarmen er det ngdvendig at strukturen av proteinet
fremmer proteolytisk nedbrytning til peptider og aminosyrer. Prosessering er vist a gke

fordgyeligheten av protein fra rundt 40 % til opp mot 98 % (Muzquiz et al.,, 2012).

Strukturen av proteiner stabiliseres av relativt svake kjemiske krefter, som
hydrogenbindinger og ioniske og hydrofobe interaksjoner mellom sidekjeder av
hydrofobe aminosyrer, samt sterke (brytes ikke ved denaturering med mindre dette
skjer under «reduserende betingelser») kovalente disulfidbindinger mellom SH-grupper
i aminosyren cystein. De svake kreftene kan brytes av varme, hgye saltkonsentrasjoner,
syre (som magesyre), fenol, etanol og mekanisk pavirkning (Damodaran et al., 2008;
UiO, 2011b). Dette medfgrer endringer i sekundeer-, tertiaer- og kvaterneerstrukturer og
kalles proteindenaturering. Et denaturert protein kan ha mange ulike konformasjoner
med endret Igselighet som fglge av forandringer i overflateegenskaper (Damodaran et
al,, 2008). I et nativt protein er mesteparten av hydrofobe grupper lokalisert pa innsiden
av proteinet, men under denaturering dpnes proteinstrukturen slik at en stgrre andel
hydrofobe grupper eksponeres til omgivelsene. Hydrofobe grupper fremmer protein-
protein-interaksjoner og gir redusert lgselighet, mens ioniske interaksjoner mellom
ladde eller polare grupper fremmer protein-vann-interaksjoner, som resulterer i gkt
lgselighet (Damodaran et al, 2008). Avhengig av graden av denaturering vil dette
pavirke lgseligheten enten positivt eller negativt. Gjennom delvis proteindenaturering,
som fglge av for eksempel mild varmebehandling, eksponeres hydrofile sidekjeder slik
at protein-vann-interaksjoner fremmes. [ tillegg tilgjengeliggjgres proteolytiske
spaltingssteder (Damodaran et al., 2008; Drulyte & Orlien, 2019). En mer omfattende
proteindenaturering, som fglge av for eksempel kombinasjonen hgy temperatur og hgye

skjeerkrefter, gir en gkt andel av hydrofobe aminosyrer pa overflaten slik at protein-
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protein-interaksjoner fremmes og lgseligheten reduseres (Damodaran et al., 2008).
Proteinaggregering vil ogsa gi en redusert tilgjengelighet av enzymatiske

spaltingssteder (Drulyte & Orlien, 2019).

Proteinfordgyeligheten kan gke dersom prosesseringene medfgrer en reduksjon av
ANFs, da disse stoffene i tilfellet mister evnen til a8 redusere eller hindre opptak av
proteiner. Termisk behandling vil spesielt kunne redusere eller inaktivere varmelabile
ANFs, inkludert Kunitz-type proteaseinhibitorer og lektiner (Damodaran et al., 2008;
Muzquiz et al, 2012). Gjennom ekstrudering kan >90 % av ANFs inaktiveres, og
ekstrudering har vist a gi signifikante forbedringer av proteinfordgyelighet, bade in vitro
og in vivo (Drulyte & Orlien, 2019). Andre prosesseringer som ikke inkluderer
varmebehandling, som avskalling, blgtlegging, spiring og fermentering, vil kunne
redusere innholdet av ANFs ved at stoffene blir mekanisk fjernet, kjemisk modifisert
eller brutt ned. Slike metoder er spesielt effektive mot varmestabile ANFs, som tanniner,
fytinsyre og Bowman-Birk-inhibitorer, men ogsd oligosakkarider og lektiner er vist
reduksjon som fglge av disse prosesseringene (El-Adawy et al., 2000; Schwediauer et al,,
2018; Tulbek et al.,, 2017). Avskalling er spesielt effektiv mot tanniner ettersom disse
hovedsakelig er lokalisert i frgskallet (Serrano et al., 2009). Under spireprosessen
hydrolyseres proteiner av enzymer aktivert under spireprosessen, hvilket gker

lgseligheten av proteinene (Schwediauer et al.,, 2018).

2.8 Okt kunnskap for bedre utnyttelse av planteprotein

I dag forskes det pa a forbedre bade ernzeringsmessige og funksjonelle egenskaper av
planteproteiner slik at disse helt eller delvis kan erstatte animalsk protein. Forskningen
omhandler alt fra plantens livssyklus, utnyttelsesgrad og pavirkning pa miljget, til
forbrukeranalyser og produktutvikling. Dette er blant arbeidet som gjgres i prosjektet

FoodProFuture, som bidrag til gkt kunnskap for bedre utnyttelse av planteprotein.
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3. MATERIALER OG METODER

[ forbindelse med denne masteroppgaven ble det gjort en in vitro fordgyelse av
prosesserte akerbgnner (til tider omtalt bgnner), og det ble utfgrt analysemetoder
relatert til proteinlgselighet, proteinkvantifisering og nedbrytning av proteinet. Det ble
ogsa utfgrt statistisk analyse for a avdekke eventuell signifikans i datasettet, og linezer

regresjon for a studere korrelasjonen mellom Dumas-analysen og BCA-analysen.

3.1 Om prgvematerialet og innledende prosesseringer

Akerbgnner av sorten Vertigo ble innhentet fra to ulike dyrkingsomrader p3 @stlandet.
Den ene prgven ble innhentet fra feltforsgk dyrket pa Vollebekk forsgksgard ved NMBU i
As i 2018. Den andre prgven var fra et stgrre parti av akerbgnne dyrket av bgnder i
@stfold sesongen 2018, og levert til Skjelfoss Korn AS for luftklassifisering. Partiet fra
Vollebekk forsgksgard i As ble prosessert ved NMBU, mens partiet fra Skjelfoss Korn AS
ble prosessert ved Nofima, avdeling As. Flytskjema over prosesseringene for

utarbeidelse av dkerbgnneprgvene benyttet i dette forsgket er vist i figur 3.

Hele dkerbonner

(Vertigo) med skall 1
Blotlegging*

Fullformalt
banne (MB)

Koking* Koking** Luftklassifisering

¢ Spiring
Hele banner, [ Fullformalt, Finfraksjon Grov-
blgtlagt og - kokt gret (MB-K) (FF) fraksjon (G)
kokt (HB-B-0-K) p Koking
s Ekstrudering
\ Koking
Hele bonner, Hele bgnner, Hele bonner,
blatlagt, spirt blgtlagt, spirt blatlagt, spirt Finfraksjon, Vat- Torr-
24 t og kokt 48 t og kokt 72 t og kokt kokt grat (FF-K) ekstrudert ekstrudert
(HB-B-24-K) (HB-B-48-K) (HB-B-72-K) (FF-VE) (FF-TE)

Figur 3. Flytskjema ved utarbeidelse av de prosseserte akerbenneprevene. Alle de prosesserte
provene ble til slutt fryseterket. BI§ = proteinanriket; oransje = stivelsesrik. Akerbanner er for
enkelhets skyld betegnet benner. (* Vaskevann/kokevann ble fiernet. ** Kokevann ble beholdt.)
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Partiet av dkerbgnner fra Skjelfoss Korn AS ble malt med skall (fullformalt) og videre
fraksjonert til en stivelsesrik grovfraksjon og en proteinrik finfraksjon ved hjelp av
luftklassifisering i en kommersiell mglle (Skjelfoss Korn AS, Hobgl, Norge).
Finfraksjonen ble benyttet videre for tillaging av grgt (NMBU) og til ekstrudering
(Nofima). Grgten ble kokt i Falconrgr med skrukork i forholdet 1:10 med henholdsvis
prgve og vann. Dette ble gjort i vannbad ved ~96 °C i 30 min, med risting hvert andre til
tredje minutt for en homogen koking. Grgten ble deretter frysetgrket i en Heto dry
winner 685 frysetgrker (Alere AS, Norge). Ekstruderingen ble gjort eksternt pa Nofima i
en dobbeltskrueekstruder (KETSE 20/40 Brabender GmbH & Co. KG, Duisburg,
Tyskland) i henhold til Saldanha do Carmo et al. (2019). Maksimum temperatur for tgrr-
og vatekstrudering var henholdsvis 160 og 140 °C. Ved vatekstrudering ble det benyttet
en kjgledyse (Brabender GmbH & Co. KG, Duisburg, Tyskland) med tre separate
kjglesoner koblet med termostatregulert sirkulasjonsvann (20 °C) som kjglemedium.
Den tgrrekstruderte prgven ble lagret ved romtemperatur mens den vatekstruderte ble
fryst ved -40 °C og videre frysetgrket i en Christ Gamma 1-16 LSCplus frysetgrker
(Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Tyskland).

Akerbgnnene dyrket pa Vollebekk ble fgrst renset for ugnskede partikler og stgrrelser
ved bruk av en Perten Grain Cleaner 5110 (Perten Instruments AB, Sverige). Deretter
ble skadede &kerbgnner (maskinelle skader og insektskader) manuelt sortert ut. En del
av akerbgnnene ble videre fullformalt i en RETCH ZM 200 mglle (Retch GmbH Haan,
Tyskland) og kokt til en grgt i vannbad i 30 min, pa samme mate som med finfraksjonen
nevnt over. Akerbgnnene som ikke ble malt, men beholdt hele, ble blgtlagt og kokt eller
blgtlagt, spirt ved tre ulike tider (24, 48 eller 72 timer) og deretter kokt (av en annen
masterstudent ved NMBU). For disse prgvene ble hele bgnner fgrst skylt med
springvann og deretter blgtlagt i springvann (8 °C) i 16 timer ved romtemperatur, med
én times lufting to ganger for a sgrge for tilfgrsel av oksygen. Spiringen ble utfgrt i
mikromaltingsanlegget (Custom Laboratory Products, Milton Keynes, England) ved
KBM, NMBU, under kontrollerte temperaturbetingelser og med programmert lufting
styrt via dataprogrammet Micromalt pa en ekstern datamaskin. Temperaturen var satt
til 16 °C, men det var problemer med a holde temperaturen <20 °C. Stgpeprogrammet
for spireprosessen startet var som fglger: 8t vatstgp, 16t tgrrstgp, 8t vatstgp, 16t

tgrrstgp, 2 t vatstgp. Etter 0, 24, 48 eller 72 timer spiring ble prgvene kokt i 1 time, i
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forholdet 1:6 med henholdsvis dkerbgnner og vann. Vaskevann og kokevann ble fjernet
etter henholdsvis blgtlegging og koking. Bgnnene ble skylt i springvann og deretter
blandet med springvann i forholdet 1:1, fgr prgvene ble most med en stavmikser. Alle de
prosesserte prgvene ble til slutt midlertidig fryst ved -20 °C, fgr overfgring til -80 °C i
12 timer og frysetgrking i 48 timer i en Heto dry winner 685 frysetgrker (Alere AS,
Norway) (utfgrt av en annen masterstudent ved NMBU). Frysetgrkingen bidro til a
kontrollere vannmengde under fordgyelse, og prgvene ble godt egnet for analyse av
enkeltkomponenter. Etter frysetgrking ble bgnnene finknust manuelt med en morter fgr
in vitro fordgyelse og videre analyse. En oversikt over prgvematerialet benyttet i dette

forsgket er vist i tabell 4.

Tabell 4. Oversikt over akerbenneprevene benyttet i forsoket. Fullformalt = hele benner malt
med skall; BLANK = vann istedenfor dkerbenner under in vitro fordeyelse. Akerbenner er for
enkelhets skyld betegnet banner.

Prove Forklaring

G Stivelsesrik grovfraksjon, ra
FF Proteinrik finfraksjon, ra (referanse)
FF-K Finfraksjon, kokt grat
FF-VE Finfraksjon, vatekstrudert
FF-TE Finfraksjon, tarrekstrudert
MB Fullformalt benne, ra (referanse)
MB-K Fullformalt bgnne, kokt grat
HB-B-0-K Hel bgnne, blatlagt og kokt
HB-B-24-K Hel benne, blgtlagt, spirt 24 t og kokt
HB-B-48-K Hel benne, blgtlagt, spirt 48 t og kokt
HB-B-72-K Hel benne, blgtlagt, spirt 72 t og kokt
BLANK In vitro fordayelsesenzymer

3.2 Invitro fordayelse av prosesserte akerbanner

In vitro fordgyelse ble utfgrt i henhold til Brodkorb et al. (2019), som er en standardisert
protokoll basert pa en internasjonal konsensus utviklet av nettverket COST INFOGEST
bestdende av tverrfaglige eksperter fra 35 land. Det henvises til denne protokollen for
en nermere beskrivelse av fremgangsmetoden. Enzymaktivitetstester ble gjort i forkant
av denne masteroppgaven (hgsten 2019), i henhold til Brodkorb et al. (2019).
Aktiviteter for amylase, pepsin og pancreatin (blandingsprodukt av fordgyelses-

enzymer) var henholdsvis 102 U/mg, 2947 U/mg og 5,82 U/mg.
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For a sikre et likt forhold av substrat og enzym i fordgyelsen (med utgangspunkt i
protein), ble alle tgrre/frysetgrkede akerbgnneprgver fortynnet til en protein-
konsentrasjon pa 10 % fgr in vitro fordgyelse. Dette ble gjort ved a veie ut riktig mengde
prgve fgr tilsetting av dH:0 til 10,0 g. Enkelte prgver hadde noen stgrre partikler etter
frysetgrking, og disse partiklene ble knust ved hjelp av en morter fgr utveiing. In vitro
fordgyelse ble utfgrt med 1,0 g prgve (10 % protein) i to paralleller i Falconrgr med
skrukork (50 ml CELLSTAR® Tube, Greiner Bio-One GmbH, Tyskland). Det ble ogsa
inkludert en kontrollprgve med kun enzymer (BLANK) og en prgve uten
fordgyelsesenzymer (i protokollen betegnet stabilitetstest; videre i oppgaven betegnet
ufordgyde prgver, U). Enzymene benyttet var amylase (o-amylase from human saliva,
Type XIII-A, A1031, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, USA), pepsin (Pepsin from porcine
gastric mucosa, P7012, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, USA) og trypsin og amylase i form
av pancreatin (Pancreatin from porcine pancreas, P7545, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
USA). I tillegg ble galleekstrakt (Bile extract porcine, B8631, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, USA) benyttet i tarmfasen. I munnfasen ble amylase tilsatt til en konsentrasjon
pa 75U/ml, i magefasen ble pepsin tilsatt til en konsentrasjon pa 2000 U/ml, og i
tarmfasen ble galle og pancreatin (ikke individuelle enzymer som foreslatt i
protokollen) tilsatt til en konsentrasjon pa henholdsvis 10 mM og 100 U/ml
trypsinaktivitet. Det ble ikke tilsatt lipase til noen av prgvene, da prgvematerialet hadde
et lavt fettinnhold. Badde prgvene, enzymene, gallen og CaCl; ble konstant holdt pa is
under prgveprepareringen, utenom ved vortexing. Inkuberingen ble gjort i varmeskap
(Incu-Shaker Mini, Benchmark Scientific, USA) ved 37 °C og 150 RPM, med uttak etter
magefase (122 min) og tarmfase (272 min). Ved uttak ble enzymaktiviteten inhibert ved
a gke pH >7 med 1 M NaHCO3 i magefasen (videre betegnet mageprgve, M), og ved
tilsetting av 5 mM Pefabloc (Pefabloc® SC, 76307, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Israel) i
tarmfasen (videre betegnet tarmprgve, T). Etter in vitro fordgyelse ble alle prgver fryst
ved -20 °C fgr videre analyser. En oversikt over fordgyelsesprosedyren er illustrert i

figur 4.
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Bonneprave (10 % protein) + SSF (1:1)
Tilsett CaCl, (1.5 mM i SSF)

Tilsett amylase (75 U/ml)

Tilsett dH,O til sluttvolum & 2 ml
Inkuber (2 min, 37 °C, 150 RPM, pH 7)

MUNNFASE

Munnfase + SGF (1:1)

Tilsett CaCl, (0.15 mM i SGF)

Tilsett pepsin (2000 U/ml)

Tilsett dH,0O til sluttvolum & 4 ml
Inkuber (2 t, 37 °C, 150 RPM, pH 3.0)

MAGEFASE

—
[ ]

Inhiber magefase: 1M NaHCO; (pH 7.0) ]

Magefase + SIF (1:1)

Tilsett galleekstrakt (10 mM)

Inkuber (30 min, 37 °C, 150 RPM, pH 7.0)
Tilsett CaCl, (0.6 mM i SIF)

Tilsett pancreatin (100 U/ml)

Tilsett dH,O til sluttvolum & 8 ml

Inkuber (2 t, 37 °C, 150 RPM, pH 7.0)

TARMFASE
e O o o o o o

[ e Inhiber tarmfase: Pefabloc (5 mM) ]
U /)

Figur 4. Oversikt over metoden for in vitro fordeyelse (INFOGEST 2.0) i henhold til Brodkorb et
al. (2019), med enskede sluttkonsentrasjoner av komponentene. SSF, simulated salivary fluid;
SGF, simulated gastric fluid; SIF, simulated intestinal fluid.

En pH-test-fordgyelse ble fgrst utfgrt med finfraksjonen (FF) for & finne ngdvendige
mengder av 1 M HClI/NaOH for & oppnd riktig pH gjennom fordgyelsen. Fgr siste
inkubasjon ble pH om ngdvendig justert med 1 M HCl/NaOH.

3.3 Analyse av nitrogeninnhold ved Dumas-metoden

Dumas er en metode for a detektere mengde nitrogen (N) i en prgve. Dette gjgres ved at
alle former for N konverteres til nitrogengass (N:) gjennom forbrenning ved 800-
1000 °C (850-1150 °C ble benyttet i dette forsgket). Mengden N2 males deretter ved
bruk av en termisk konduktivitetsdetektor. Dumas maler bade organisk og uorganisk N,
som vil si at all N som detekteres ikke ngdvendigvis stammer fra protein (Jung et al,
2003). Ved a multiplisere N med 6,25 (Kjeldahl-faktoren) kan man fa et estimat pa
proteininnhold. I Dumas-analyse tillates en variasjon pa 4,4 % mellom ulike dager, og en

variasjon pa 1-2 % ved analyse innen samme dag (Hustoft & Johnsen, 2020).
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Akerbgnneprgvene ble analysert for mengde (%) N med Dumas-metoden pa
tgrre/frysetgrkede prgver fgr in vitro fordgyelse, og pa lgselig del av begge paralleller av
U, M og T. Tgrre/frysetgrkede prgver ble analysert fgr fordgyelse for a sikre et likt
utgangspunkt av protein under fordgyelsen, og for & undersgke om de ulike
prosesseringene pavirket proteininnholdet. For a fa separert ut den Igselige delen av U,
M og T ble prgvene sentrifugert ved 4000 g i 10 min. De tgrre/frysetgrkede protein-
anrikede prgvene (FF, FF-VE og FF-TE), utenom FF-K, samt den stivelsesrike
grovfraksjonen (G) ble analysert av Nofima. De resterende tgrre/frysetgrkede prgvene
fra fullformalte og hele bgnner, samt FF-K og alle de fordgyde lgsningene (U, M og T), ble
analysert av LabTek i As i henhold til ISO 16634 (2008), og ved hjelp av instrumentet

Vario El Cube elementanalysator (Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau, Tyskland).

Ved resultatbehandling ble proteininnhold (%) beregnet ved a multiplisere N med 6,25.
Ved videre beregning av proteinkonsentrasjon (mg/g) og proteinlgselighet (%) ble de
fordgyde lgsningene korrigert for innhold av protein fra fordgyelsesenzymene (prgve
BLANK), samt fortynningen under fordgyelsen (~8 ml for de U og T, ~4 ml for M).
Metoden for utregning av proteinlgselighet er beskrevet neermere under metodedelen

for kolorimetrisk analyse med Micro BCA Protein Assay Kit.

