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Sammendrag

Med en raskt gkende befolkning og stadig stigende tall over underernzerte mennesker, vil det
fremover bli et stgrre behov for produksjon av proteinrike naeringsmidler med hgy
naringsverdi. Det er et stigende inntak pa verdensbasis av animalske proteinkilder som Kjett,
melk og egg, noe som har en svert ressurskrevende produksjon og er en av de sterste
bidragsyterne til klimagassutslipp. Basert pa denne informasjonen er det et behov for en mer
barekraftig matproduksjon, og det er gnskelig a utnytte proteinrike plantevekster i starre grad.
Belgvekster er noen av de mest proteinrike plantevekstene, og ved ga over til starre produksjon
av belgvekster kan en redusere klimagassutslipp relatert til matproduksjon betraktelig. Store
deler av verden benytter allerede belgvekster i kosten som proteinkilde, men stgrsteparten av
planteproteinene som dyrkes i dag benyttes som dyrefor til produksjon av nettopp kjatt, melk
og egg. | tillegg til & veere en god kilde til proteiner, inneholder ogsa belgvekster mange viktig
mineraler og vitaminer, og har et hgyt innhold av kostfiber. Det vil dermed ogsa vare positive
helseeffekter knyttet til & legge om til et kosthold mer basert pa plantebasert protein. Pa tross
av de mange positive aspektene ved belgvekster, er de ogsa assosiert med et hgyt innhold av
forskjellige antinaeringsstoffer. Antinaringsstoffer kan igjen ha negative helseeffekter, som
redusert opptak av mineraler og proteiner. For at plantebasert protein skal kunne erstatte
animalsk protein er det derfor gnskelig & redusere innholdet av antinaringsstoffer i plantebasert
mat. Hensikten med denne oppgaven var a undersgke effekt av ulik prosessering pa innholdet
av to vanlige antinagringsstoffer i ulike sorter av erter og fababgnner. Det ble utfgrt analyser av
fytinsyre og galaktosyl-sukrose oligosakkarider (GOS) pa ulike sorter av erter og fababgnner
som hadde gjennomgatt blgtlegging, ulike grader av spiring, og koking, samt pa uprosesserte

erter og fababenner.

Resultatene viste at sortene av erter oppnadde signifikant starre grad av spiring i form av lenger
rotlengde enn sortene av fababgnner etter 72 timer. Det var signifikante variasjoner i
proteininnhold mellom de ulike sortene, men spiretid hadde ingen signifikant effekt pa
proteininnholdet. Spiring og koking hadde en signifikant reduserende effekt pa innhold av
fytinsyre, som varierte mellom 18,72% til 33,14% reduksjon etter 72 timers spiring. Det var
ingen korrelasjon mellom graden av reduksjon og art. Spiring og koking hadde stor effekt pa
innholdet av GOS, der den laveste graden av reduksjon etter 72 timers spiring var 96,9%.
Spiring og koking hadde en reduserende effekt pa antinaringsstoffene fytinsyre og GOS, og
kan benyttes som prosesseringsteknikker for @ minske innholdet av disse i hele erter og

fababgnner.



Abstract

With a rapidly growing population and an ever-rising number of under nourished, there will
become a larger need for producing protein rich foods with a high nutritional value. There is
currently a rising intake of animal derived protein such as meat, dairy and eggs worldwide. This
industry demands a lot of resources and is one of the largest contributors to greenhouse gas
emissions. Based on this information there is a need for a more sustainable food production,
and a wish to increase the utilization of protein rich plants. Legumes are abundant in protein,
and by transitioning to a more substantial legume production the greenhouse gas emissions
related to food production could be reduced significantly. Many parts of the world already take
advantage of legumes in the diet as a protein source, but the bulk of plant proteins produced
today are utilized as animal feed in the production of meat, dairy and eggs. In addition to being
an excellent source of protein, legumes additionally contain many essential minerals and
vitamins as well as being a good source of dietary fiber. The positive health effects tied to a
more legume rich diet only adds to the environmental benefits of plant protein production.
Despite the numerous indisputable advantages of legumes, they are also associated with a high
content of antinutritional factors. Antinutrients on the other hand may pose a risk of having
negative effects on health, such as reduced intake of proteins and minerals. To replace animal
derived protein with plant-based alternatives, the content of antinutrients should be reduced.
The aim of the thesis was to investigate the effects of processing on two regularly occurring
antinutritional factors in different varieties of peas and faba beans. Analysis of phytic acid and
galactosyl-sucrose oligosaccharides (GOS) were conducted on different varieties of pea and
faba bean which had undergone soaking, germination to different extents, and cooking, as well

as non-processed peas and faba beans.