3.4 Analyse av proteinlgselighet ved BCA-metoden

Proteinlgselighet ble malt ved hjelp av Thermo Scientific Pierce Micro BCA Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) for d se pad graden av tilgjengelig protein i den
simulerte tynntarmsprgven etter in vitro fordgyelse. Micro BCA Protein Assay Kit er en
metode for kolorimetrisk detektering og kvantifisering av total mengde protein.
Metoden benytter bicinchoninsyre (BCA) som reagens for detektering av Cu*, som
dannes nar Cu?* reduseres av protein i et basisk miljg. Nar to BCA-molekyler reagerer
med Cu* vil det dannes et lillafarget kompleks. Det er strukturen av proteinet, antallet
peptidbindinger og aminosyrene cystein, tryptofan og tyrosin som er ansvarlige for
fargedannelsen ved reaksjon med BCA, men graden av fargedannelse kan pavirkes av
mer enn summen av disse gruppene. Det vannlgselige fargede komplekset viser en hgy

absorbans ved 562 nm, og er linezer ved gkende proteinkonsentrasjon i et gitt intervall.
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Proteinkonsentrasjon kan beregnes ved hjelp av en standardkurve basert pa kjente

konsentrasjoner av bovint serumalbumin (BSA) (Micro BCA Protein Assay Kit).

Til analysen ble standardlgsninger av BSA og Micro BCA Working Reagent (WR) tillaget i
henhold til Thermo Fisher Scientific. Parallellene av lgsningene fra fordgyelsen (U, M og
T) ble sentrifugert ved 4000g i 10 min, og den lgselige delen ble fortynnet 100x og
1000x for henholdsvis T/U og M. Prgvene ble mikset 1:1 med WR og applisert i
triplikater i 96-brgnns mikroplater (Thermo Scientific™ Pierce™ Clear 96-Well
Polystyrene Plates, Corner Notch). Platene ble forseglet med tape (Thermo Scientific™
Sealing Tape for 96-Well Plates) og inkubert i varmeskap (Incu-Shaker Mini, Benchmark
Scientific, USA) ved 37°C i 2 timer. Absorbansen ble malt i spektrofotometer
(Spectramax M2, Molecular Devices, USA) ved 562 nm. Det henvises til Thermo Fisher

Scientific for en fullstendig beskrivelse av fremgangsmetoden.

3.4.1 Beregning av proteinkonsentrasjon

Proteinkonsentrasjonen i den lgselige delen av de to parallellene av alle fordgyde
akerbgnneprgver (U, M og T) ble beregnet i mg protein per g fordgyd prgve (10 %
protein) (mg/g). Det ble korrigert for den blanke prgven for a utelate protein fra
fordgyelsesenzymene i beregningen. Videre ble det korrigert for fortynning ved
prgvepreparering for BCA-analyse og for fortynningen under in vitro fordgyelse.
Beregningene ble gjort ifglge formel 1:

Apmve—Ablank x F1 x
stigningstall (a) ™ 1000

Mat fordgyd (g)

%4

Formel 1: Proteinkonsentrasjon (mg/ g) =

Aprave = absorbans ved 562 nm av dkerbgnneprgvene og Apiank = absorbans ved 562 nm
av den blanke prgven (fordgyelsesenzymer). Stigningstallet (a)=0,0133; 0,0135;
0,0136; og 0,0139 (fra standardkurvene av BSA). F; = fortynning ved prgvepreparering
for BCA-analyse (100 for U og T, 1000 for M). V = volum etter fordgyelse (~8 ml for U og
T, ~4 ml for M). Det divideres pd 1000 for & regne om fra ug til mg. Mengde mat
(akerbgnneprgve) fordgyd tilsvarte 1 g.
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3.4.2 Beregning av proteinlgselighet

Proteinlgseligheten (%) ble beregnet fra proteinkonsentrasjonen (mg/g) av den lgselige

delen av de fordgyde akerbgnneprgvene (U, M og T) med fglgende formel:

Formel 2: Proteinlgselighet (%) = K—gt x 100 %

total

Hvor PKperegner €r proteinkonsentrasjonen (mg/g) i prgver etter separering av ulgselig
protein. PKq:a1 er proteinkonsentrasjonen som det ble standardisert for i alle prgver far

fordgyelse (teoretisk proteinkonsentrasjon) = 10 % = 100 mg/g.

3.5 Analyse av proteinnedbrytning under in vitro
fordeyelse ved SDS-PAGE

| etterkant av fordgyelsen ble natriumdodecylsulfat polyakrylamid gelelektroforese
(SDS-PAGE) benyttet for & studere i hvilken grad proteinene fremdeles var intakte etter
in vitro fordgyelse. Dette er en metode av gelelektroforese som separerer proteiner etter
molekylvekt (MW). Til prgvene tilsettes bdde SDS og et reduserende stoff (vanligvis
mercaptoetanol eller DTT). SDS og det reduserende stoffet vil under oppvarming sgrge
for at proteinet denaturerer og at enhver inter- og intramolekylaere disulfidbinding
(-S-S-) brytes. Denaturerte proteiner vil dekkes av negativt ladde SDS-molekyler i en
mengde proporsjonal med molekylvekten. Bevegelseshastigheten i det elektriske feltet
av proteiner med lav MW vil vere stgrre sammenlignet med proteiner med en hgyere
MW. Ettersom det er et linezert forhold mellom distansen et protein har vandret og log
MW, blir standarder inneholdende proteiner med kjent MW brukt til & bestemme
molekylvekten av ukjente proteiner. Ulike geler med ulikt innhold av akrylamid og
kryssbindinger (BIS-akrylamid) har varierende porestgrrelser og nedre grense for hvor

sma proteiner som kan detekteres (Mathews et al., 2013).

I denne masteroppgaven ble SDS-PAGE gjennomfgrt med Bio-Rad Mini-PROTEAN® 2-D
Cell System og ferdigstgpte geler, i henhold til protokoll fra Bio-Rad Laboratories (Bio-
Rad, 2011). Det henvises til denne protokollen for en naermere beskrivelse av
fremgangsmetode. Totalt ble det utfgrt fire ulike gelkjgringer. En kort oversikt over

disse er vist i tabell 5, med videre beskrivelser i detalj under.
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Tabell 5. Oversikt over de ulike kjgringene med SDS-PAGE.

T, tarmprove.

Gelkjoring 1

Gelkjoring 2

U, ufordeyd preve; M, mageprove;

Gelkjoring 3

Gelkjoring 4

Type gel | Mini-PROTEAN TGX Mini-PROTEAN TGX Mini-PROTEAN Mini-PROTEAN
Stain-Free™ Gel (12 %) Stain-Free™ Gel (12 %) Tris-Tricine Gel Tris-Tricine Gel
(16,5 %) (16,5 %)
— med «cut off»
ved 10 kDa
Formal | Studere proteinenes For & korrigere for Studere proteiner | Samme som ved
nedbrytningsprofil fordgyelsesenzymer og og smapeptider | gelkjering 3.
intensitetsvariasjoner som forsvant ut Forsgke a
mellom/innad i geler ved | av gelene til det | tydeliggjere
beregning av lavmolekyleere bandene i det
bandintensitet i omradet ved lavmolekyleere
molekylzere omrader gelkjoring 1 og 2 | omradet ved 3
fierne proteiner
med MW
>10 kDa
Praver U, MogTavalle Mog T av alle U, MogT av U, MogT av
akerbenneprevene, samt | dkerbgnneprovene * tilfeldig valgt tilfeldig valgt
grovfraksjonen (G) i preove preove
ik ) | Blank preve pa alle geler
Blank prove pa egen ge 3x MW standard per gel
Farging | Nei Ja - for a fjerne skygger | Ja Ja

* lkke ufordsyde prever grunnet for fa geler pa lager og pafelgende stengte laboratorier som fglge av covid-19,
varen 2020.

SDS-PAGE ble kjgrt med Mini-PROTEAN TGX Stain-Free™ Gel (12 %) (Bio-Rad
Laboratories, USA) med en nedre deteksjonsgrense pa 10 kDa. 1x SDS-PAGE Running
Buffer og 2x SDS-PAGE Sample Buffer med DTT som reduserende stoff ble benyttet.
1x Running Buffer ble tillaget i henhold til Bio-Rad (2011). 2x Sample Buffer ble tillaget
med 0.125 M Tris-HCl, 4 % SDS, 20 % glyserol, 0,02 % bromfenolbld og dH20, samt
0.2 M DTT tilsatt bufferen rett fgr bruk.

Alle ufordgyde prgver, mageprgver og tarmprgver (begge paralleller, bade lgselig og
ulgselig del), samt den stivelsesrike grovfraksjonen (G), ble fortynnet til en
proteinkonsentrasjon pa 0,5 %. Prgvene (0,5 % protein) ble deretter blandet 1:1 med
2x Sample Buffer og varmet i varmeblokk (Thermolyne, Dan Meszansky AS, Oslo) ved
95°Ci 5 min. 10 ul av de oppvarmede prgvene ble applisert per brgnn. I tillegg ble 5 ul
av MW standard (Precision Plus Protein™ Standard, Unstained, Bio-Rad) applisert i en
egen brgnn. Gelene ble kjgrt ved 200 V i 40 min. Geler benyttet for intensitetsberegning

(se beskrivelse under) ble farget for a fjerne tydelige skygger i det hgymolekylaere
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omradet (som fglge av fordgyelsesenzymene tilsatt tarmfasen). Dette ble gjort etter
prosedyren for Peptide Gel Staining i henhold til Bio-Rad (2011), men med
fikseringslgsning bestdende av 20 % metanol og 80 % dH:0; fargelgsning bestdende av
0,1 % Coomassie Blue G-250, 40 % metanol (95 %), 10 % eddiksyre og dH20; og
avfargingslgsning bestdende av 10 % eddiksyre, 10 % metanol og 80 % dH:0. Farging og
avfarging ble gjort under risting med 90 RPM (Orbital Shaker, 0S-10, Biosan,
BioNordika, Oslo). Det ble tatt bilde av gelene med Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad, USA)
til Image Lab™ Software (Bio-Rad Laboratories, USA).

Ved resultatbehandling for sammenligning av prgvene ble intensiteten av protein-
bandene i ulike molekyleere omrader pa gelen malt. Det ble da oppdaget at intensiteten
av MW standarden i stor grad varierte mellom gelene, slik at det derfor ikke ble riktig a
korrigere for den blanke prgven (fordgyelsesenzymer), som kun var applisert til én av
gelene. Derfor ble alle mage- og tarmprgver analysert en gang til med SDS-PAGE pa
samme mate som beskrevet over, men med MW standarden applisert til tre brgnner per
gel (en i hver ytterkant og en i midten), og med den blanke prgven pa alle gelene
(gelkjgring 2, tabell 5). Ved beregning av intensiteten av proteinbandene i molekyleere
omrader ble fgrst Image Lab™ Software (Bio-Rad Laboratories, USA) benyttet for
detektering og intensitets-beregning av proteinband. Intensitetsverdiene ble eksportert
til Excel (Microsoft® Excel® for Mac, 2011) for videre beregning av bandintensitet i fire
molekyleere omrdder: <20-25, 26-45, 46-59 og 60-250 kDa. Her ble alle prgver
korrigert for de blanke prgvene, og for variasjonen i intensitet innad i en gel ved a se pa
forskjellene i intensitet mellom de tre MW standardene pa gelen. Bandintensiteten i de

ulike molekyleere omradene ble beregnet i % av total intensitet for prgven.

3.5.1 Testkjoringer med lavmolekylzer gel

Det ble testet d kjgre en sdkalt lavmolekyleer gel av typen Mini-PROTEAN Tris-Tricine
Gel (16,5 %) (Bio-Rad Laboratories, USA) med en nedre deteksjonsgrense pa 2 kDa, ogsa
her i henhold til protokoll fra Bio-Rad Laboratories (Bio-Rad, 2011). Til denne
gelkjgringen (gelkjgring 3, tabell 5) ble det ifglge protokollen benyttet 10x Tris-Tricine
Running Buffer og 2x Tricine Sample Buffer med DTT som reduserende stoff.
Prosedyren var slik som for den fargefrie gelen, men her ble 5 ul applisert av bade U, M

og T av tilfeldig utvalgt prgve (0,5 % protein) og MW standard (Precision Plus Protein™
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Dual Xtra Standards, Bio-Rad), og gelen ble kjgrt ved 120 V i 90 min. Gelen ble deretter
farget etter prosedyren for Peptide Gel Staining i henhold til protokollen (Bio-Rad,
2011), og under risting med 90 RPM. Deretter ble det tatt bilde av gelen pa samme mate

som med de fargefrie gelene.

Det ble ogsa testet & kjgre den lavmolekyleere gelen med en «cut off» ved 10 kDa
(gelkjgring 4, tabell 5). U, M og T av tilfeldig utvalgt prgve (0,5 % protein) ble
sentrifugert (Thermo IEC® Micromax Centrifuge) ved 14000 g i 30 min med 10 kDa cut
off-filter (Microcon® Centrifugal Filters, Ultracel YM-10, Millipore, Ireland) fgr blanding

1:1 med 2x Tricine Sample Buffer. Prosedyren var ellers lik som ved gelkjgring 3.

3.6 Resultatbehandling og statistisk analyse

Microsoft® Excel® for Mac (2011) ble benyttet ved databehandling og til fremstilling av
resultater i figurer. Raddata og utregninger fra databehandlingen er sendt til veiledere.
Linezer regresjon ble utfgrt i Excel for @ undersgke samsvaret mellom Dumas-metoden
og BCA-metoden (se vedlegg 2-3). Statistisk analyse ble utfgrt i R Commander for a
avdekke eventuelle signifikante forskjeller i lgselighet av dkerbgnneprgvene som fglge
av de ulike prosesseringene. Det ble benyttet enveis variansanalyse (ANOVA) og Tukey
test. ANOVA ble utfgrt med prosessering som faktor og proteinlgselighet fra Dumas-
analysen som responsvariabel for 3 avdekke eventuelle forskjeller i lgselighet forarsaket
av prosesseringer. Analysen ble gjort pa de ulike fordgyelsesfasene (U, M og T) hver for
seg. Tukey test ble utfgrt for & kunne angi hvor eventuelle forskjeller eksisterte.
Analysen ble gjort pd den proteinanrikede delen av prgvematerialet og pa prgvene fra
fullformalte og hele bgnner - hver for seg. I tillegg ble analysen gjort samlet pa de ra og
de kokte prgvene (FF, FF-K, MB og MB-K). Testen ble gjort med 5 % signifikansniva;
hvor man med 95 % sikkerhet kan avdekke signifikans dersom p<0,05. Output fra

statistiske analyser er vist i vedlegg 4-6.
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3.7 Oppsummert oversikt over forsgksoppsettet

Dette forsgket ble gjennomfgrt med ra (tgrre) og prosesserte (frysetgrkede)
akerbgnneprgver fra fraksjonerte bgnner og fra fullformalte og hele bgnner. Etter in
vitro fordgyelse ble analyser gjort pa ufordgyde prgver (U), mageprgver (M) og
tarmprgver (T). Dumas-analysen og BCA-analysen ble gjort pa lgselig del av U, M og T,
slik at kun lgselig protein detekteres. SDS-PAGE ble gjort pa hele prgven (bade lgselig og
ulgselig del), slik at alle proteiner som lar seg lgse opp i SDS-PAGE-bufferen vil vises. En

forenklet oversikt over forsgksoppsettet er illustrert i figur 5.

Fraksjonert/fullformalt/hel
akerb@nne (Vertigo)

Dumas- —( Fr set;zsrkm
analyse y 9
Prosessert ogra
banneprove ( 10 % protein)

[ In vitro ford@yelse

Ekstrudermg koking,
blgtleggmg og spiring

)

Uford@yd Prove fra Prove fra
prrzsve magefase tarmfase (T)

BCA-analyse SDS-PAGE
Statistisk Lineser
analyse regresjon

Figur 5. Forenklet oversikt over forseksoppsettet. Grovfraksjonen (G) ble kun
analysert ved SDS-PAGE og Dumas-analyse (torr prove). Grenn = analysemetoder.
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4. RESULTATER

Ved presentasjon av resultatene er prgvematerialet delt i to: Prgvene fra den
proteinrike fraksjonen (FF, FF-K, FF-VE og FF-TE) er presentert sammen, mens prgvene
fra de fullformalte og hele dkerbgnnene (MB, MB-K, HB-B-0-K, HB-B-24-K, HB-B-48-K og
HB-B-72-K) er presentert sammen. Alle resultater fra de ulike analysene av fordgyde

prgver er korrigert for innhold av protein fra enzymer tilsatt under in vitro fordgyelsen.

4.1 Proteininnhold i bennepraver fer in vitro fordayelse

Med proteininnhold vises det til mengde protein i tgrre og frysetgrkede dkerbgnne-
prgver fgr in vitro fordgyelse. Proteininnholdet (%) ble beregnet fra malt mengde (%)
nitrogen (N) etter Dumas-analysen, hvor N ble multiplisert med 6,25 (Kjeldahl-faktor).

Proteininnholdet av de ulike prgvene er vist i tabell 6.

Tabell 6. Proteininnhold (%) i terre/frysetorkede akerbenneprever beregnet fra malt mengde
(%) nitrogen (N) fra Dumas-analysen. N er multiplisert med Kjeldahl-faktoren (6,25). (Tykke linjer
skiller stivelsesrik fraksjon, proteinanrikede prever og prever av fullformalte og hele akerbenner.)

Prave ‘ Forklaring Protein (%)
G Stivelsesrik grovfraksjon, ra 22,00
FF Finfraksjon, ra (referanse) 63,50
FF-K Finfraksjon, kokt gret 65,63
FF-VE Finfraksjon, vatekstrudert 63,50
FF-TE Finfraksjon, terrekstrudert 63,50
MB Fullformalt benne, ra (referanse) 27,50
MB-K Fullformalt bgnne, kokt grat 30,63
HB-B-0-K Hel bgnne, blgtlagt og kokt 33,13
HB-B-24-K Hel bagnne, blatlagt, spirt 24 t og kokt 32,50
HB-B-48-K Hel begnne, blatlagt, spirt 48 t og kokt 33,13
HB-B-72-K Hel bagnne, blatlagt, spirt 72 t og kokt 33,13

Tre av de proteinanrikede dkerbgnneprgvene hadde et proteininnhold pa 63,5 %, mens
den kokte grgten (FF-K) fikk malt et noe hgyere innhold (65,63 %). Grovfraksjonen
hadde et proteininnhold pa 22 % (oppgitt av Nofima, beregnet via Dumas-analyse).
Prgvene tillaget fra de fullformalte og hele bgnnene hadde et proteininnhold omtrent

halvparten av de proteinanrikede prgvene (~30 %). Grgten (MB-K) hadde et hgyere
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proteininnhold sammenlignet med det ra melet (MB). Blgtlegging og spiring ga igjen et
noe hgyere proteininnhold. De blgtlagte og spirte prgvene hadde omtrent det samme
proteininnholdet (33,13 %), men noe lavere for 24 timer spirt prgve (32,5 %). MB hadde
et stivelsesinnhold pa 41,56 % i tgrrstoff (DM), mens FF hadde et stivelses- og
fiberinnhold pad henholdsvis 3,5 0g 9,8 % DM (malt ved Nofima).

4.2 Proteinkonsentrasjon og proteinlgselighet i fordeyde
akerbannepraver

Proteinkonsentrasjon viser til mengden protein/peptider i lgsningene fgr (U), under (M)
og etter (T) in vitro fordgyelse. Betegnelsen proteinkonsentrasjon benyttes for mage- og
tarmprgver selv om det meste av proteinet blir brutt ned til peptider under fordgyelse.

Proteinlgselighet viser til mengde protein tilgjengelig i U, M og T etter in vitro fordgyelse.

Utgangspunktet i fordgyelsen var 1 g dkerbgnneprgve med 100 mg protein, hvilket ga
like verdier for proteinkonsentrasjon og proteinlgselighet ved omgjgring fra
henholdsvis mg/g til %. Proteinkonsentrasjonen (mg/g) og proteinlgseligheten (%) er
fremstilt i ulike figurer, men av ovennevnte arsak er resultatbeskrivelsen for disse

figurene slatt sammen.

Proteinkonsentrasjonen (mg protein per g fordgyd akerbgnneprgve, mg/g) ble beregnet
i henhold til formel 1. Proteinkonsentrasjonen i lgselig del av U, M og T ble beregnet
bdde fra nitrogeninnholdet malt via Dumas-metoden, og etter kolorimetrisk analyse
med Micro BCA Protein Assay Kit med BSA som standard. Begge analysemetoder ble
benyttet for sammenligning av metodene, for & undersgke om BCA-metoden er egnet
ved vurdering av proteinfordgyelighet. Den beregnede proteinkonsentrasjonen i
lgsningene etter de to analysemetodene, samt output fra statistisk analyse av verdiene

fra Dumas-analysen, er vist i figur 6 og 7.
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Figur 6. Proteinkonsentrasjon (mg/g fordeyd dkerbennepreve) med standardavvik i de
proteinanrikede fordeyde bennepravene (loselig del, to paralleller), beregnet etter formel 1.

a) beregnet etter resultater fra Dumas-analyse; ulike bokstaver innad i hver fordayelsesfase

(U, M og T) indikerer signifikante forskjeller (p<0,05), b) beregnet etter resultater fra kolorimetrisk
analyse med Micro BCA Protein Assay Kit. U, ufordeyd preve; M, mageprove; T, tarmprove;

FF, finfraksjon, ra; FF-K, finfraksjon, kokt gret; FF-VE, finfraksjon, vatekstrudert; FF-TE, finfraksjon,
terrekstrudert. Korrelasjon mellom Dumas (a) og BCA-analysen (b): alle prever, R? = 0,02223;
ufordeyde prever, R? = 0,9964; mageprover, R? = 0,75534; tarmprover, R? = 0,66247.
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Figur 7. Proteinkonsentrasjon (mg/g fordeyd akerbennepreve) med standardavvik i fordeyde
prover (loselig del, to paralleller) tillaget fra de fullformalte og hele bennene, beregnet etter
formel 1. a) beregnet etter resultater fra Dumas-analyse; ulike bokstaver innad i hver fordayelses-
fase (U, M og T) indikerer signifikante forskjeller (p<0,05), b) beregnet etter resultater fra
kolorimetrisk analyse med Micro BCA Protein Assay Kit. U, ufordeyd preve; M, mageprove;

T, tarmprove; MB, fullformalt benne, ré; MB-K, fullformalt benne, kokt gret; HB-B-0-K, hel
benne, blatlagt og kokt; HB-B-24-K, hel benne, blotlagt, spirt 24 t og kokt; HB-B-48-K, hel
benne, blatlagt, spirt 48 t og kokt; HB-B-72-K, hel benne, blatlagt, spirt 72 t og kokt.

Korrelasjon mellom Dumas (a) og BCA-analysen (b): alle prever, R? = 0,58837; ufordeyde prover,
R? = 0,74918; mageprover, R? = 0,77899; tarmprover, R? = 0,2359.

Proteinlgseligheten (%) i U, M og T av dkerbgnneprgvene ble beregnet fra teoretisk
proteinkonsentrasjon (korrigert for fortynninger under fordgyelse) og malt
proteinkonsentrasjon fra Dumas-analysen og Micro BCA Protein Assay Kit i henhold til
formel 2. Beregnet proteinlgselighet fra begge analysemetoder, samt output fra

statistisk analyse av verdiene fra Dumas-analysen, er vist i figur 8 og 9.
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Figur 8. Proteinlaselighet (%) med standardavvik i de proteinanrikede fordeyde benneprevene
(loselig del, to paralleller), beregnet etter formel 2. a) beregnet etter resultater fra Dumas-
analyse; ulike bokstaver innad i hver fordeyelsesfase (U, M og T) indikerer signifikante forskjeller
(p<0,05), b) beregnet etter resultater fra kolorimetrisk analyse med Micro BCA Protein Assay Kit.
U, ufordeyd preve; M, mageprave; T, tarmprove; FF, finfraksjon, ra; FF-K, finfraksjon, kokt gret;
FF-VE, finfraksjon, vatekstrudert; FF-TE, finfraksjon, terrekstrudert. Korrelasjon mellom Dumas-
analysen (a) og BCA-analysen (b): alle praver, R? = 0,02223; ufordeyde prever, R? = 0,9964;
mageprover, R? = 0,75534; tarmprever, R? = 0,66247.
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Figur 9. Proteinlaselighet (%) med standardavvik i fordeyde prover (loselig del, to paralleller)
tillaget fra de fullformalte og hele bennene, beregnet etter formel 2. a) beregnet etter resultater
fra Dumas-analyse; ulike bokstaver innad i hver fordeyelsesfase (U, M og T) indikerer signifikante
forskjeller (p<0,05), b) beregnet etter resultater fra kolorimetrisk analyse med Micro BCA Protein
Assay Kit. U, ufordeyd preve; M, mageprove; T, tarmpreve; MB, fullformalt benne, ra; MB-K,
fullformalt benne, kokt gret; HB-B-0-K, hel benne, blatlagt og kokt; HB-B-24-K, hel banne,
blatlagt, spirt 24 t og kokt; HB-B-48-K, hel banne, blatlagt, spirt 48 t og kokt; HB-B-72-K, hel
benne, blatlagt, spirt 72 t og kokt. Korrelasjon mellom Dumas (a) og BCA-analysen (b): alle
prever, R? = 0,58837; ufordeyde prever, R? = 0,74918; mageprover, R? = 0,77899; tarmprover,
R? = 0,2359.

Det ble utfgrt linezer regresjon i Excel (se vedlegg 2-3) for & vurdere samsvaret mellom
de to analysemetodene (Dumas og BCA). Hele in vitro fordgyelsesprosessen sett under

ett ga ingen Kkorrelasjon mellom analysemetodene etter mdling av de proteinanrikede
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prgvene (R2=0,02223), mens korrelasjonen var lav etter maling av prgvene fra
fullformalte og hele bgnner (R?=0,58837). Analysemetodene viste en sterkt positiv
korrelasjon etter maling av de ufordgyde proteinanrikede prgvene (R? = 0,9964), mens
denne korrelasjonen var lavere etter maling av prgvene fra fullformalte og hele bgnner
(R2=0,74918). Maling av mageprgvene ga en relativt lav korrelasjonen mellom
analysemetodene, men her var Kkorrelasjonen ganske lik etter maling av de
proteinanrikede bgnneprgvene (R?=0,75534) og pr@vene fra fullformalte og hele
bgnner (R?=0,77899). Dumas-metoden og BCA-metoden ga en lav korrelasjon etter
maling av de proteinanrikede tarmprgvene (R? = 0,66247), og en veldig lav korrelasjon

etter maling av tarmprgvene fra fullformalte og hele bgnner (R? = 0,2359).

Beregninger etter nitrogeninnholdet fra Dumas-analysen ga stgrst proteinkonsentrasjon
og proteinlgselighet i alle tarmprgver (figur 6a-9a), mens disse verdiene var stgrst i
mageprgvene for alle de proteinanrikede prgvene og det rda melet (MB) etter
beregninger fra BCA-analysen (figur 6b-9b). For de resterende prgvene (MB-K, HB-B-0-
K, HB-B-24-K, HB-B-48-K og HB-B-72-K) viste beregninger etter BCA-analysen stgrst
proteinkonsentrasjon og proteinlgselighet i tarmprgvene, i likhet med beregningene
etter Dumas-analysen. Tre av de proteinanrikede tarmprgvene (FF, FF-K og FF-VE) fikk
beregnet en proteinkonsentrasjon (mg/g) og proteinlgselighet (%) pa >100 etter
Dumas-analysen. Beregninger fra BCA-analysen viste verdier pa >100 i mageprgven av

FF og i mage- og tarmprgven av MB-K.

Blant de proteinanrikede tarmprgvene (figur 6 og 8) viste beregningene etter Dumas-
analysen og BCA-analysen stgrst proteinkonsentrasjon (mg/g) og proteinlgselighet (%)
i henholdsvis FF (111,3) og FF-K (54,3), og lavest proteinkonsentrasjon (mg/g) og
proteinlgselighet (%) i FF-TE (75,9 fra Dumas og 30,5 fra BCA). FF-TE hadde lavest
proteinkonsentrasjonen/proteinlgseligheten bade fgr (ufordgyd prgve), under (mage-
prgve) og etter (tarmprgve) in vitro fordgyelse. Blant tarmprgvene fra de fullformalte og
hele bgnnene (figur 7 og 9) var proteinkonsentrasjon (mg/g) og proteinlgselighet (%)
beregnet etter Dumas-analysen stgrst i henholdsvis 24 timer spirt prgve (HB-B-24-K)
(96,1), kokt grgt (MB-K) (93,6) og 72 timer spirt prgve (HB-B-72-K) (81,0), og lavest i
henholdsvis 48 timer spirt prgve (HB-B-48-K) (65,8), 0 timer spirt prgve (HB-B-0-K)

(75,9) og det ra melet (MB) (78,4). Noe tilsvarende resultat for tarmprgvene var a se

41



etter beregninger fra BCA-analysen, men her hadde de blgtlagte og spirte prgvene en
mer lik proteinkonsentrasjon (mg/g) og proteinlgselighet (%) (80,3-87,5). I tillegg viste
tarmprgven av MB en mye lavere proteinkonsentrasjon (mg/g) og proteinlgselighet (%)
(52,2) sammenlignet med de andre prgvene. Blant de ufordgyde prgvene var
proteinkonsentrasjonen og proteinlgseligheten stgrst i den kokte grgten (FF-K og MB-K)

etter beregning fra begge analysemetoder.

For d undersgke om det var signifikante forskjeller i proteinlgselighet mellom prgvene,
og hvor disse forskjellene eventuelt eksisterte, ble det utfgrt enveis ANOVA og Tukey
test i R Commander med verdiene fra Dumas-analysen (se vedlegg 4-6). Blant de
proteinanrikede prgvene fgr (ufordgyde prgver) in vitro fordgyelse var den kokte
grgten (FF-K) signifikant (p<0,05) mer lgselig enn begge de ekstruderte prgvene. Under
(mageprgver) fordgyelsen viste ra finfraksjon (FF) signifikant (p<0,05) hgyere
lgselighet FF-K og den tgrrekstruderte bgnneprgven (FF-TE). Etter in vitro fordgyelse
(tarmprgver) var det imidlertid ingen signifikante forskjeller pa et 5 % signifikansniva,
men FF-TE viste en lavere lgselighet enn FF pa et 10 % signifikansniva. Nar det gjelder
prgvene fra fullformalte og hele dkerbgnner fgr in vitro fordgyelse (ufordgyde prgver)
hadde den kokte grgten (MB-K) en signifikant (p<0,05) hgyere lgselighet enn alle de
andre prgvene. Her var det kun MB-K (p<0,001) og 72 timer spirt prgve (p<0,05) som
var signifikant mer lgselig enn den ra prgven (MB). Etter in vitro fordgyelse
(tarmprgver) hadde 24 timer spirt prgve en signifikant hgyere lgselighet enn bade
0 timer spirt prgve (p<0,05) og 48 timer spirt prgve (p<0,01). 24 timer spirt prgve viste
ogsa en hgyere lgselighet enn MB (pa et 10 % signifikansniva). Ved sammenligning av de
rd bgnneprgvene (FF og MB) og den kokte grgten (FF-K og MB-K), viste det ra melet
(MB) signifikant (p<0,05) lavere lgselighet enn FF-K og MB-K fgr in vitro fordgyelse. |
tarmprgvene viste MB signifikant (p<0,05) lavere lgselighet enn bade FF og FF-K.

4.3 Proteinprofil far, under og etter in vitro fordayelse

Sammensetningen av proteiner (proteinprofilen) i de ulike dkerbgnneprgvene fgr
fordgyelse, og endringene av denne proteinprofilen som fant sted under in vitro
fordgyelse ble analysert ved SDS-PAGE. Bade lgselig og ulgselig del (sammen) av de

ufordgyde akerbgnneprgvene, mageprgvene og tarmprgvene, samt den blanke prgven
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(fordgyelsesenzymer) og den stivelsesrike grovfraksjonen (G), ble separert ved hjelp av
gelelektroforese for a studere nedbrytningsveiene av de ulike typene av
akerbgnneprotein, som convicilin, vicilin, o-legumin og pB-legumin. Resultatene av

gelelektroforesen er vist i figur 10-13.
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Figur 10. Proteinprofil i grovfraksjonen (G), samt profil av fordeyelsesenzymene i den blanke
proven etter SDS-PAGE (ikke farget). Molekylvekten (MW) av subenheter av hovedlager-
proteinene (convicilin, vicilin, a-legumin og f-legumin) er markert i henhold til Bennetau-
Pelissero (2019), Shevkani et al. (2019) og Warsame et al. (2018). MW av enzymer tilsatt i
fordayelsesprosessen (a-amylase, pepsin og proteinsammensetning i pancreatin) er ogsa
markert, i henhold til UniProt (2020). STD, standardpreve med proteiner av kjent MW;

U, ufordeyd preve; M, mageprove; T, tarmprove.

Figur 10 viser at den blanke prgven (fordgyelsesenzymer, ingen bgnneproteiner) kun ga
proteinbdnd i mage- og tarmprgver. Mageprgven viste ett proteinbdnd ved 50 kDa, som
svarer til a-amylase tilsatt i munnfasen. Tarmprgven hadde sterke proteinband fra i
underkant av 25 til litt over 50 kDa. Disse proteinbandene svarer til pepsin, som har en
molekylvekt pa rundt 42 kDa, og pancreatin; blandingsprodukt av enzymer med
molekylvekt fra rundt 18-55 kDa. Proteinbandet ved litt over 50 kDa var en del sterkere
enn de andre bandene. Tarmprgven hadde ogsa noen svakere proteinband ved 10, 15 og
20 kDa. Grovfraksjonen ga mange proteinband, fra rundt 22 til 250 kDa. Proteinbandene
ved 22 og 37 kDa, hvor a-legumin og 3-legumin kan detekteres, var spesielt sterke. Et

proteinband ved 100 kDa var relativt skarpt.
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Figur 11. Proteinprofil for, under og etter in vitro fordeyelse i de proteinanrikede banne-

provene (loselig og uleselig del) etter SDS-PAGE (ikke farget). Molekylvekten (MW) av

subenheter av hovedlagerproteinene (convicilin, vicilin, a-legumin og p-legumin) er markert

i henhold til Bennetau-Pelissero (2019), Shevkani et al. (2019) og Warsame et al. (2018). STD,

standardpreve med proteiner av kient MW; FF, finfraksjon ra; FF-K, finfraksjon, kokt gret; FF-VE,

finfraksjon, vatekstrudert; FF-TE, finfraksjon, terrekstrudert; U, ufordeyd preve; M, mageprove;

T, tarmprove.

Figur 11 viser resultatene av SDS-PAGE for de proteinanrikede bgnneprgvene (FF, FF-K,
FF-VE og FF-TE). Proteinprofilen av de ufordgyde prgvene (U) var ganske lik mellom FF
og FF-K. Disse viste mange proteinband fra rundt 22 til 250 kDa, hvor konsentrasjonen
var stgrst av proteiner med MW pa 22 og 37 kDa; hvor a-legumin og p-legumin kan
detekteres. Den vatekstruderte ga tydelige band ved 22 og 37 kDa, samt et relativt
skarpt band ved 100 kDa. Proteinbdndet nzer 37 kDa var spesielt tydelig. Den
tgrrekstruderte ga imidlertid veldig svake proteinbdnd, og denne ble analysert pa nytt
for & se om det kunne ha skjedd en feil i forbindelse med fgrste gelkjgring. Ny kjgring ga
noe tydeligere proteinband, men ikke mye, og det ansees derfor riktig at proteinbandene

i ufordgyd tgrrekstrudert prgve er svakere enn vatekstrudert prgve.

Proteinprofilen av mage- og tarmprgvene (M og T) var noksa lik mellom FF, FF-K, FF-VE
og FF-TE. Mageprgvene viste lave konsentrasjoner av intakte proteiner sammenlignet
med ufordgyde prgver, med unntak av ett sterkere proteinbdnd rundt 50 kDa. Dette
bandet svarer til enzymet a-amylase tilsatt i munnfasen. I tillegg har mageprgvene et

tydelig felt med peptider i det lavmolekylaere omradet (<10 kDa) som ikke er tilstede i
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ufordgyde prgver. Prgvene fra tarmfasen viste flere og sterkere proteinband i underkant
av 25 til litt over 50 kDa. Proteinbandet ved 50 kDa er sterkest, og de nederste (ved 25
kDa) er ogsd tydeligere enn de midtre proteinbandene (ved 37 kDa). Alle de nevnte
proteinbandene i tarmprgvene ble ogsa detektert i den blanke prgven (figur 10), og
svarer derfor til fordgyelsesenzymer. [ tarmprgvene for alle de fire proteinanrikede
bgnneprgvene er det ogsa et felt med peptidbdnd i det lavmolekyleere omradet, men

disse er svakere enn i mageprgvene.
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Figur 12. Proteinprofil for, under og etter in vitro fordayelse i det ra melet (MB) og den kokte
greten av fullformalte banner (MB-K) (lzselig og uleselig del) etter SDS-PAGE (ikke farget).
Molekylvekten (MW) av subenheter av hovedlagerproteinene (convicilin, vicilin, a-legumin og
B-legumin) er markert, i henhold til Bennetau-Pelissero (2019), Shevkani et al. (2019) og
Warsame et al. (2018). STD, standardpreve med proteiner av kient MW; U, ufordeyd prove;

M, magepreve; T, tarmprove.

Figur 12 viser proteinprofilen av prgvene fra de fullformalte bgnnene. Profilen av bade
ufordgyd prgve, mageprgve og tarmprgve er noksa lik mellom MB og MB-K, og den er
igjen liknende proteinprofilen for FF og FF-K (figur 11). De ufordgyde prgvene viste
proteinband fra i underkant av 25 til rundt 250 kDa, med sterkest konsentrasjon av
protein/peptider ved 22 og 37 kDa; hvor a- og f-legumin kan detekteres. Mageprgvene
hadde ett tydelig proteinband ved 50 kDa, tilsvarende a-amylase, samt et felt peptider i
det lavmolekyleere omradet (<10 kDa). Tarmprgvene viste proteinband fra i underkant
av 25 til litt over 50 kDa, med sterkest konsentrasjon av protein med MW pa i overkant
av 50 kDa. De nedre proteinbandene (ved 25 kDa) var noe sterkere enn de midtre

proteinbandene (ved 37 kDa). De nevnte proteinbdndene i tarmprgvene svarer til
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fordgyelsesenzymer tilsatt i mage- og tarmfasen, ettersom disse proteinbdndene ogsa
ble detektert i den blanke prgven (figur 10). Tarmprgvene av MB og MB-K viste, i likhet

med mageprgvene, et felt med peptider i det lavmolekyleere omradet, men med noe

lavere konsentrasjon.
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Figur 13. Proteinprofil for, under og etter in vitro fordeyelse i provene (loselig og uleselig del)
av de blatlagte og kokte hele bennene spirt i O (HB-B-0-K), 24 (HB-B-24-K), 48 (HB-B-48-K) og
72 (HB-B-72-K) timer etter SDS-PAGE (ikke farget). Molekylvekten (MW) av subenheter av
hovedlagerproteinene (convicilin, vicilin, a-legumin og B-legumin) er markert i henhold til
Bennetau-Pelissero (2019), Shevkani et al. (2019) og Warsame et al. (2018). STD, standardpreve
med proteiner av kient MW; U, ufordeyd preve; M, magepreve; T, tarmprove.