The results determined that the varieties of pea had a higher degree of germination in terms of
radicle length than the varieties of faba beans after 72 hours. There were significant variations
in protein content between the varieties, but length of germination did not have a significant
effect on protein content. Germination and cooking did have a significant effect on phytic acid
content, which varied from a reduction of 18,72% to 33,14% between the varieties after a 72-
hour germination period. There was no correlation between the extent of reduction and species.
Germination and cooking did have a considerable effect on the content of GOS, where the
lowest degree of reduction detected after 72 hours germination was 96,9%. Antinutrients phytic
acid and GOS were reduced during germination and cooking, and these processing techniques

can be utilized to reduce the content of these in whole pea and faba bean.
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1. Innledning

1.1 Plantebaserte proteinkilder

De siste arene har det blitt en starre trend a satse pa mer plantebasert protein og mindre
utnyttelse av protein i form av kjett eller dyreprodukter. Dette skyldes bade et starre fokus pa
dyrevelferd og mer miljgvennlig, beerekraftig matproduksjon. Store deler av planteprotein som
blir produsert i dag, blir brukt som dyrefor i produksjon av animalsk protein. Produksjonen av
animalsk protein har starre belastning pa miljget enn det plantebasert protein har. Produksjonen
krever langt stgrre mengder ferskvann enn ved produksjon av planteproteiner. Store
klimagassutslipp er ogsa forbundet med produksjon av animalsk protein, da srlig fra storfe
under produksjon av kjett og melkeprodukter (Heller & Keoleian, 2014). Poore og Nemecek
(2018) rapporterte at storfe hadde et utslipp pa 60 kg CO; per kg produkt. Kjatt fra melkekuer
hadde et noe lavere utslipp pa 21 kg CO- per kg. Svin og fjerfe er ikke drgvtyggere og har
dermed noe lavere utslipp pa henholdsvis 7 og 6 kg CO.. Til sammenlikning hadde erter et

utslipp pa 0,9 kg CO; per kg.

Det krever store landarealer for & kunne produsere nok for til husdyr. Kun en tredjedel av
energien fra dyrefor blir omgjort til energi som mennesker kan nyttiggjere seg av i form av
dyreprodukter som kjgtt, melk og egg. Ved & omvende produksjonen av dyrefor til produksjon
av planter til menneskelig konsum kan tilgjengelig energi fra mat gke med hele 70%. Dette er
nok til & mate fire milliarder mennesker, og kan vare et viktig steg for & sikre matsikkerhet for

en voksende populasjon i fremtiden (Cassidy, 2013).

En norsk undersgkelse gjennomfgrt av Helsedirektoratet mellom 2010 og 2011 viser at
nordmenn i gjennomsnitt far mest protein i kostholdet fra kjett og ost, og deretter fra
kornprodukter (Totland, Melnas, Lundberg-Hallén, Hellend-Kigen, Lund-Blix et al., 2012).
Norge og mange andre land i verden har ikke gode forutsetninger for a legge om til produksjon
av mer planter til menneskelig konsum grunnet et kaldere klima, kvalitet pa jordsmonn og
tilgjengelig areal (Frgseth, 2009). | Norge blir selv mye korn og andre planter beregnet til
menneskelig konsum benyttet som dyrefér fordi avlingene ikke megter kravene til
naringsinnhold. Dette varierer fra ar til ar avhengig av dyrkningsbetingelser. Her til lands er
det ogsa tradisjoner knyttet til et kosthold sentrert rundt animalsk protein, og kjgttkonsumet
blant nordmenn gker for hvert ar (Helsedirektoratet, 2018). | nyere tid har det pa tross av dette
veert en gkning av plantebaserte alternativer til kjgttprodukter, grunnet en gkende etterspgrsel

fra forbrukere etter dette (Gunther, 2019). For a utvikle trenden og skape muligheter for flere



plantebaserte proteinalternativer trengs det mer forskning rundt dyrking av proteinrike

plantevekster i Norge.