Resultatene fra SDS-PAGE av de blgtlagte og kokte bgnneneprgvene med ulike
spiretider er vist i figur 13. Disse prgvene viste tilsvarende proteinprofil i tarmprgvene
som FF, FF-K, FF-VE, FF-TE, MB og MB-K, (figur 11 og 12) med proteinband fra rundt 25
til litt over 50 kDa, tilsvarende enzymer tilsatt under in vitro fordgyelse. Tarmprgvene
viste ogsa et felt peptidband i det lavmolekyleere omradet (<10 kDa). I ufordgyde prgver
ble proteinband detektert ved 25, 37 og 100 kDa, men bandene var veldig svake i de
spirte prgvene, spesielt bandet ved 37 kDa i 48 og 72 timer spirt prgve. Den ene
parallellen av de ufordgyde spirte prgvene var generelt svakere. Proteiner/peptider ble
detektert i omradet 22 til 100 kDa, med stgrst konsentrasjon rundt 22 og 37 kDa.
Mageprgvene viste proteinband ved 25, 37 og 50kDa, samt i det lavmolekyleere
omradet. Proteinbandet ved 50 kDa svarer til enzymet a-amylase. Ufordgyde prgver og

mageprgver av HB-B-24-K og HB-B-72-K viste forskjell i de to parallellene. Disse
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provene ble derfor analysert pa nytt for & se om det kunne ha skjedd en feil ved

applisering av prgvene, men den nye gelen viste liknende resultater.

[ alle tarmprgver ble det detektert en tydelig skygge i det hgymolekyleere omradet. Dette
er ikke del av proteinfraksjonen fra dkerbgnnen, men et resultat av pancreatin-
enzymene tilsatt i tarmfasen under in vitro fordgyelse ettersom denne skyggen ogsa
detekteres i den blanke prgven (figur 10). Ved farging av gelene ville disse tydelige
skyggene blitt fjernet.

De lavmolekyleere gelene med og uten «cut off» ved 10 kDa (se vedlegg 1) ga veldig
utydelige proteinbdnd i det lavmolekyleere omradet (2-10 kDa). Etter «cut off» ble det

kun detektert proteinband i mageprgven.

4.3.1 Semikvantitativ bestemmelse av proteiner etter SDS-PAGE

Fgr intensitetsberegning av proteinene i alle fordgyde dkerbgnneprgver ble det gjort en
ny analyse med SDS-PAGE (gelkjgring 2, tabell 5). Her ble MW standarden applisert tre
ganger per gel (helt til venstre, i midten og helt til hgyre) for & kunne korrigere for
variasjon i intensitet innad i en gel og mellom gelene, og derved unngad gel-til-gel-
variasjon etter beregning. Her ble ogsa de blanke prgvene (enzymer) applisert til alle
gelene (ettersom intensiteten var ulik mellom geler), for a kunne korrigere for proteinet
i fordgyelsesekstraktene ved beregning av mengde protein. Alle gelene ble farget for a
tydeliggjgre proteinbandene og for a fjerne skygger som oppsto i det hgymolekylaere
omradet av alle tarmprgver, slik at ikke eventuelt stgy ble medberegnet. Ved
intensitetsberegning med bruk av Image Lab™ Software (Bio-Rad Laboratories, USA) ble
mengden protein slatt sammen i fire molekyleere omrader (<10-25, 26-45, 46-59 og
60-250 kDa), tilsvarende omradene pa gelen med protein av henholdsvis f-legumin, a-
legumin, vicilin og convicilin. Figur 14 og 15 viser den beregnede bandintensiteten i de
fire molekyleere omrddene i % av total intensitet for prgvene. Alle prgver ble

normalisert til 100 %.
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Figur 14. Bandintensitet (% av total intensitet for preven) i fire molekylsere omrader for de
fraksjonerte bannepraovene (begge paralleller fra fordeyelsen; loselig og uleselig del) etter SDS-
PAGE. Verdiene er normalisert til 100 %. Verdiene over stolpene viser forholdstallet med ra
preve (FF). U, ufordeyd preve; M, magepreve; T, Tarmprove; G, grovfraksjon, ra; FF, finfraksjon,
ra; FF-K, finfraksjon, kokt gret; FF-VE, finfraksjon, vatekstrudert; FF-TE, finfraksjon, terrekstrudert.

Figur 14 viser bandintensitetsprofilen for de fordgyde proteinanrikede bgnneprgvene
og den stivelsesrike grovfraksjonen (G). Mageprgven av ra prgve (FF) ga proteinbdnd i
alle de molekyleere omradene, med stgrst intensitet ved 26-59 kDa, tilsvarende -
legumin og vicilin. Grgten (FF-K) hadde derimot stgrst intensitet i det lavmolekyleere
omradet (<10-25 kDa) etter fordgyelse i mage. Dette gjelder ogsa for vatekstrudert
prove (FF-VE), men her er intensiteten av proteinbandene i det hgymolekylaere omradet
(60-250 kDa), tilsvarende convicilin, stgrre sammenlignet med FF-K. Mageprgven av
FF-TE hadde stgrst intensitet av proteinband i omradet 60-250 kDa, og lavere intensitet
i det lavmolekyleere omrddet (motsatt av FF-VE). Totalt sett er det mer lavmolekyleert
protein i FF-K, og mer hgymolekylert protein i FF-VE og FF-TE. Nar det gjelder
tarmprgvene, er bandintensiteten stgrst i omrddet <10-25 kDa for FF og FF-K.
Intensiteten i dette omrddet var stgrre enn i mageprgven for FF, mens den var lavere for
FF-K. De ekstruderte tarmprgvene hadde lavere bandintensitet i det lavmolekyleere
omradet sammenlignet med FF og FF-K. Tarmprgvene av FF-VE og FF-TE hadde
proteinband fordelt over flere molekylaere omrader, med stgrst spredning og flere
hgymolekyleere bdnd for FF-TE. De ufordgyde prgvene hadde en noksa lik
intensitetsprofil, men FF-TE hadde noe hgyere intensitet i hgymolekyleert omrade. G

fikk en liknende proteinprofil som den ufordgyde prgven av FF-TE.
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Figur 15. Bandintensitet (% av total intensitet for preven) i fire molekylsere omrader for provene
fra fullformalte og hele banner (begge paralleller fra fordeyelsen; loselig og uleselig del) etter
SDS-PAGE. Verdiene er normalisert til 100 %. Verdiene over stolpene viser forholdstallet med ra
preve (MB). U, ufordeyd preve; M, magepreve; T, Tarmprove; MB, fullformalt benne, ra; MB-K,
fullformalt benne, kokt gret; HB-B-0-K, hel benne, blatlagt og kokt; HB-B-24-K, hel banne,
blatlagt, spirt 24 t og kokt; HB-B-48-K, hel banne, blatlagt, spirt 48 t og kokt; HB-B-72-K, hel
benne, blatlagt, spirt 72 t og kokt.

Figur 15 viser bandintensitetsprofilen for prgvene fra de fullformalte og hele bgnnene. I
mageprgvene er intensiteten av proteinband stgrst i det lavmolekylaere omradet (<10-
25 kDa), utenom for den ra prgven (MB). Intensiteten i det lavmolekylaere omradet er
stgrst i mageprgven av grgten (MB-K), etterfulgt av 48 timer spirt prgve (HB-B-48-K).
Nar det gjelder tarmprgvene er proteinprofilen i MB og HB-B-0-K ulik fra de andre
bgnneprgvene ved at proteinbdndene er representert i alle de molekyleere omradene,
med stgrst intensitet ogsd her i omrdadet <10-25 kDa. MB-K og de spirte prgvene har
liten intensitet i lavmolekyleert omrdde, og stgrst intensitet i omradet 46-59 kDa.
Intensiteten av proteinbandene i omradet <10-25 kDa er lavest i 72 timer spirt prgve
(HB-B-72-K), etterfulgt av 48 timer spirt prgve (HB-B-48-K) og MB-K. I ufordgyde
prgver var intensiteten stgrst i lavmolekylaert omrade (spesielt for de spirte prgvene) i
alle bgnneprgver utenom HB-B-0-K. Profilen av ufordgyde prgver fra MB-K var ganske
lik profilen for MB.
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5. DISKUSJON

I denne masteroppgaven ble det undersgkt effekten av vatekstrudering, tgrr-
ekstrudering, blgtlegging, spiring ved tre ulike tider (24, 48 og 72 timer) og koking pa in
vitro proteinfordgyelighet av dkerbgnner (V. faba) av sorten Vertigo dyrket i Norge.
Hensikten med denne studien var a bidra med kunnskap og data til forskningsprosjektet
FoodProFuture, hvor hovedmalet er a gke mangfoldet av norskproduserte plantebaserte
ravarer med god ernzeringsmessig kvalitet og som samtidig er attraktive for
forbrukerne. Ernaeringsverdien av matvarer avhenger i stor grad av ernzeringskvaliteten
til proteinene, og ernzeringskvaliteten av proteiner avgjgres av fordelingen av

aminosyrer og fordgyeligheten (Drulyte & Orlien, 2019).

For at kroppen skal ha god nytte av et proteinrikt produkt er det avgjgrende at mest
mulig av proteinet blir absorbert etter fordgyelse. Dersom proteinfordgyeligheten er lav
vil naeringsutbyttet reduseres, hvilket vil veere kritisk for matsikkerheten i den raskt
voksende befolkningen. Proteiner som ikke absorberes vil fgres til tykktarmen hvor de
blir fermentert av tykktarmbakteriene. Spesielt er dette tilfellet for planteprotein, som i
mindre grad fordgyes i den gvre delen av tynntarmen slik at mengden N fra protein gker
i tykktarmen (Tomé, 2013). En stgrre andel protein og N i tykktarmen som fglge av lav
proteinfordgyelighet er vist & ha negativ pdvirkning pa tarmhelsen da potensielt
patogene og proinflammatoriske bakterier favoriseres (Yao et al, 2016). Dette gir
redusert produksjon av kortkjedede fettsyrer og gkt konsentrasjon av ammoniakk,
fenoler og hydrogensulfider; som kan ha en negativ innvirkning pa tarmepitel-
strukturen, forarsake slimhinnebetennelse og modulere det enteriske nervesystemet og
tarmens bevegelighet (Yao et al, 2016). Fordgyeligheten av planteprotein er i
utgangspunktet (i nativ tilstand) lavere sammenlignet med animalsk protein
(Damodaran et al, 2008; Tomé, 2013). En faktor som pavirker fordgyeligheten
omhandler strukturen av proteinet, som vil kunne endres under forhold som medfgrer
proteindenaturering, deriblant hgye temperaturer (Damodaran et al, 2008).
Prosesseringer med bruk av varme er derfor forventet & gi endret proteinfordgyelighet.
Andre faktorer relaterer til matmatrisen og proteininteraksjoner med komponenter som

karbohydrater, lipider og spesielt antinzeringsstoffer; deriblant proteaseinhibitorer,
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tanniner og fytinsyre (Drulyte & Orlien, 2019). I tillegg vil konsumentens helse og alder,
prepareringen av matvaren og kostholdet i sin helhet veere medvirkende faktorer til

graden av fordgyelighet (Tulbek et al., 2017).

Ved beregning av proteinfordgyelighet anslds mengden N og aminosyrer som er
tilgjengelige for organismen etter fordgyelse og absorbsjon (Tomé, 2013).
Fordgyeligheten kan i denne sammenheng (in vitro fordgyelse) bestemmes fra mengden
lgselig protein i de simulerte tynntarmprgvene, og begrepet proteinfordayelighet blir
derfor benyttet ved omtale av lgselighet etter fordgyelse (tarmprgver). Begrepet
proteinlgselighet blir likevel i stor grad benyttet videre, ettersom proteinlgseligheten ble

beregnet som et mal pa proteinfordgyelighet.

5.1 BCA-analyse og Dumas-analyse som metoder for
maling av proteinlgselighet

Lgseligheten av proteiner pavirker funksjonaliteten til proteinene, som evnen til
viskositetsgkning og & danne skum, geler og emulsjoner. Et ulgselig protein har svart
begrensede bruksomrader som funksjonell egenskap i naeringsmidler (Damodaran et al.,
2008). Samtidig vil lgseligheten pavirke i hvilken grad proteinet fordgyes. Hensikten
med & analysere lgselig protein i de fordgyde preparatene var a vurdere graden av
tilgjengelig protein i tynntarmen, altsa hvor mye av proteinet i akerbgnneprgvene som
kan sies a ha blitt fordgyd. Det er viktig 4 bemerke at det malte proteinet i de simulerte
tarmprgvene ikke ngdvendigvis er tilgjengelig for absorbsjon, da noe av proteinet og
stgrre peptider mest sannsynlig ma bli videre brutt ned av peptidaser i bgrstesgmmen.
Proteinlgseligheten ble malt pa den lgselige delen av dkerbgnneprgvene etter in vitro
fordgyelse ved bade @ male nitrogeninnhold med Dumas-metoden og ved kolorimetrisk
analyse med Micro BCA Protein Assay Kit. Hensikten med a utfgre begge analysene for
beregning av proteinlgselighet var i all hovedsak & sammenligne resultatene fra BCA-
analysen med resultatene fra Dumas-analysen for & undersgke om BCA-metoden gir et
palitelig mal pa lgselig protein, og om denne analysen kan benyttes ved vurdering av

proteinfordgyelighet.
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[ BCA-analysen er det blant annet peptidbindinger som driver reaksjonen som danner
BCA-Cu-komplekset som blir malt, og her kan lave verdier for proteinlgselighet etter in
vitro fordgyelse enten bety 1) at det er lite protein i den Igselige delen, hvilket indikerer
en lav fordgyelighet, eller 2) at det er fa peptidbindinger i den lgselige delen fordi mye
av proteinet er brutt opp til peptider og aminosyrer, hvilket indikerer en hgy
fordgyelighet. For d vurdere resultatene fra BCA-analysen riktig - om det er scenario 1
eller 2 som er tilfellet for prgven - ble innholdet av N malt etter Dumas-metoden i den
lgselige delen av fordgyde prgver. [ Dumas-analysen males N bdde i form av aminosyrer,
peptider og proteiner (i tillegg til ikke-protein N), altsa ma ikke peptidbindinger veere
intakte for at proteinet skal bli medberegnet. En hgy andel N forteller i dette tilfellet
(fordgyelse) at det er mye protein, peptider og/eller aminosyrer i den lgselige delen av

preven, altsa er en stgrre andel av proteinet blitt fordgyd.

Beregninger etter BCA-analysen ga varierende og usystematiske resultater som hadde
en lav korrelasjon med Dumas-analysen (R?=0,02223 for proteinanrikede prgver,
R? =0,58837 for prgver av fullformalte og hele bgnner). Beregninger fra BCA-analysen
ga tilsynelatende lavere proteinlgselighet i tarmprgvene sammenlignet med
mageprgvene for flere av dkerbgnneprgvene, og spesielt pafallende er dette for de
proteinanrikede prgvene. Det var imidlertid & forvente en hgyere proteinlgselighet i
tarmprgvene sammenlignet med mageprgvene ettersom proteolysen, med dannelse av
mindre og mer lgselige komponenter (peptider og aminosyrer), hovedsakelig skjer i
tynntarmen. Dette viste beregningene fra Dumas-analysen. Forventningen om stgrst
lgselighet i tarmprgvene kan ogs3, i tillegg til gkt proteolytisk aktivitet, forklares av det
faktum at lgselighet av proteiner oftest vil vaere lavest ved pH rundt det isoelektriske
punkt (pI) av proteinet. Akerbgnneprotein har en lav pl ettersom summen av Asp og Glu
er stgrre enn summen av Lys, Arg og His (Damodaran et al., 2008). Akerbgnneprotein vil
derfor naturlig vise lavere lgselighet i mageprgvene (~pH 3) sammenlignet med
tarmprgvene (~pH 7). I hvilken grad pH har pavirket lgseligheten er likevel vanskelig a
si ettersom det er vanskelig a skille effektene av proteolytisk aktivitet og pH. Et
fordgyelsesoppsett uten tilsetting av fordgyelsesenzymer ville eventuelt gitt et klarere

bilde pa effekten av pH.
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Hgyere lgselighet i tarmprgvene sammenlignet med ufordgyde prgver og mageprgver
etter beregninger fra Dumas-analysen betyr at tarmprgvene hadde stgrst konsentrasjon
av N, altsd mer lgselig og tilgjengelig protein, peptider og/eller aminosyrer. De lave
verdiene for proteinlgselighet i tarmprgvene etter beregninger fra BCA-analysen betyr i
dette tilfellet derfor en hgy hydrolysegrad (scenario 2). En forklaring pa tilsynelatende
lav proteinlgselighet i tarmprgvene etter beregninger fra BCA-analysen er at denne
analysen (blant annet) detekterer peptidbindinger, og at signaler har gatt tapt som fglge
av gkt hydrolysegrad (tap av peptidbindinger) med dannelse av kortkjedede peptider og
frie aminosyrer. Mageprgvene fikk en tilsynelatende hgyere proteinlgselighet enn
tarmprgvene grunnet en lavere proteolytisk aktivitet i magen, hvor kun en mindre andel
av proteinet vil veaere brutt opp i stgrre peptider slik at de fleste peptidbindinger
fremdeles er intakte og blir malt i BCA-analysen. Dette vil si at man i BCA-analysen

mister mye signal pa grunn av tap av peptidbindinger under proteolyse.

Resultatene fra Dumas-analysen er derfor viktige for & kunne tolke resultatene fra BCA-
analysen i den retning at tarmprgvene hadde stgrst proteinlgselighet og hydrolysegrad,
og derved mest tilgjengelig protein, som ogsd er logisk ettersom proteinfordgyelsen
hovedsakelig skjer i tynntarmen. Det kan tyde pa at BCA-metoden ikke fungerer til den
hensikten & analysere proteinfordgyelse. Selv. om Dumas-analysen tilsynelatende gir
mer korrekte resultater ved beregning av proteinlgselighet, finnes ogsa ulemper ved
denne analysen. Blant annet er det en fare for 4 overestimere mengden protein ettersom
alt N som males blir regnet som protein, ogsa ikke-protein N. Nitrogenforbindelsene i
akerbgnner bestar av 75 % rent protein (Hellen, 1974), samt ikke-protein N i form av
blant annet frie aminosyrer, aminer, puriner, pyrimidiner, nukleosider og alkaloider
(Damodaran et al., 2008). Proteinanrikede dkerbgnneprgver er tidligere blitt malt ved
Dumas-metoden og Kjeldahl-metoden til & ha et innhold av ikke-protein N pa 0,92 %
(Steien, 2018). Inkludering av noen former for N som ikke stammer fra protein, kan
veere en forklaring pd at flere av de fordgyde proteinanrikede bgnneprgvene fikk
beregnet en proteinkonsentrasjon (mg/g) og proteinlgselighet (%) pa >100 etter
Dumas-analysen. Alle prgvene fra fullformalte og hele bgnner, derimot, fikk verdier
<100 da disse sannsynligvis inneholdt en mindre andel ikke-protein N. Eksempelvis har
blgtlegging, som var en av prosesseringene gjort pa de hele dkerbgnnene, vist a redusere

innholdet av ikke-protein N (El-Adawy et al.,, 2000). De malte verdiene av protein pa
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>100 mg/g og >100 % av bade proteinanrikede prgver og prgver fra fullformalte og hele
bgnner ved BCA-metoden kan imidlertid ikke forklares av innhold av ikke-protein N
(ettersom det blant annet er peptidbindinger, og ikke N, som males), men heller av

andre komponenter, som diskutert videre.

5.1.1 Mulige forstyrrelser fra tanniner under BCA-analyse

Resultatene fra BCA-madlingene ga som nevnt usystematiske resultater, spesielt for de
proteinanrikede prgvene, med tilsynelatende hgyere proteinlgselighet i mageprgvene
sammenlignet med tarmprgvene. Prgvene av fullformalte og hele dkerbgnner ga
imidlertid, utenom for det rd melet (MB), en hgyere proteinlgselighet i tarmprgvene
sammenlignet med mageprgvene. Dette kan tyde pa at enkelte komponenter har gitt
forstyrrelser under BCA-malingene, og at disse komponentene har blitt pavirket av de

ulike prosesseringene og mengden protein og stivelse i prgven.

BCA-analysen er relativt uspesifikk, og enhver komponent som kan redusere Cu?* til Cu*
vil gi utslag pa malingene. Dette er vist ved at prgver uten fargedannende aminosyrer
(cystein, tyrosin og tryptofan) likevel viste fargedannelse; forarsaket av komponenter
som askorbinsyre, acetamidofenool, 3,4-dihydroksyfenylalanin, dithiothreitol, glutation
og penicillamin (Wiechelman et al., 1988). Mange standardmetoder for bestemmelse av
protein, inkludert BCA, Bradford og Azso, kan ogsa veere utsatt for forstyrrelse av
polyfenoler, deriblant tanniner (Adamczyk et al., 2011; Cheynier et al., 2012; Moya et al,,
2008). Tanniner kan ha bidratt til signal i seg selv i den spektrofotometriske malingen,
ettersom disse stoffene momentant vil kunne reagere med Cu?*, eller de kan ha pavirket

lgseligheten av proteinene gjennom kompleksdannelse (Moya et al., 2008)

Det er neerliggende a tro at tanniner fra dkerbgnneskallet har pavirket resultatene av
BCA-analysen, da disse stoffene har evnen til a felle ut proteiner som fglge av
kompleksdannelse. Ettersom tanniner er varmestabile og mest effektivt vil kunne
reduseres ved prosesseringer som blgtlegging og spiring (Muzquiz et al,, 2012), er det
hensiktsmessig @8 sammenligne dkerbgnneprgvene som ble blgtagt og spirt (HB-B-0-K,
HB-B-24-K, HB-B-48-K, HB-B-72-K) med den rd (MB) og den kokte (MB-K)
bgnneprgven. De blgtlagte og spirte bgnneprgvene ga resultater fra BCA-analysen som

korrelerte relativt godt med resultatene fra Dumas-analysen (R?=0,8084). Lengre
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spiretid (48 og 72 timer) viste bedre korrelasjon (R?=0,86825) sammenlignet med
kortere spiretid (0 og 24 timer) (R?=0,75277), som kan bety at tanninene reduseres
ytterligere med spiretiden. Sannsynligvis har tanninene i stor grad gatt i lgsning og blitt
vasket bort i vaskevannet/spirevannet under blgtlegging og spiring, og derved ikke hatt
like stor grad av pavirkning pa den spektrofotometriske malingen som for ra og kokt
prgve (R?=0,33716), hvor varmebehandling er eneste prosessering. Dette samsvarer
med en tidligere studie av Alonso et al. (2000), hvor mengde tannin i dkerbgnner viste
signifikant (p<0,05) reduksjon etter bade blgtlegging og spiring (24-72 timer) (gkt

reduksjon med spiretiden).

Det forholdsvis hgye nivaet av polysakkarider i prgvene av fullformalte og hele bgnner,
hvorav et stivelsesinnhold pa 41,56 % i tgrrstoff (DM) (fiberinnhold ble ikke malt), kan
veere en medvirkende arsak til at beregningene fra BCA-analysen og Dumas-analysen
totalt sett viste stgrre korrelasjon (R? = 0,58837) for disse bgnneprgvene sammenlignet
med de proteinanrikede prgvene (R?=0,02223). Polysakkaridene kan ha forhindret
kompleksdannelse mellom tanniner og protein, som tidligere vist i en studie av Lu og
Bennick (1998). I de proteinanrikede prgvene er det lite stivelse (3,5 % DM) og fiber
(9,8 % DM) som kan ha forhindret denne reaksjonen. Samtidig er det vist at forholdet av
protein og tannin avgjgr om tannin-protein-kompleksene blir lgselige og fordgyelige
eller ulgselige og mindre fordgyelige. Vanligvis blir kompleksene ulgselige, men ved et
forhold av protein til tannin stgrre enn optimalt dannes lgselige komplekser fremfor
ulgselige (Barbehenn & Peter Constabel, 2011; Hagerman & Robbins, 1987). Med dette
kan det tyde pa at tannin-protein-kompleksene, som sannsynligvis er dannet i
akerbgnneprgvene, er ulgselige i prgvene av fullformalte og hele bgnner (mindre

protein), mens de i stgrre grad er lgselige i de proteinanrikede prgvene (mye protein).

Likevel kan man ikke med sikkerhet si at tanniner har pavirket resultatene uten a ha
studert tanninene, da blant annet molekylstgrrelse, form og mengde av tanniner har en
innvirkning. Tanniner av stgrre molekylvekt er bedre i a felle ut proteiner sammenlignet
med mindre tanniner, og ratioen tannin til protein pavirker som nevnt utfellingsgraden
(Barbehenn & Peter Constabel, 2011). Ettersom tanniner ikke inneholder N vil de ikke
kunne forstyrre malingene i Dumas-analysen, og Dumas-analyse vil derfor vere en

bedre egnet metode enn BCA-analyse ved maling av tanninrike produkter.

56



5.2 Proteinenes nedbrytningsprofil malt med SDS-PAGE

SDS-PAGE og beregning av intensitet av proteinbdnd i ulike molekyleere omrader ble
gjort pd alle prgver av U, M og T (lgselig og ulgselig del) for & kunne analysere
proteinenes nedbrytningsprofil. Den beregnede mengden av hgymolekylert og
lavmolekylert protein stemmer overens med den beregnede lgseligheten, og spesielt
tydelig er dette ved sammenligning av de proteinanrikede tarmprgvene: Kokt
finfraksjon (FF-K) fikk beregnet bade en stgrre andel lavmolekyleert protein og en
hgyere lgselighet enn de ekstruderte prgvene, og den tgrrekstruderte (FF-TE) fikk
beregnet en stgrre andel hgymolekylert protein og samtidig en lavere lgselighet
sammenlignet med de andre proteinanrikede bgnneprgvene. Dette viser at
intensitetsberegningene fra SDS-PAGE samsvarer godt med beregningene av lgselighet
fra Dumas-analysen og BCA-analysen, og at lgseligheten derfor i stor grad bestemmes av

mengden hgy- og lavmolekylaert protein.

Generelt var det kun det tilsatte fordgyelsesenzymet a-amylase (proteinbandet rundt
50 kDa) og ett proteinband ved 100 kDa som ble detektert i mageprgvene. Ifglge Park et
al. (2010) kan proteinbandet ved 100 kDa svare til lipoxygenase, som del av
albuminfraksjonen. Dette proteinet viste & veere ganske stabilt gjennom in vitro
fordgyelse, da proteinet ogsa ble detektert i tarmprgvene. Det er vanskelig d si om alle
proteiner ble fullstendig brutt ned til mindre peptider og aminosyrer, eller om noen
proteiner fremdeles er tilstede i nativ form. Ifglge den beregnede bandintensiteten er
fremdeles noen hgymolekylaere proteiner tilstede i tarmprgvene, men man vet ikke i
hvilken grad disse proteinene er brutt ned. I en studie av Sousa et al. (2020) med
lgselige og ulgselige fraksjoner av in vitro tarmprgver av blant annet erter og bgnner ble
det detektert protein i alle substrater etter tarmfasen som var resistente mot fordgyelse.
Dette kan korrespondere med proteinbdndene som fremdeles observeres mellom 60 og

250 kDa i tarmprgvene.

SDS-PAGE og beregninger av bandintensitet er nyttig for & oppna kvantitative resultater
av proteinnedbrytning, men usikkerheten i disse beregningene kan veere stor. Dersom
intensiteten i et omrade blir svakere etter fordgyelse kan det tyde pa at proteinet er blitt
hydrolysert, men det er usikkert hvor mye av proteinet som eventuelt er blitt

hydrolysert eller hvor langt disse peptidene eventuelt har vandret i gelen. Gelbildene
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viser tydelig at noen (store) proteiner forsvinner, mens andre mindre proteiner blir
synlige, men det er vanskelig d si hvilke store proteiner disse nedbrytningsproduktene
har opphav i. Polyakrylamidgelene benyttet i dette forsgket er optimale for
identifisering av proteinband i omradet 10-25 kDa. Under og etter fordgyelse vil det
med stor sannsynlighet eksistere nedbrutt protein/peptider i stgrrelse <10 kDa, som ble
observert ved sterke band nederst i gelen (udefinerbar MW) for mage- og tarmprgvene.
Man har derfor ikke kontroll pa hovedproduktet (smapeptider) av proteinfordgyelse
eller den generelle massebalansen. Av denne drsaken ble det testet 4 analysere prgvene i
en lavmolekyleer gel (se vedlegg 1), men resultatene viste veldig uskarpe proteinband
som var vanskelig & adskille, og det ble derfor valgt & ikke benytte denne typen

lavmolekyleer gel videre i forsgket.

Dataene for bandintensitet er normalisert til 100 % for lettere & kunne sammenligne
prgvene, og dette bgr tas i betraktning ved tyding av resultatene. Normaliseringen gjgr
at man ikke har oversikt over hvor mye proteinene representerer totalt, da en del
proteiner er brutt ned til smapeptider med molekylvekt lavere enn det denne gelen
kunne detektere. Derfor vil ikke resultatene av den beregnede bandintensiteten
ngdvendigvis gi et korrekt bilde pa hva som har skjedd under fordgyelsen.
Bandintensitetsberegningen kan til en viss grad veere ungyaktig ettersom forstyrrelser i
gelen og ulik intensitet innad i en gel og mellom geler kan virke inn pa resultatet, selv
om dette skal veere korrigert for. En fordel kunne vart d inkludere en kromatografisk
metode for identifisering av proteiner for a fa en oversikt over stgrrelsesfordelingen til

de minste peptidene.

5.2.1 Proteinprofil i grovfraksjonen

Den ra stivelsesrike grovfraksjonen (G) ble analysert med SDS-PAGE pa lik linje med de
fordgyde akerbgnneprgvene, altsa ble denne ogsa fortynnet til 0,5 % protein fgr analyse.
Bandintensitetsprofilen av G ble relativt lik profilen for ufordgyd prgve av finfraksjonen
(FF). Forskjellen ligger i at det ble detektert mer hgymolekylaert protein, deriblant
vicilin og convicilin, i G sammenlignet med FF. Det kan virke som om det er mer albumin
i G ettersom eksempelvis proteinbdandet ved 100kDa, som kan representere
lipoxygenase, er sterkere. Ettersom albumin har en forholdsvis kompakt struktur og

fordi det gjerne fglger med en del antinzeringsstoffer (ANFs) med albuminene, kan
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fordgyeligheten vaere redusert. Det kunne veert interessant a gjgre en in vitro fordgyelse
pa grovfraksjonen for d se om disse faktorene eventuelt virker inn pa fordgyeligheten.
Det kan muligens veere tilfellet at den store mengden polysakkarider vil pavirke
proteinfordgyeligheten ved enten a gi redusert fordgyelighet som fglge av redusert
hastighet og grad av proteolyse og gkt tap av protein i tarmen (Damodaran et al., 2008;
Sousa et al., 2020), eller gkt fordgyelighet som fglge av en forhindret kompleksdannelse
mellom tanniner og proteiner (Lu & Bennick, 1998). Det er viktig a finne prosesseringer
som reduserer/inaktiverer mest mulig av ANFs og som bidrar til gkt lgselighet ogsa av
albumin slik at dette biproduktet far en stgrst mulig utnyttelse. En utnyttelse av dette

biproduktet vil gi et stgrre utbytte og sgkonomisk gevinst, samt mindre avfall.

5.3 Den generelle effekten av prosesseringer

Fullformalte og hele dkerbgnner som var prosessert (blgtlagt/spirt/kokt) viste et
proteininnhold (30,63-33,13 %) (~60 % for de proteinanrikede prgvene) pa linje med
varmebehandlet kjgtt, hvor innholdet av protein ligger pa 28-36 % (Henchion et al.,
2017). Samtidig er fordgyeligheten av animalsk protein hgy, og som alternativ
proteinkilde til animalske produkter er det avgjgrende at dkerbgnner ogsa viser en hgy

proteinfordgyelighet.

En hgy (>95 %) fordgyelighet blir ofte observert for animalsk protein (egg, melk og
kjgtt) og konsentrert planteprotein (Tomé, 2013). Dette ble ogsa observert i alle de
proteinanrikede prgvene (~103-111 %), utenom den tgrrekstruderte (75,9 %). Prgven
spirt i 24 timer og den kokte grgten (MB-K) viste ogsa en fordgyelighet pa linje med
animalsk protein, som de eneste prgvene fra de fullformalte og hele dkerbgnnene. De
resterende bgnneprgvene viste en fordgyelighet pa rundt 60-80 %, som kan assosieres
med en hgy andel av plantecellevegg, innhold av ANFs eller omfattende

proteindenaturering (Tomé, 2013), som diskutert videre.

Det er kjent at rd dkerbgnner i utgangspunktet har en lav fordgyelighet pa grunn av en
stor andel p-sheets og fordi innholdet av hydrofobe aminosyrer er relativt hgyt
(29,28 mol% av det totale aminosyreinnholdet), hvilket gir dkerbgnneproteiner en
stgrre evne til naturlig & danne protein-protein-interaksjoner (Damodaran et al.,, 2008).

De ra dkerbgnnene viste likevel, uforventet, generelt en fordgyelighet pa linje med eller
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hgyere enn de prosesserte. Ingen av prgvene viste signifikant hgyere lgselighet enn ra
referanseprgve. Hvorfor de ra dkerbgnnene viste en hgyere fordgyelighet sammenlignet
med flere av de prosesserte er vanskelig a forklare. Sannsynligvis er det prosesseringene

som ikke viste like positiv effekt pa fordgyeligheten i forhold til hva som var forventet.

5.4 Effekt av ekstrudering pa proteinfordayelighet

Prosessering med en kombinasjon av hgy temperatur og hgyt trykk har i tidligere
studier vist positive effekter pa ernaeringsverdi av belgvekster (bgnner, erter, linser og
kikerter), blant annet ved en signifikant gkning i bade in vitro og in vivo
proteinfordgyelighet (Drulyte & Orlien, 2019). Andre studier har vist en reduksjon i
fordgyelighet etter ekstrudering (Habiba, 2002). I dette forsgket viste de
proteinanrikede akerbgnnene en reduksjon i proteinlgselighet etter bade vat- og
tgrrekstrudering. Redusert lgselighet av protein etter ekstrudering kan skyldes
proteinaggregeringer som fglge av omfattende proteindenaturering, Maillardreaksjoner

og/eller dannelse av komplekser mellom proteiner og ANFs (Habiba, 2002).

De hgye temperaturene og den mekaniske bearbeidingen under ekstruderingen kan ha
forarsaket en omfattende proteindenaturering, med fglgelig gkt sjanse for intra- og
intermolekylaere interaksjoner (disuldfidbindinger) mellom aminosyrer slik at
proteinene blir mindre lgselige (Damodaran et al., 2008; Drulyte & Orlien, 2019; Sa et
al,, 2019). Dette kan veere forklaring pa at de ekstruderte dkerbgnneprgvene (FF-VE og
FF-TE) fikk en lavere proteinlgselighet sammenlignet med den ra (FF) og den kokte (FF-
K) prgven; hvor prosesseringen var mildere. Proteinlgseligheten var lavere i
tgrrekstrudert tarmprgve sammenlignet med vatekstrudert tarmprgve, som kan
forklares av forskjellene i temperatur og vanntilfgrsel under ekstrudering. En hgyere
temperatur benyttet under tgrrekstruderingen kan ha gitt en mer omfattende
proteindenaturering av FF-TE, og derved fglgelig en mer kompakt proteinstruktur som
er mindre tilgjengelig for proteolyse. Dette kan man ogsa lese av intensitetsprofilen fra
SDS-PAGE, hvor tarmprgven av FF-TE viste mer hgymolekyleert protein sammenlignet
med tarmprgven av FF-VE, som kan tyde pa hgyere proteolysegrad i FF-VE grunnet noe

feerre proteinaggregeringer.
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Proteinprofilen fra SDS-PAGE av FF-VE og FF-TE var veldig ulik mellom de ufordgyde
prgvene (svakere proteinbdnd i FF-TE), men mer like for mage- og tarmprgvene.
Ettersom lgseligheten av protein gker under magefasen (fordi proteinfordgyelsen
starter) blir de opprinnelige forskjellene i utgangspunktet mindre merkbare, som
antydet av gelbildene. Likevel er forskjellene mer merkbare om man ser pa
beregningene av bandintensiteten, hvor det relativt sett er mer hgymolekyleert protein i
bade mage- og tarmprgver av FF-TE sammenlignet med FF-VE, og mer lavmolekyleert
protein i mage- og tarmprgver av FF-VE sammenlignet med FF-TE. Dette korrelerer med
lgselighetsberegningene fra Dumas-analysen og BCA-analysen, hvor lgseligheten var
lavere i FF-TE sammenlignet med FF-VE. Det faktum at den ufordgyde prgven av FF-TE
hadde svakere proteinband i gelen etter SDS-PAGE sammenlignet med ufordgyd prgve
av FF-VE kan forklares av at proteinene i FF-TE kan ha veert i komplekser med «noe»
(for eksempel ANFs), og derved ikke blitt tilgjengelig i monomer form under
provepreparering for SDS-PAGE. I sa tilfelle vil ikke proteinene bli separert og farget,

slik at eventuelle proteinband blir veldig svake i gelen.

Overoppheting med pafglgende kryssbindinger av enkelte aminosyrer kan spesielt sees
for proteinrik mat lave pa karbohydrat, slik som FF. Kryssbindinger vil da kunne skje
mellom lysin og glutamin eller asparagin, og denne formen for aggregering kalles
isopeptidbindinger. Isopeptidbindinger motstar hydrolyse i tarmen, og forhindrer
derved fordgyelse og biotilgjengelighet av lysin (Damodaran et al, 2008).
Proteinanrikningen kan derfor ha veert en medvirkende faktor til redusert lgselighet
som fglge av ekstrudering, men en lav proteinlgselighet etter ekstrudering er ogsa
observert av Rgstad (2019) i prgver (erter) med kun 10 % protein. Dette fordi det kan
skje interaksjoner mellom proteiner, stivelse og kostfiber, hvilket reduserer hastighet og
grad av proteolyse (Damodaran et al, 2008). Interaksjoner mellom proteiner og
polysakkarider kan veere forklaring pa en signifikant (p<0,01) ulik proteinfordgyelighet
mellom de rd bgnneprgvene (FF og MB), hvor MB (41,56 % stivelse i tgrrstoff) fikk en
lgselighet i tarmen pa <80 %, mens FF (stivelse og fiber pa til sammen 13,3 % DM) fikk
en lgselighet i tarmen pd >110 %. Redusert proteinfordgyelighet som fglge av gkt
mengde polysakkarider kan forklares av et gkt tap av endogent og eksogent protein i

tarmen (Sousa et al., 2020).
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De hgye temperaturene (140-160 °C) benyttet under ekstruderingen kan, i tillegg til
omfattende proteindenaturering, ha forarsaket ikke-enzymatiske bruningsreaksjoner
(Maillardreaksjoner). Maillardreaksjoner skjer ved 140-160 °C og involverer reaksjon
mellom reduserende sukker og aminosyrer (Damodaran et al., 2008; UiO, 2011a). Dette
vil gjgre aminosyrer (spesielt lysin) mindre tilgjengelige, og produktet som formes har
proteolytisk hemmende aktivitet og vil derved gi redusert proteinfordgyelighet (Sa et
al,, 2019). Dette kan veere arsak til lavere lgselighet av de ekstruderte dkerbgnnene
sammenlignet med for eksempel kokt finfraksjon (FF-K), hvor varmebehandlingen var
mildere (<100 °C). Maillardreaksjonen kan ha veert mer omfattende under
tgrrekstruderingen hvor det ble benyttet hgyere temperatur enn ved vatekstrudering,
som kan vere forklaring pa en lavere proteinlgselighet av FF-TE. Benyttelse av mer
vann under vatekstrudering kan vere en innvirkende faktor til en hgyere
proteinlgselighet av FF-VE, da det er mulig & gjenopprette proteinstrukturer med

lgsning i vannfase (UiO, 2011b).

Mengden ANFs er ikke malt i dette forsgket, og man kan derfor ikke med sikkerhet si at
ekstruderingen har hatt noen effekt pa disse stoffene. Det forventes likevel en gkt
fordgyelighet etter ekstrudering som fglge av en sannsynlig reduksjon/inaktivering av
ANFs, som proteaseinhibitorer, tanniner, fytinsyre, oligosakkarider og lektiner, som vist
i flere studier med belgvekster (Alonso et al., 2000; Drulyte & Orlien, 2019; Muzquiz et
al,, 2012; Rgstad, 2019; Tulbek et al,, 2017). Generelt har vat prosessering vist a veere
mest effektiv for fjerning av alle ANFs (Bennetau-Pelissero, 2019), og dette kan vaere en
forklaring pa at vatekstrudert prgve viste en hgyere fordgyelighet enn den

tgrrekstruderte (ikke signifikant).

5.5 Effekt av koking pa proteinfordayelighet

Koking er en tradisjonell prosesseringsteknologi som spiller en viktig rolle ved
behandling av belgvekster da det pavirker fordgyelighet og ernzeringsverdi. Flere
studier viser reduksjon i proteinkonsentrasjon og proteinlgselighet som fglge av koking
av belgvekster, som forklares av en mulig utvasking av vannlgselige proteiner til
kokevannet (Drulyte & Orlien, 2019; Habiba, 2002). Ettersom kokevannet ble beholdt i

prgvene tillaget som en grgt (FF-K og MB-K), vil det naturlig veere en stgrre andel
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vannlgselige proteiner i disse prgvene. Bevaring av kokevannet kan vzre en forklaring
pa signifikant (p<0,05) hgyere lgselighet fgr in vitro fordgyelse (ufordgyde prgver) i MB-
K sammenlignet med prgvene av de hele bgnnene som ble kokt, men hvor kokevannet
ble fijernet. FF-K og MB-K var forventet a fi den samme proteinkonsentrasjonen som
henholdsvis FF og MB, men denne ble stgrre i begge prgver, og signifikant (p<0,001)
stgrre for MB-K. @kningen kan skyldes et ulikt tgrrstoffinnhold mellom ra og kokt prgve
som fglge av frysetgrkingen, som ble gjort pa kun den kokte prgven, samt forskjeller i
luftfuktighet under oppbevaring og rundt prgveuttak, da vanninnholdet vil endres med
luftfuktigheten (Damodaran et al., 2008). Tgrrstoffinnholdet i de frysetgrkede prgvene
(FF-K og MB-K) ble ikke malt, men det er nerliggende a tro at vanninnholdet i disse

prgvene var lavere enn i FF og MB, som ikke ble frysetgrket.

Koking var forventet & gi en gkning i fordgyelighet som fglge av varmebehandlingen,
ettersom moderate temperaturer (60-90 °C) i en time eller mindre medfgrer en delvis
denaturering av proteiner (Damodaran et al, 2008), som gir stgrre tilgang for
fordgyelsesenzymer under proteolyse. Fgr in vitro fordgyelse hadde FF-K og MB-K en
signifikant (p<0,05) hgyere proteinlgselighet sammenlignet med de andre prgvene, og
av alle prgvene fra de fullformalte og hele dkerbgnnene var det kun MB-K og 72 timer
spirt prgve som var signifikant (henholdsvis p<0,001 og p<0,05) mer Ilgselig
sammenlignet med det ra melet (MB). Dette ma bety at proteindenatureringen har veert
moderat og derved medfgrt protein-vann-interaksjoner fremfor protein-protein-
interaksjoner. Akerbgnnelegumin har en denaturerings-temperatur pa 94 °C, som er
relativt hgyt grunnet en stor andel -sheet-strukturer (egg albumin, med mer a-helix-
strukturer, denaturerer ved 76 °C) (Damodaran et al., 2008). Temperaturen under
koking (~96 °C) var derfor optimal for en delvis proteindenaturering. Ved
sammenligning av FF-K og MB-K med ra referanseprgver etter in vitro fordgyelse
(tarmprgver), viste grgten av det fullformalte melet (MB-K) en hgyere fordgyelighet,
mens grgten av den proteinanrikede fraksjonen (FF-K) fikk en noe redusert
fordgyelighet (ikke signifikant). @kning i lgselighet av MB-K korrelerer med tidligere
studier av Elsheikh et al. (2000), hvor koking av dkerbgnner ga en signifikant gkning i
fordgyelighet in vitro. Reduksjonen i Igselighet av FF-K kan skyldes det faktum at prgven

inneholder veldig mye protein. Den hgye hydrofobisiteten av (3-sheet-strukturene av
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akerbgnneprotein kan bidra til 4 fremme aggregeringer mellom proteiner under termisk

behandling slik at lgseligheten reduseres (Carbonaro et al., 2012).

Selv om den kokte finfraksjonen (FF-K) hadde en noe lavere fordgyelighet sammenlignet
med den ra prgven (FF), viste FF-K en stgrre lgselighet enn det kokte fullformalte melet
(MB-K). Dette kan forklares av forholdet av protein og stivelse. Stgrre mengder
stivelsesgranuler kan begrense tilgjengeligheten av proteinet under proteolyse, og
spesielt er dette tilfellet ved stivelsesgelatinisering under koking (Wong et al., 2009).
Under koking mykner plantecellevegger, og stivelsesrik mat absorberer vann og sveller
(Geissler & Powers, 2010). Som fglge av stivelsesgelatinisering og ekspansjon av
stivelsesgranuler under vannopptak vil proteinmatrisen ekspandere og til en viss grad
brytes opp. Kokingen medfgrer dannelse av disulfidbindinger og en gkning i p-sheet-
strukturer (Ezeogu et al, 2008). Disulfidbindingene og den hgye graden av
hydrofobisitet av [-sheet-strukturene vil stabilisere proteinstrukturen og fremme
protein-protein-interaksjoner slik at proteinfordgyeligheten reduseres (Wong et al,
2009). Fordgyeligheten av stivelse vil ogsa bli redusert som fglge av disulfidbindingene
fordi det begrenser ekspanderingen av stivelsesgranuler og derved tilgangen for a-

amylase under hydrolyse (Ezeogu et al., 2008).

Studier har vist at fordgyeligheten av termisk denaturerte belgvekstproteiner avhenger
av typen globulin. Med varmebehandling er det vist at proteolyse reduseres i vicilin,
mens en gkning er vist for leguminer og conviciliner (Park et al.,, 2010). Dette kan vare
en forklaring pa at man ser en gkning i bandintensitet i det molekyleere omradet 46-
59 kDa, tilsvarende vicilin, for alle de termisk behandlede prgvene. I de ra prgvene (FF
og MB) ser man derimot en reduksjon i bandintensitet i dette omradet. @kningen i
bandintensitet ved 46-59 kDa for de prosesserte prgvene fra magefase til tarmfase kan
ogsa skyldes det faktum at en stgrre andel av proteinene er blitt brutt opp i mindre
bestanddeler etter tarmfasen slik at de har gatt ut av gelen. Da blir proteinene ved 46-

59 kDa relativt mer tilstede.

@kning i fordgyelighet som fglge av koking kan tilskrives en reduksjon av ANFs, spesielt
varmelabile proteasehibitorer og lektiner (Damodaran et al., 2008; Muzquiz et al,
2012). Dette er vist i flere studier, hvor belgvekster fikk en gkt fordgyelighet etter

koking, med en samtidig inaktivering av disse ANFs (Bennetau-Pelissero, 2019; Drulyte
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& Orlien, 2019; Habiba, 2002; Han et al,, 2007; Muzquiz et al., 2012; Tulbek et al., 2017).
Studier viser ogsa en gkning i in vitro proteinfordgyelighet av dkerbgnner etter en
signifikant reduksjon av tanniner og fytinsyre etter koking (Elsheikh et al., 2000).
Kompleksdannelse mellom tanniner og proteiner kan skje under koking (Carbonaro et
al, 2012), og kokevann er vist 4 inneholde en del tanniner og tannin-komplekser
(Barroga et al., 1985). Ettersom kokevannet ble beholdt ved koking av grgten, kan det
bety at det var en del tanniner i denne prgven. Forstyrrelser av tanniner i BCA-analysen
kan veere forklaring pd at MB og MB-K fikk en ulik lgselighetsprofil sammenlignet med
de kokte prgvene av de hele bgnnene hvor kokevannet ble fjernet. Det er vist at
innholdet av ANFs reduseres med gkt koketid (Habiba, 2002), og 30 min koketid kan ha
veert for kort til at ANFs ble fullstendig inaktivert/redusert. Det er vanskelig a si med
sikkerhet at kokingen har pavirket ANFs, ettersom disse stoffene ikke ble analysert i
dette forsgket. Det ville veert interessant a analysere kokevannet av de hele bgnnene for

mengde tanniner.

Selv om koking viste a gi gkt fordgyelighet er det en fare for at verdifulle neeringsstoffer,
som vannlgselige vitaminer, tapes til kokevannet, og det er samtidig vanskelig a
kontrollere og justere temperaturen (Drulyte & Orlien, 2019). Trykkoking er et
alternativ til vanlig tradisjonell koking. Denne prosessen er vist mer effektiv i & forbedre
proteinfordgyeligheten (Drulyte & Orlien, 2019; Habiba, 2002), og prosesstiden blir ofte
kortere ved utnyttelse av hgy-energi-tilfgrsel (Drulyte & Orlien, 2019).

5.6 Effekt av blatlegging pa proteinfordayelighet

Blgtlegging blir ofte benyttet for d redusere koketiden av belgfrg, men det er ogsa vist a
gi en reduksjon i innhold av ANFs og en gkt fordgyelighet (Drulyte & Orlien, 2019;
Muzquiz et al., 2012). Den blgtlagte (og kokte) dkerbgnneprgven viste en signifikant
(p<0,01) lavere proteinlgselighet i ufordgyd prgve sammenlignet med den kokte grgten
(MB-K). En reduksjon i proteinlgselighet som fglge av blgtlegging samsvarer med en
studie av El-Hady og Habiba (2003), og kan forklares ved en utvanning av vannlgselige
proteiner til vaskevannet. Den observerte gkningen i proteininnhold av de frysetgrkede
blgtlagte prgvene i forhold til det tgrre ra melet (MB) kan skyldes en samtidig fjerning
av komponenter, som sukker og mineraler, under blgtlegging (El-Adawy et al., 2000).
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Samtidig ble ikke MB frysetgrket, slik som de blgtlagte prgvene, og vil derfor inneholde

noe mer vann, som har innvirkning pa proteininnholdet.

I mageprgvene av de blgtlagte, spirte og kokte dkerbgnnene ble det detektert sterke
proteinband rundt 25 og 40 kDa, som ikke var tilfellet i de andre bgnneprgvene. En kan
tenke at de ekstra proteinbdndene skyldes aktivering eller syntetisering av enzymer i
spireprosessen, ettersom mange enzymer aktiviseres i en spireprosess (Uhlen, 2020).
Likevel ble disse proteinbdndene ogsa detektert i prgven som ikke ble spirt (HB-B-0-K),
og det er derfor lite trolig spireenzymer som vises. Det kan tenkes at proteiner er blitt
mer lgselige som fglge av blgtleggingen, men den beregnede lgseligheten i blgtlagte
prgver var ikke hgyere enn ra eller kokt bgnneprgve. Mest sannsynlig er det
degraderingsprodukter av lagerprotein, ettersom proteinbandene ogsa vises i de

ufordgyde prgvene.

Det ble observert en stgrre proteinfordgyelighet sammenlignet med ra prgve (MB) etter
in vitro fordgyelse for den blgtlagte prgven som ogsa ble spirt i 24 timer (signifikant pa
et 10 % niva). Pkning i fordgyelighet av blgtlagte dkerbgnner ble ogsd observert av
Alonso et al. (2000), som forklares med en reduksjon av tanniner, fytinsyre,
oligosakkarider og enzyminhibitorer. Blgtlegging kan ogsa redusere innholdet av vicin
og convicin (Khazaei et al., 2019), som vil veere fordelaktig da disse ANFs kan ha store
negative konsekvenser for individer som er predisponert for a utvikle favisme.
Reduksjon av ANFs under blgtlegging kan skyldes en gkt lgselighet av stoffene og
utvasking til vaskevannet (Alonso et al., 2000), og det ville derfor veert interessant a
analysere innholdet av ANFs i vaskevannet (pa lik linje som med kokevannet etter
koking). De blgtlagte prgvene som viste gkt fordgyelighet var samtidig spirt, og den

mulige reduksjonen av ANFs kan ogsa tilskrives spiringen.

Akerbgnneprgven som kun ble blgtlagt og kokt (uten spiring) (HB-B-0-K) viste en lavere
(ikke signifikant) proteinfordgyelighet etter in vitro fordgyelse sammenlignet med det
rd melet (MB). Dette er ogsa rapportert for bgnner (Phaseolus vulgaris), og kan skyldes
en gkt kondensering av tanniner i bgnnene under blgtlegging (Aw & Swanson, 1985).
Blgtleggingsprosessen fremmer proteolyse (proteaser stimuleres), og pafglgende
konformasjonsendringer gjgr lysin mer tilgjengelig. Blant annet har tanniner evnen til a

binde til e-amino-grupper av lysin (El-Adawy et al., 2000), som kan vere forklaring pa
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en lavere proteinfordgyelighet av den blgtlagte prgven sammenlignet med MB. De hgye
konsentrasjonene av lysin i dkerbgnner gjgr proteinene generelt mer utsatt for spontan
glykosylering (pdhekting av sukker pa proteinet) under lagring og prosessering, og
glykosylert protein kan unnvike enzymatisk nedbrytning tidlig i tynntarmen (Dahl et al,,
2012).

Det kunne veert a forvente en hgyere fordgyelighet av HB-B-0-K sammenlignet med MB-
K, ettersom en kombinasjon av blgtlegging og koking er vist & forbedre in vitro
proteinfordgyelighet i forhold til kun koking (Han et al., 2007). MB-K viste imidlertid en
hgyere proteinfordgyelighet og dette kan, som tidligere diskutert, forklares av at
kokevannet ble beholdt i MB-K. For en mer korrekt sammenligning med HB-B-0-K burde
det vert inkludert en prgve med kun kokte eller kun blgtlagte hele bgnner hvor
kokevannet/vaskevannet ble fjernet. Ettersom alle de blgtlagte prgvene ogsa ble kokt, er
det vanskelig d si om det er kokingen eller blgtleggingen eller kombinasjonen som har

hatt stgrst effekt pa fordgyeligheten.

En ulempe ved blgtlegging er at det krever en del tid, og det er en fare for at vitaminer
og mineraler tapes til blgtleggingsvannet. Blgtlegging under hgyt trykk (HHP, high
hydrostatic pressure) kunne ha forbedret fordgyeligheten ytterligere, og samtidig
forkortet blgtleggingstiden. Han et al. (2007) viste en lik eller gkt fordgyelighet nar HHP
ble inkludert under blgtlegging (med pafglgende oppvarming), og tiden ble redusert fra
12 timer til 1 time. Dette kan forklares ved en delvis denaturering av proteinene, og

derved gkt tilgjengelighet for enzymer under proteolyse.

5.7 Effekt av spiring pa proteinfordayelighet

Ettersom det er viktig at temperaturen er optimal under spiring (Berner, 2014), kan det
faktum at det var utfordringer med a holde konstant temperatur (16 °C) veere en
medvirkende faktor til at resultatene ikke ble helt som forventet. De spirte prgvene fikk
et hgyere proteininnhold sammenlignet med ra prgve (MB), men det var forventet d se
en gkning i proteininnhold med spiretiden grunnet utnyttelse av glukose som
energikilde (gjennom respirasjon) (Alonso et al., 2000; Berner, 2014), men dette ble
ikke observert. Under spireprosessen ble det ved alle spiretider observert utvikling av

rotspire pa dkerbgnnefrgene (gkt lengde med gkt spiretid) som ma ha krevd noe energi,
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enten fra lavmolekyleert sukker tilstede, eller fra nedbrytning av stivelse (J@rgensen,
2020; Uhlen, 2020). Likevel kan den total spiretiden (72 timer) ha veert for kort til at det
var merkbare forskjeller i nedbrytning av stivelse mellom 24 og 72 timer. 24 timer spirt
prgve fikk et noe lavere proteininnhold sammenlignet med de andre spirte prgvene,
men dette kan skyldes variasjon ved prgveuttak til Dumas-analysen, ettersom 24 timer
spirt prgve ble analysert pa et annet tidspunkt enn de andre spirte prgvene. Forskjeller i

vanninnhold etter frysetgrking kan ogsa veere en forklaring pa ulikt proteininnhold.

24 timer spirt prgve viste en hgyere fordgyelighet (signifikant pa et 10 % niva)
sammenlignet med den ra dkerbgnneprgven (MB). Ettersom denne prgven ogsa ble
blgtlagt og kokt er det hensiktsmessig 8 sammenligne HB-B-24-K med prgven som ikke
ble spirt (HB-B-0-K) for & se om det er spiringen som har gitt gkt fordgyelighet. 24 timer
spirt prgve viste en signifikant (p<0,05) hgyere fordgyelighet etter in vitro fordgyelse
sammenlignet med HB-B-0-K, og det kan derfor tyde pa at denne spiretiden har hatt en
positiv effekt pa proteinfordgyeligheten. @kt fordgyelighet kan tilskrives en gkning i
lgselige proteiner grunnet aktivering av proteolytiske enzymer under spiring, som ogsa
er effektive i & hydrolysere protein-tannin-komplekser i frget (Sa et al., 2019). Likevel er
det viktig 4 veere oppmerksom pa at spesielt 24 timer spirt prgve viste forskjeller i de to
parallellene av ufordgyde prgver pa gelen etter SDS-PAGE, og at gjennomfgring av en ny

in vitro fordgyelse kunne vert optimalt.

Ufordgyde prgver av de spirte dakerbgnnene fikk veldig svake proteinbdnd i gelen etter
SDS-PAGE, med mye svakere intensitet sammenlignet med HB-B-0-K. Dette samsvarer
med andre studier og kan skyldes en gkt grad av enzymatisk hydrolyse under spiring, da
spireprosessen gjerne aktiverer eller syntetiserer enzymer (gkning med spiretiden) som
kan bryte ned lagerprotein (Miintz, 1996; Schwediauer et al., 2018; Youssef et al., 1987).
Cystein endopeptidase, tilhgrende papain-klassen av proteinaser (Proteinase A og B), er
et eksempel pa enzymer som syntetiseres under spiring av akerbgnner (Miintz, 1996).
Med spiretiden ble det observert en reduksjon i proteinbdndintensitet i det
lavmolekylaere omradet, som mest sannsynlig ikke betyr at det har skjedd en mindre
grad av proteolyse med spiretiden, men heller en gkt grad av proteolyse slik at
proteinene er blitt brutt ned til komponenter med sa lav MW (<10 kDa) at de har gatt ut

av gelen. Likevel korrelerer ikke dette med resultatene av proteinlgselighet fra Dumas-
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analysen og BCA-analysen. Disse beregningene viste ingen systematisk gkning i

lgselighet med spiretiden.

Med spiretiden blir proteinbandet rundt 37 kDa, hvor a-legumin kan detekteres,
naermest borte, mens proteinbdandet rundt 22 kDa, hvor pB-legumin kan detekteres, blir
mer synlig (men svakere enn i HB-B-0-K). Dette har sammenheng med at a-legumin blir
brutt ned fgr B-legumin (Miintz, 1996), som er forventet ettersom o-legumin er
lokalisert pa overflaten av legumin-protein-komplekset, mens f-legumin danner
proteinets indre, hydrofobe kjerne. B-legumin vil fremdeles vaere intakt etter 5-6 dager
etter vannopptak (Miintz, 1996), og spiretiden er derfor for kort til at $-legumin blir
fullstendig brutt ned. Proteinbandet ved 25KkDa som observeres i mageprgvene av
blgtlagte og spirte prgver kan veere nedbrytningsprodukter av lagerprotein som fglge av
vannopptaket. Dette korrelerer med at nedbrytningsprodukter av a-legumin har en MW
pa rundt 24-30 kDa, altsd noe hgyere enn B-legumin (Miintz, 1996). I de spirte prgvene
er proteinbandene som kan representere vicilin og convicilin veldig svake, og spesielt
ved gkt spiretid. Dette har ogsa sammenheng med den gkte graden av enzymatisk
hydrolyse under spiring, hvor det meste av vicilinet brytes ned etter 2-5 dager etter
vannopptak (Miintz, 1996). De ufordgyde prgvene av 48 og 72 timer spirt akerbgnne
var ganske like, men med svakere proteinbdand enn 24 timer spirt prgve, som har
sammenheng med at aktiviteten av proteinasene nar en topp 36 timer etter vannopptak,

for aktiviteten reduseres og nar en bunn etter 72 timer (Miintz, 1996).

@kning i proteinlgselighet som fglge av spiring kan forklares av en reduksjon av
fytinsyre, ettersom spiring aktiverer enzymet fytase som bryter ned fytat, noe som vil
forhindre kompleksdannelse mellom fytinsyre og proteiner eller mineraler (Albarracin
et al., 2015; Alonso et al,, 2000; Singh et al., 2017). Med spiretiden ble det av en annen
masterstudent ved NMBU observert et redusert fytinsyreinnhold, og denne reduksjonen
var signifikant etter 72 timer spiring (Jorgensen, 2020). Ogsd enzyminhibitorer,
tanniner, oligosakkarider og lektiner har i tidligere forsgk vist signifikant reduksjon
(Bennetau-Pelissero, 2019; Li & Luo, 2017; Schwediauer et al., 2018; Tulbek et al,,
2017). Tanniner har spesielt vist en signifikant reduksjon etter 24 og 72 timer spiring
(Schwediauer et al., 2018), og dette kan ha sammenheng med at 24 og 72 timer spirt

prgve viste en hgyere fordgyelighet sammenlignet med ra bgnneprgve (MB). Effektene
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av reduksjon av ANFs etter spiring er vist enda stgrre dersom blgtlegging ogsa
inkluderes (Muzquiz et al., 2012). Man kan ikke med sikkerhet si om spiringen har hatt
en effekt pd ANFs ettersom dette aldri var eneste prosessering. Det faktum at Jgrgensen
(2020) observerte en nedgang i fytinsyreinnhold med spiretiden i det samme
prgvematerialet, burde bgnneprgven spirt i 72 timer vist en hgyere fordgyelighet
sammenlignet med 0 timer spirt prgve. @kende spiretid viste imidlertid ingen
systematisk forbedring av in vitro proteinfordgyelighet. Selv om 24 timer spiring ga den
hgyeste fordgyeligheten etter beregninger fra Dumas-analysen, viste 48 timer spiring
den laveste fordgyeligheten, bak 0 timer spiring. Det er mulig man kunne sett en
korrelasjon mellom proteinlgselighet og spiretid dersom det hadde blitt utfgrt mange

spireforsgk.

Faktorer som stivheten av celleveggen og innholdet av fiber kan ha en innvirkning pa
proteinfordgyeligheten. Dette er vist ved at selv om innholdet av ANFs i tilfeller har gkt,
har likevel proteinfordgyeligheten blitt hgyere fordi fiberkomponenter brytes ned

under spiring (Drulyte et al.,, 2019).

5.8 Konklusjon

I denne oppgaven ble det studert effekten av vatekstrudering, tgrrekstrudering,
blgtlegging, spiring ved tre ulike tider (24, 48 og 72 timer) og koking pa in vitro
fordgyelighet av dakerbgnneprotein. Ingen av de prosesserte dkerbgnneprgvene viste en
signifikant hgyere proteinfordgyelighet sammenlignet med rda dkerbgnner, og
prosesseringene hadde generelt en noe mindre merkbar effekt pa
proteinfordgyeligheten enn hva som var forventet. Koking til grgt, 24 timer spiring og
tgrrekstrudering var de prosesseringene som viste stgrst effekt pa
proteinfordgyeligheten. Koking til grgt av fullformalte dkerbgnner viste en hgyere
proteinfordgyelighet sammenlignet med ra referanseprgve, som blant annet kan
forklares av en delvis proteindenaturering og bevaring av kokevannet inneholdende
vannlgselige proteiner. Ekstrudering, og da spesielt tgrrekstrudering, viste & ha en mer
negativ effekt pa proteinfordgyeligheten, sannsynligvis grunnet en mer omfattende
proteindenaturering som har gitt en lavere lgselighet og redusert tilgjengelighet av

aminosyrer under proteolyse. Det er vanskelig a si effekten av blgtleggingen ettersom de
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blgtlagte dkerbgnnene ogsa ble kokt, men tap av vannlgselige proteiner til vaskevannet
og gkt kondensering av tanniner under blgtlegging (ikke malt) kan veere forklaring pa en
noe lavere proteinfordgyelighet (ikke signifikant) sammenlignet med ra referanseprgve.
24 timer var den spiretiden som viste mest positiv effekt pd proteinfordgyeligheten
sammenlignet med ra referanseprgve. 24 timer spirt akerbgnneprgve skilte seg derimot
fra de andre spirte prgvene etter bade SDS-PAGE og Dumas-analyse, og nye analyser
med denne prgven ville veert optimalt. Det ble ikke observert en sammenheng mellom

spiretid og proteinfordgyelighet.

Mengden protein og stivelse i dkerbgnneprgvene hadde en innvirkning pa
proteinfordgyeligheten. Ra proteinanriket akerbgnneprgve viste en signifikant (p<0,01)
hgyere fordgyelighet enn den ra akerbgnneprgven med mer stivelse, som kan skyldes at
stivelsesgranuler begrenser tilgjengeligheten av protein under proteolyse. Spesielt er
dette tilfellet ved stivelsesgelatinisering under koking, som ble observert ved at den
proteinrike grgten viste en stgrre proteinfordgyelighet enn grgten av fullformalte
akerbgnner (mindre protein, mer stivelse). Hgyt niva av stivelse kan ogsa ha forhindret
kompleksdannelse mellom tannin og protein, og derved gitt en stgrre korrelasjon
mellom Dumas-metoden og BCA-metoden for de stivelsesrike bgnneprgvene

(R?=0,58837) sammenlignet med de proteinanrikede (R? = 0,02223).

Gjennom forsgket ble det undersgkt om BCA-metoden, som alternativ til Dumas-
metoden, er egnet for vurdering av proteinfordgyelighet. Dumas-analysen og BCA-
analysen viste til tider en svert lav korrelasjon, og resultatene fra Dumas-analysen var
ngdvendig for ikke & mistolke resultatene fra BCA-analysen. Tap av peptidbindinger
under proteolyse og mulige forstyrrelser fra tanniner under maling kan veere
forklaringer pa usystematiske resultater fra BCA-analysen. Prosesseringer hvor
varmestabile tanniner sannsynligvis reduseres, som blgtlegging og spiring, ga en hgyere
korrelasjon mellom analysemetodene (R2? = 0,8084) enn ved maling av akerbgnner med
varmebehandling som eneste prosessering (R?=0,33716). Det ble konkludert med at
BCA-metoden ikke fungerer til den hensikten a analysere proteinfordgyelighet. Selv om
Dumas-analyse ofte kan vare et dyrere og mindre tilgjengelig alternativ sammenlignet
med BCA-analyse, er denne metoden a anbefale i sammenheng med senere in vitro

fordgyelsesforsgk.
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6. TIL ETTERTANKE OG VIDERE
FORSKNING

En stor del av diskusjonen om fordgyeligheten av belgvekster i allerede publisert
litteratur omhandler innvirkningene av antinzeringsstoffer. Innholdet av disse stoffene
ble ikke analysert i dette forsgket, men som utgangspunktet var det planlagt at en annen
masterstudent ved NMBU skulle analysere for innhold av fytinsyre, oligosakkarider og
proteaseinhibitorer i det samme prgvematerialet som ble benyttet i denne oppgaven.
Grunnet restriksjonene med stengte laboratorier i forbindelse med covid-19, varen
2020, ble dette dessverre utsatt. En slik studie pa tvers av in vitro fordgyelsen ville gitt
et Klarere bilde pa effekten av disse stoffene pa proteinfordgyelse. Spesielt vil det veaere
nyttig ved en senere anledning a analysere for tanniner i dkerbgnner, ettersom disse
stoffene sannsynligvis hadde en stor innvirkning bade pa proteinfordgyelighet og

maling i BCA-analysen.

Normaliseringen til 100 % av den beregnede bandintensiteten etter SDS-PAGE er i
utgangspunktet ikke en optimal fremstilling, som allerede diskutert, men det forenklet
sammenligningen av bgnneprgvene. Alternativt kunne de ra prgvene bli satt til 100 %,
med beregning av prosentandel av denne for hver av de andre prgvene. Med denne
typen fremstilling kan det likevel veere utfordrende a tolke resultatene, ettersom man
ikke vet hvor mye som kan sies a veare fordgyd. Den beregnede bandintensiteten i ulike
molekyleere omrader kan muligens ha vaert noe ungyaktig, blant annet fordi intensiteten
av mage- og tarmprgver ble beregnet fra fargede geler, mens intensiteten av ufordgyde
prgver ble beregnet fra ufargede geler. Dette er i utgangspunktet ikke optimalt grunnet
intensitetsvariasjoner mellom fargede og ufargede geler, selv om dette skal veere
korrigert for. De ufordgyde prgvene ble ikke inkludert i analysen med fargede geler

grunnet for fa geler pa lager og pafglgende stengte laboratorier som fglge av covid-19.

Intensitetsberegningene etter SDS-PAGE og beregningene av proteinlgselighet etter
Dumas-analysen var til tider lite overensstemmende, som kan tyde pa at man ikke har
fatt med en representativ prgve ved uttak til SDS-PAGE. Dette kan vere utfordrende i
prover med darlig lgselighet og hvor bdde lgselig og ulgselig del benyttes samlet. Det var

en del partikler igjen i de fordgyde prgvene som gjorde prgveuttaket utfordrende, og
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som kan ha fgrt til at mye ulgselig protein gikk tapt. Alternativt kunne man separert
lgselig og ulgselig del (pelleten bgr i tilfelle frysetgrkes) og analysert disse hver for seg
ved SDS-PAGE. Dette ville gitt en stgrre kontroll pa hva som analyseres, og sannsynligvis
ville resultatene av lgselig del veert i stgrre overensstemmelse med resultatene fra
Dumas-analysen. Likevel vil dette kreve mer arbeid, og en utfordring blir a
standardisere mengde buffer som settes til den ulgselige delen (pelleten). Ved en senere
anledning er det uansett viktig a jobbe mer med prgveprepareringen fgr SDS-PAGE for a

oppna mer representative prgver.

Ved videre arbeid kan det vaere nyttig a inkludere alternative metoder til SDS-PAGE og
metoder for identifisering av proteiner og kvantifisering av peptider i ulike stgrrelser.
Kromatografi, som veeskekromatografi-massespektrometri (LC-MS), kan eksempelvis
benyttes ved identifisering av proteiner i prgver fgr fordgyelse, og deretter for a
undersgke peptidprofilen i fordgyde preparater. Dette gir et mal pd i hvilken grad
proteiner er brutt ned under fordgyelse. LC-MS er likevel relativt tidkrevende.
Gelfiltrering er ogsa en alternativ analysemetode for a undersgke intakte proteiner, og
ved NMBU blir det i skrivende stund undersgkt om et slikt studium kan gjgres i en
kapilleerelektroforese. Et mal pa fordgyelighet kan hentes gjennom analyse av frie
aminogrupper, hvor en stgrre andel frie aminogrupper vil indikere en hgyere

hydrolysegrad (fordgyelighet).

En nyttig del av videre arbeid med undersgkelser av fordgyelighet av dkerbgnneprotein
vil vere & inkludere andre prosesseringer, som avskalling, baking, fermentering,
trykkoking og hermetisering. For optimalt naeringsutbytte av dkerbgnnene vil det vaere
av betydning ogsa a se pa effekten av prosesseringene pa andre neaeringsstoffer enn
protein, som vitaminer, samt pd den sensoriske kvaliteten, som tekstur, farge og smak.
Nar det gjelder avskalling kan dette veaere nyttig for a redusere innholdet av tanniner,
men det vil samtidig bidra til et redusert utbytte av dkerbgnnene om det ikke blir funnet
bruksomrader for biproduktet (frgskallet). Det er alltid viktig a finne bruksomrader for
biprodukter. Dette gjelder ogsa for stivelsesrike fraksjoner etter fraksjonering, som den
stivelsesrike grovfraksjonen benyttet i dette forsgket. Stivelsesrike fraksjoner kan

brukes som gode energikilder i for, eller i produkter for human ernzering. Uansett har
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det stor nytteverdi a gjgre naermere analyser pa et slikt biprodukt for & se hvordan

denne kan utnyttes, bade med tanke pa stivelses- og proteinfordgyelighet.

Selv om in vitro forsgk gir en god indikasjon pa fordgyelighet, kan det veere fordelaktig
ved en senere anledning & male proteinfordgyeligheten av dkerbgnner in vivo. Ved
maling in vivo kan man med stgrre sikkerhet si hvor mye av proteinet som absorberes,
og man kan ta hensyn til de dynamiske forholdene i menneskets fordgyelsesprosess.
Dette er nyttig kunnskap dersom planteprotein, inkludert dkerbgnneprotein, skal
utgjgre en stgrre del av kosten. Akerbgnner vil mest sannsynlig ikke konsumeres alene,
men innga som del av et maltid (for eksempel erstatning for kjgtt) eller som ingrediens i
et produkt. Pavirkningen pad fordgyeligheten av dkerbgnner fra andre matvarer og
ingredienser bgr undersgkes for a kunne gi gode rad for maltidssammensetninger og
bruk av dkerbgnner, samt for & utvikle hgykvalitetsprodukter med dkerbgnner som
ingrediens. Med dette vil det veere nyttig & utfgre fordgyelsesforsgk hvor akerbgnner
fordgyes sammen med andre matvarer, eller som ingrediens blant andre ravarer for a
vurdere matriseeffekten i et sammensatt produkt. Studier av bade ernzeringsmessige,
funksjonelle og sensoriske egenskaper av dkerbgnner og andre plantevekster er viktige

bidrag i forskningen.
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VEDLEGG

Oversikt over vedlegg

Vedlegg 1: SDS-PAGE med lavmolekyleer gel
Vedlegg 2-3: Linecer regresjon — Korrelasjon mellom Dumas og BCA

Vedlegg 4-6: Statistiske modeller



SDS-PAGE med lavmolekylzer gel

Vedlegg 1. Testkjoringer med lavmolekylzer gel
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Figur vedlegg 1. Bilde av lavmolekyleere geler (Tris-Tricine, 16.5 %) etter SDS-PAGE. a) ra
finfraksjon (FF), b) blatlagt og kokt hel akerbenne (HB-B-0-K) med «cut off» ved 10 kDa. Gelene
er farget. STD, standardpreve med proteiner av kjent molekylvekt; U, ufordeyd preve; M,
mageproave; T, tarmprove.



Linezer regresjon

Vedlegg 2. Korrelasjon mellom Dumas-analysen og BCA-analysen
Data: Proteinanrikede akerbgnneprgver

a) Proteinanrikede prover b) Ufordeyde prever (proteinanrikede)
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Figur vedlegg 2. Linezer regresjon for ss mmenligning av resultater fra Dumas-analysen og
BCA-analysen for de proteinanrikede prevene. a) alle praver, b) ufordeyde prover,
c) mageprover, d) tarmpraver.



Vedlegg 3. Korrelasjon mellom Dumas-analysen og BCA-analysen

Data: Prgver fra fullformalte og hele akerbgnner
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Figur vedlegg 3. Lineaer regresjon for ss mmenligning av resultater fra Dumas-analysen og
BCA-analysen for pravene av fullformalte og hele dkerbenner. a) alle prever, b) ufordeyde

prever, c) mageprever, d) tarmpraver.
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Figur vedlegg 4. Linezer regresjon for ss mmenligning av resultater fra Dumas-analysen og
BCA-analysen for pravene av fullformalte og hele dkerbenner. a) MB og MB-K; b) HB-B-0-K, HB-
B-24-K, HB-B-48-K og HB-B-72-K; ¢) HB-B-0-K og HB-B-24-K; d) HB-B-48-K og HB-B-72-K.



Statistiske modeller

Vedlegg 4. Enveis ANOVA: Proteinloselighet ~ prosessering
Data: Proteinanrikede akerbgnneprgver

4.1 Ufordeyde prover

> AnovaModel.l <- aov(DUMAS ~ PROSESS, data=Proteinrik_U_Dataset)

> summary(AnovaModel.1)
Df Sum Sgq Mean Sq F value Pr(>F)

PROSESS 3 625 208.33 11.11 0.0207 =*
Residuals 4 75 18.75
Signif. codes: © 'sxx' 0.001 'sxx' 0.01 'x' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

> numSummary(Proteinrik_U_Dataset$DUMAS , groups=Proteinrik_U_Dataset$PROSESS,
statistics=c("mean",
+  "sd"))
mean sd data:n
Kokt-FF 35.0 7.071068 2
Raa-FF 17.5 3.535534 2
Torr 12.5 3.535534 2
Vaat 15.0 0.000000 2

> print(simple.glht(AnovaModel.1, 'PROSESS', level=0.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = DUMAS ~ PROSESS, data = Proteinrik_U_Dataset)

Quantile = 4.0709
Minimum significant difference = 17.6273
95% confidence level

Linear Hypotheses:
Lower Center Upper Std.Err t value P(>t)
Kokt-FF-Raa-FF -0.1273 17.5000 35.1273 4.3301 4.041 0.0512 .

Kokt-FF-Torr 4.8727 22.5000 40.1273 4.3301 5.196 0.0221 *
Kokt-FF-Vaat 2.3727 20.0000 37.6273 4.3301 4.619 0.0330 *
Raa-FF-Torr -12.6273 5.0000 22.6273 4.3301 1.155 0.6810
Raa-FF-Vaat -15.1273  2.5000 20.1273 4.3301 0.577 ©.9339
Torr-Vaat -20.1273 -2.5000 15.1273 4.3301 -0.577 0.9339
Signif. codes: @ 'skk' 0.001 'sx' 0.01 'x' 0.085 '.' 0.1 ' ' 1

(Adjusted p values reported —-- single-step method)

> cld(simple.glht(AnovaModel.1, 'PROSESS', level=0.85))

Tukey's HSD
Alpha: 0.05
Mean G1 G2

Kokt-FF 35.0 A

Raa-FF 17.5 A B
Vaat 15.0 B
Torr 12.5 B

Figur vedlegg 5. Output fra enveis ANOVA med pafalgende Tukey test i R Commander av
proteinanrikede ufordeyde akerbenneprever: Proteinleselighet ~ prosessering.



4.2 Mageprover

> AnovaModel.2 <- aov(DUMAS ~ PROSESS, data=Proteinrik_M_Dataset)

> summary(AnovaModel.2)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
PROSESS 3 729.8 243.25 16.05 0.0107 =*
Residuals 4 60.6 15.15

Signif. codes: @ 'sxx' 0.001 'sxx' 0.01 'x' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

> numSummary(Proteinrik_M_Dataset$DUMAS , groups=Proteinrik_M_Dataset$PROSESS,
statistics=c("mean",
+ "Sd") )
mean sd data:n
Kokt-FF 42.190 0.000000 2
Raa-FF 63.080 0.000000 2
Torr 38.545 7.785246 2
Vaat 52.310 0.000000 2

> print(simple.glht(AnovaModel.2, 'PROSESS', level=0.85))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = DUMAS ~ PROSESS, data = Proteinrik_M_Dataset)

Quantile = 4.0709
Minimum significant difference = 15.8463
95% confidence level

Linear Hypotheses:
Lower Center Upper Std.Err t value P(>t)

Kokt-FF-Raa-FF -36.736 -20.880 -5.044 3.893 -5.367 0.0197 =*
Kokt-FF-Torr -12.201 3.645 18.491 3.893 0.936 0.78895
Kokt-FF-Vaat -25.966 -10.120 5.726 3.893 -2.600 0.1807
Raa-FF-Torr 8.689 24.535 40.381 3.893 6.303 0.0111 *
Raa-FF-Vaat -5.076 10.770 26.616  3.8093 2.767 0.1544
Torr-Vaat -29.611 -13.765 2.081 3.893 -3.536 0.0775 .
Signif. codes: 0 'sxx' 0.001 'sxx' .01 'x' 0.85 '.' 0.1 ' ' 1

(Adjusted p values reported -- single-step method)

> cld(simple.glht(AnovaModel.2, 'PROSESS', level=0.95))
Tukey's HSD
Alpha: 0.05

Mean G1 G2
Raa-FF 63.080 A
Vaat 52.310 A B
Kokt-FF 42.190 B
Torr 38.545 B

Figur vedlegg 6. Output fra enveis ANOVA med pafalgende Tukey test i R Commander av
mageprover fra proteinanrikede dkerbennepraver: Proteinleselighet ~ prosessering.



4.3 Tarmprover

> AnovaModel.3 <- aov(DUMAS ~ PROSESS, data=Proteinrik_T_Dataset)

> summary(AnovaModel.3)

Df Sum Sgq Mean Sq F value Pr(>F)
PROSESS 3 1520.2 506.7 4.798 0.082 .
Residuals 4 422.5 105.6

Signif. codes: © ‘'s¥x' 0.001 'sx' 0.01 'x' 0.05 '.' 6.1 ' ' 1

> numSummary(Proteinrik_T_Dataset$DUMAS , groups=Proteinrik_T_Dataset$PROSESS,
statistics=c("mean",
+ Ilsdll) )
mean sd data:n
Kokt-FF 186.26 7.155921 2
Raa-FF 111.32 0.000000 2
Torr 75.80 7.155821 2
Vaat 103.73 17.889802 2

> print(simple.glht(AnovaModel.3, 'PROSESS', level=0.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = DUMAS ~ PROSESS, data = Proteinrik_T_Dataset)

Quantile = 4.0709
Minimum significant difference = 41.8358
95% confidence level

Linear Hypotheses:
Lower Center Upper Std.Err t value P(>t)

Kokt-FF-Raa-FF -46.896 -5.060 36.776 10.277 -0.492 0.9567
Kokt-FF-Torr -11.476 30.360 72.196 10.277 2.954 0.1298
Kokt-FF-Vaat -39.306 2.530 44.366 10.277 0.246 0.9939
Raa-FF-Torr -6.416 35.420 77.256 10.277 3.447 0.0837 .
Raa-FF-Vaat -34.246 7.590 49.426 10.277 9.739 0.8773
Torr-Vaat -69.666 -27.830 14.006 10.277 -2.708 0.1632
Signif. codes: 0 'sekx' 0.001 'sxx' 0.01 'x' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

(Adjusted p values reported -- single-step method)

> cld(simple.glht(AnovaModel.3, 'PROSESS', level=0.95))

Tukey's HSD
Alpha: 0.05
Mean G1

Raa-FF 111.32 A
Kokt-FF 106.26 A
Vaat 103.73 A
Torr 75.90 A

Figur vedlegg 7. Output fra enveis ANOVA med pafalgende Tukey test i R Commander av
tarmprover fra proteinanrikede dkerbennepraver: Proteinlaselighet ~ prosessering.



Vedlegg 5. Enveis ANOVA: Proteinloselighet ~ prosessering
Data: Prover fra fullformalte og hele akerbgnner

5.1 Ufordeyde prover

> AnovaModel.4 <- aov(DUMAS ~ PROSESS, data=MaltogHel_U_Dataset)

> summary(AnovaModel.4)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
PROSESS 5 635.4 127.08 20.33 0.00107 »*x*
Residuals 6 37.5 6.25

Signif. codes: @ 'skk' 0.001 'xx' 0.01 'x' .05 '.' 0.1 ' ' 1

> numSummary(MaltogHel_U_Dataset$DUMAS , groups=MaltogHel_U_Dataset$PROSESS,
statistics=c("mean",

+ Ilsdll))

mean sd data:n
ot 7.5 3.535534 2
24t 10.0 0.000000 2
48t 5.0 0.000000 2
72t 12.5 3.535534 2
Kokt-M 25.0 0.000000 2
Raa-M 2.5 3.535534 2

> print(simple.glht(AnovaModel.4, 'PROSESS', level=0.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = DUMAS ~ PROSESS, data = MaltogHel_U_Dataset)
Quantile = 3.9798

Minimum significant difference = 9.9486

95% confidence level

Linear Hypotheses:

Lower Center Upper Std.Err t value P(>t)
0t-24t -12.44962 -2.50000 7.44962 2.50000 -1 0.902396
0t-48t -7.44862 2.50000 12.44862 2.50000 1 0.902396
9t-72t -14.940862 -5.00000 4.940862 2.50000 -2 0.434313
Ot-Kokt-M -27.44962 -17.50000 -7.55038 2.50000 -7 0.003280 *x*
0t-Raa-M -4.940862 5.00000 14.94862 2.50000 2 0.434313
24t-48t -4.94062 5.00000 14.94062 2.50000 2 0.434313
24t-72t -12.44962 -2.50000 7.44962 2.50000 -1 0.902396
24t-Kokt-M -24.94962 -15.00000 -5.05038 2.50000 -6 0.007307 *x*
24t-Raa-M -2.44962 7.50000 17.44962 2.50000 3 0.146543
48t-72t -17.44862 -7.50000 2.44962 2.50000 -3 0.146543
48t-Kokt-M -29.94062 -20.00000 -10.05038 2.50000 -8 0.001599
48t-Raa-M -7.44962 2.50000 12.44962 2.50000 1 0.902396
72t-Kokt-M -22.44962 -12.50000 -2.55038 2.50000 -5 0.017931 *
72t-Raa-M 9.05038 10.00000 19.94062 2.50000 4 0.048946 *
Kokt-M-Raa-M 12.55038 22.50000 32.44962 2.50000 9 0.000836 **x*
Signif. codes: 0 ‘'sxx' 0.001 'sxx' 0.01 'x' .05 '.' 0.1 ' ' 1

(Adjusted p values reported —-- single-step method)

> cld(simple.glht(AnovaModel.4, 'PROSESS', level=0.95))
Tukey's HSD
Alpha: 0.05

Mean G1 G2 G3

72t 12.5 B

24t 10.0 B C
ot 7.5 B C
48t 5.0 B C
Raa-M 2.5 C

Figur vedlegg 8. Output fra enveis ANOVA med pafalgende Tukey test i R Commander av
ufordeyde prover fra fullformalte og hele dkerbenner: Proteinleselighet ~ prosessering.



5.2 Mageprover

> AnovaModel.5 <- aov(DUMAS ~ PROSESS, data=MaltogHel_M_Dataset)

> summary(AnovaModel.5)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

PROSESS 5 2223.2 444.6 58.19 0.0000529 s¥x*
Residuals 6 45.8 7.6
Signif. codes: © 's¥x' 0.001 'xx' 0.01 'x' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

> numSummary(MaltogHel_M_Dataset$DUMAS , groups=MaltogHel_M_Dataset$PROSESS,
statistics=c("mean",

+ "Sd") )

mean sd data:n
ot 23.375 1.944544 2
24t 30.590 0.000000 2
48t 13.750 0.000000 2
72t 9.625 1.944544 2
Kokt-M 40.145 5.876057 2
Raa-M 47.910 1.837473 2

> print(simple.glht(AnovaModel.5, 'PROSESS', level=0.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = DUMAS ~ PROSESS, data = MaltogHel_M_Dataset)
Quantile = 3.9798

Minimum significant difference = 11.001

95% confidence level

Linear Hypotheses:

Lower Center Upper Std.Err t value P(>t)
0t-24t -18.216 -7.215 3.786 2.764 -2.610 0.226702
Dt-48t -1.376 9.625 20.626 2.764 3.482 0.085647 .
0t-72t 2.749 13.750 24.751 2.764 4.974 0.018375 *
Bt-Kokt-M -27.771 -16.770 -5.769 2.764 -6.067 0.006906 *x*
0t-Raa-M -35.536 -24.535 -13.534 2.764 -B8.876 0.000903 x*x*
24t-48t 5.839 16.840 27.841 2.764 6.092 0.006760 %
24t-72t 9.964 20.965 31.966 2.764 7.585 0.002135 **
24t-Kokt-M -20.556 -9.555 1.446 2.764 -3.457 0.088071 .
24t-Raa-M -28.321 -17.320 -6.319 2.764 -6.266 0.005853 *x*
48t-72t -6.876 4.125 15.126 2.764 1.492 0.681229
48t-Kokt-M -37.396 -26.395 -15.394 2.764 -0.549 0.000600 **x*
48t-Raa-M -45.161 -34.160 -23.159 2.764 -12.358 0.000139 **x*
72t-Kokt-M -41.521 -30.520 -19.519 2.764 -11.041 0.000265 **x*
72t-Raa-M -49.286 -38.285 -27.284 2.764 -13.850 0.0000723 **x*

Kokt-M-Raa-M -18.766 -7.765 3.236 2.764 -2.809 0.181541
Signif. codes: 0 'sx' 0.001 'xx' 0.01 'x' 0.05 '.' 6.1 ' ' 1
(Adjusted p values reported —- single-step method)

> cld(simple.glht(AnovaModel.5, 'PROSESS', level=0.95))
Tukey's HSD
Alpha: 0.05

Mean G1 G2 G3 G4 G5
Raa-M 47.910 A
Kokt-M 40.145 A B

24t 30.590 B C

ot 23.375 cC D
48t 13.750 D E
72t 9.625 E

Figur vedlegg 9. Output fra enveis ANOVA med pafalgende Tukey test i R Commander av
mageprover fra fullformalte og hele dkerbenner: Proteinleselighet ~ prosessering.
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5.3 Tarmprover

> AnovaModel.6 <- aov(DUMAS ~ PROSESS, data=MaltogHel_T_Dataset)

> summary(AnovaModel.6)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
PROSESS 5 1297 259.45 12.16 0.00428 *x*
Residuals 6 128 21.34

Signif. codes: @ 'sxx' 0.001 'sxx' 0.01 'x' 0.85 '.' 0.1 ' ' 1

> numSummary(MaltogHel_T_Dataset$DUMAS , groups=MaltogHel_T_Dataset$PROSESS,
statistics=c("mean",

+ "Sd") )

mean sd data:n
ot 75.90 0.000000 2
24t 96.14 0.000000 2
48t 65.78 7.155921 2
72t 80.96 7.155921 2
Kokt-M 93.61 3.577960 2
Raa-M 78.43 3.577960 2

> print(simple.glht(AnovaModel.6, 'PROSESS', level=0.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = DUMAS ~ PROSESS, data = MaltogHel_T_Dataset)

Quantile = 3.9798
Minimum significant difference = 18.3834
95% confidence level

Linear Hypotheses:
Lower Center Upper Std.Err t value P(>t)

0t-24t -38.6234 -20.2400 -1.8566 4.6191 -4.382 0.03294 %
0t-48t -8.2634 10.1200 28.5034 4.6191 2.191 0.35726
0t-72t -23.4434 -5.0600 13.3234 4.6191 -1.095 0.86737
0t-Kokt-M -36.0934 -17.7100 0.6734 4.6191 -3.834 0.05840 .
#t-Raa-M -20.9134 -2.5300 15.8534 4.6191 -0.548 0.99134
24t-48t 11.9766 30.3600 48.7434 4.6191 6.573 0.00457 **
24t-72t -3.2034 15.1800 33.5634 4.6191 3.286 0.10638
24t-Kokt-M  -15.8534 2.5300 20.9134 4.6101 0.548 0.99134
24t-Raa-M -0.6734 17.7100 36.0934 4.6191 3.834 0.05840 .
48t-72t -33.5634 -15.1800 3.2034 4.6191 -3.286 0.10638
48t-Kokt-M  -46.2134 -27.8300 -9.4466 4.6191 -6.025 0.00715 »**
48t-Raa-M -31.0334 -12.6500 5.7334 4.6191 -2.739 0.19646
72t-Kokt-M  -31.0334 -12.6500 5.7334 4.6191 -2.739 0.19646
72t-Raa-M -15.8534 2.5300 20.9134 4.61091 9.548 0.99134

Kokt-M-Raa-M -3.2034 15.1800 33.5634 4.6101 3.286 0.10638

Signif. codes: @ ‘'sekk' 0.001 'sx' 0.01 'x' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

> cld(simple.glht(AnovaModel.6, 'PROSESS', level=0.95))

Tukey's HSD
Alpha: 0.05

Mean G1 G2 G3
24t 96.14 A
Kokt-M 93.61 A B
72t 80.96 A B C
Raa-M 78.43 A B C
ot 75.90 B C
48t 65.78 C

Figur vedlegg 10. Output fra enveis ANOVA med pafelgende Tukey test i R Commander av
tarmprover fra fullformalte og hele dkerbanner: Proteinlaselighet ~ prosessering.



Vedlegg 6. Enveis ANOVA: Proteinloselighet ~ prosessering
Data: Ra og kokte akerbonneprover

6.1 Ufordeyde prover

> AnovaModel.7 <- aov(DUMAS ~ PROSESS, data=RaaogKokte_U_Dataset)

> summary(AnovaModel.7)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

PROSESS 3 1125 375.0 20 0.00717 %
Residuals 3 75 18.8
Signif. codes: 0 's#kx' 0.001 'sxx' 0.01 'x' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

> numSummary(RaaogKokte_U_Dataset$DUMAS , groups=RaaogKokte_U_Dataset$PROSESS,
statistics=c("mean",
+ nsdu) )

mean sd data:
Kokt-FF 35.0 7.071068
Kokt-M 25.0 0.000000
Raa-FF 17.5 3.535534
Raa-M 2.5 3.535534

NNNNDS

> print(simple.glht(AnovaModel.7, 'PROSESS', level=0.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = DUMAS ~ PROSESS, data = RaaogKokte_U_Dataset)

Quantile = 4.0709
Minimum significant difference = 17.6273
95% confidence level

Linear Hypotheses:
Lower Center Upper Std.Err t value P(>t)

Kokt-FF-Kokt-M -7.6273 10.0000 27.6273 4.3301 2.309 0.23875
Kokt-FF-Raa-FF -0.1273 17.5000 35.1273 4.3301 4.041 0.05118 .
Kokt-FF-Raa-M 14.8727 32.5000 50.1273 4.3301 7.506 0.00583 sk
Kokt-M-Raa-FF -10.1273 7.5000 25.1273 4.3301 1.732 0.41533
Kokt-M-Raa-M 4.8727 22.5000 40.1273 4.3301 5.196 0.02207 *
Raa-FF-Raa-M -2.6273 15.0000 32.6273 4.3301 3.464 0.08244 .
Signif. codes: 0 'sx' 0.001 'sx' 0.01 'x' .05 '.' 0.1 ' ' 1

(Adjusted p values reported -- single-step method)

> cld(simple.glht(AnovaModel.7, 'PROSESS', level=0.95))

Tukey's HSD
Alpha: 0.05
Mean G1 G2

Kokt-FF 35.0 A
Kokt-M 25.0 A
Raa-FF 17.5 A B
Raa-M 2.5 B

Figur vedlegg 11. Output fra enveis ANOVA med pafelgende Tukey test i R Commander av
ufordeyde prover fra ra og kokte dkerbanner: Proteinlaselighet ~ prosessering.



6.2 Mageprover

> AnovaModel.8 <- aov(DUMAS ~ PROSESS, data=RaaogKokte_M_Dataset)

> summary(AnovaModel.8)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
PROSESS 3 644.9 214.96 22.46 0.00578 *x*
Residuals 4 38.3 9.57

Signif. codes: @ ‘'s¥x' 0.001 'xx' 0.01 'x' 0.5 '.' 0.1 ' ' 1

> numSummary(RaaogKokte_M_Dataset$DUMAS , groups=RaaogKokte_M_Dataset$PROSESS,
statistics=c("mean",
+ nsdu) )

mean sd data:
Kokt-FF 42.190 0.000000
Kokt-M 40.145 5.876057
Raa-FF 63.080 0.000000
Raa-M 47.910 1.937473

> print(simple.glht(AnovaModel.8, 'PROSESS', level=0.85))

NNNND

Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = DUMAS ~ PROSESS, data = RaaogKokte_M_Dataset)

Quantile = 4.0709
Minimum significant difference = 12.5837
95% confidence level

Linear Hypotheses:
Lower Center Upper Std.Err t value P(>t)

Kokt-FF-Kokt-M -10.549 2.045 14.639 3.094 0.661 0.90656
Kokt-FF-Raa-FF -33.484 -20.890 -8.296 3.094 -6.753 0.00863 *x*
Kokt-FF-Raa-M -18.314 -5.720 6.874 3.094 -1.849 0.37197
Kokt-M-Raa-FF -35.529 -22.935 -10.341 3.094 -7.414 0.00611 *x*
Kokt-M-Raa-M  -20.359 -7.765 4.829 3.094 -2.510 0.19688
Raa-FF-Raa-M 2.576 15.170 27.764 3.094  4.904 0.02695 *
Signif. codes: @ 's*x' 0.001 'xx' 0.01 'x' 0.85 '.' 0.1 ' ' 1

(Adjusted p values reported -- single-step method)

> cld(simple.glht(AnovaModel.8, 'PROSESS', level=0.95))

Tukey's HSD
Alpha: 0.05

Mean G1 G2
Raa-FF 63.080 A
Raa-M 47.910 B
Kokt-FF 42.190 B
Kokt-M 40.145 B

Figur vedlegg 12. Output fra enveis ANOVA med péafelgende Tukey test i R Commander av
mageprover fra ra og kokte dkerbeonner: Proteinloselighet ~ prosessering.



6.3 Tarmprover

> AnovaModel.9 <- aov(DUMAS ~ PROSESS, data=RaaogKokte_T_Dataset)

> summary(AnovaModel.9)

Df Sum Sgq Mean Sq F value Pr(>F)
PROSESS 3 1203.0 431.0 22.44 0.00578 *x*
Residuals 4 76.8 19.2

Signif. codes: © 'skx' 0.001 'sx' 0.01 'x' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

> numSummary(RaaogKokte_T_Dataset$DUMAS , groups=RaaogKokte_T_Dataset$PROSESS,
statistics=c("mean",
s "Sd") )

mean sd data:
Kokt-FF 106.26 7.155921
Kokt-M 93.61 3.577960
Raa-FF 111.32 0.000000
Raa-M 78.43 3.577960

NNNND3

> print(simple.glht(AnovaModel.9, 'PROSESS', level=0.85))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = DUMAS ~ PROSESS, data = RaaogKokte_T_Dataset)

Quantile = 4.0709
Minimum significant difference = 17.8388
95% confidence level

Linear Hypotheses:
Lower Center Upper Std.Err t value P(>t)

Kokt-FF-Kokt-M -5.1888 12.6500 30.4888 4.3821 2.887 0.13808
Kokt-FF-Raa-FF -22.8988 -5.0600 12.7788 4.3821 -1.155 0.68098
Kokt-FF-Raa-M 9.9912 27.8300 45.6688 4.3821 6.351 0.01080 »*
Kokt-M-Raa-FF -35.5488 -17.7100 0.1288 4.3821 -4.041 0.05118 .
Kokt-M-Raa-M -2.6588 15.1800 33.0188 4.3821 3.464 0.08244 .
Raa-FF-Raa-M 15.8512 32.8900 50.7288 4.3821 7.506 0.00583 sk
Signif. codes: 0 'sxk' 0.001 'sxx' 0.01 'x' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

(Adjusted p values reported —-- single-step method)

> cld(simple.glht(AnovaModel.9, 'PROSESS', level=0.95))
Tukey's HSD
Alpha: 0.05

Mean G1
Raa-FF 111.32 A
Kokt-FF 106.26 A
Kokt-M 93.61 A B
Raa-M 78.43 B

Figur vedlegg 13. Output fra enveis ANOVA med pafelgende Tukey test i R Commander av
tarmprover fra rd og kokte akerbenner: Proteinloselighet ~ prosessering.
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