1.2 Hensikt med oppgaven

Denne oppgaven er skrevet som en del av prosjektet FoodProFuture. Formalet med prosjektet
er a skape en kunnskapsplattform for utnyttelse av norske plantematerialer til smakfulle og
sunne produkter med hgyt proteininnhold. Prosjektet vil ikke bare kunne vare nyttig for
produsenter i neringsmiddelindustrien, men ogsa gke kunnskapen om plantebasert protein hos
forbrukere. Kunnskap om ramaterialene og deres egenskaper er viktig for a kunne utvikle
proteinrike plantebaserte produkter, og for bruk av uprosesserte erter og fababgnner hos
forbrukeren. Produkter basert pa plantebasert protein gar ofte gjennom flere prosesserinstrinn,
som kan ha innvirkning pa kjemiske og fysiske egenskaper. Belgvekster er kjent for a ha et hgyt
innhold av antingringsstoffer. Antinearingsstoffer kan ha negative helseeffekter, og det er derfor
gnskelig a redusere forekomsten av disse. Det har derfor blitt gjort forskning pa om prosessering
kan ha en effekt pa innholdet av antinzringsstoffer (Popova & Mihaylova, 2019). | denne
oppgaven blir erter og fababgnner utsatt for prosessering i form av blatlegging, spiring og
koking. Spiring og koking har tidligere vist seg a ha en reduserende effekt pa innhold av enkelte
antinzringsstoffer, og denne oppgaven har som hensikt & undersgke om en kombinasjon av
disse prosesseringsmetodene vil ha en innvirkning pa antineeringsstoffer. Hensikten med denne
oppgaven er a analysere antinzringsstoffer i ulike prgver av erter og fababgnner.
Antinzringsstoffene som skal undersgkes er fytinsyre og spesifikke oligosakkarider kalt

galaktosyl-sukrose oligosakkarider (GOS).

Antinaringsstoffer er kjent for & ha ugnskede effekter, og det kan derfor vere nyttig a undersgke
om prosessering av erter og fababgnner kan redusere innholdet av disse. For & kunne utnytte
mer plantebasert protein er det en fordel & ha kunnskap om hvordan en kan redusere innholdet

av antinzringsstoffer. Gjennom a opparbeide denne kunnskapen kan en optimalisere

utviklingen av plantebaserte produkter.






2. Teori

2.1 Belgvekster

Belgvekster har lenge veert en viktig del av menneskers kosthold, serlig i befolkningsgrupper
med lav inntekt i utviklingsland. Belgvekster er en god kilde til proteiner med et gjennomsnittlig
innhold pa rundt 18-32% (Tharanathan & Mahadevamma, 2003). | motsetning til korn som
hvete og havre som er enfrgbladede planter, er belgvekster tofrgbladet. Endospermen er en del
av frgbladene i mange belgvekster, mens endospermen og frgbladet er to separate deler i mange
kornarter (Lack & Evans, 2005). Belgvekster lever i symbiose med nitrogenfikserende bakterier
av slekten Rhizobium, som ikke bare bidrar til det hgye proteininnholdet i frgene, men ogsa
minsker behovet for kunstgjedsel (Dhaliwal, 2017). Nitrogengass (N2) fra atmosfeeren blir
omdannet til ammonium (NH4") ved hjelp av nitrogenase produsert av Rhizobium-bakterier.
Belgvekster bestar hovedsakelig av karbohydrater i form av stivelse og er en god kilde til
kostfiber, og har et lavt innhold av mettet fett, kolesterol og natrium. Belgvekster inneholder
ogsa viktige vitaminer og mineraler som vitamin A, vitamin C, vitamin K, vitamin B6, folat,
fosfor og kopper (Singh, Chang, Yan, Lee, Ucmak et al., 2017; Tharanathan & Mahadevamma,
2003). Belgvekster kan inneholde noe resistent stivelse, som ikke er like fordgyelig grunnet et
hgyt innhold av amylose i forhold til amylopektin (Stephen, Philips & Williams, 2006). De
essensielle aminosyrene lysin og tryptofan finner man mye av i belgvekster. Dette gjer erter og
fababgnner til et viktig tilskudd i et vegetarisk kosthold, da andre plantevekster som korn
inneholder lite av dette. Korn har derimot et hgyere innhold av de svovelrike aminosyrene
metionin og cystein, som det er lite av i belgvekster. En kombinasjon av korn og belgvekster er
derfor viktig for & sikre inntak av alle de essensielle aminosyrene i et plantebasert kosthold
(Séa, Morenob & Carciofi, 2020). Belgvekster har et hgyt innhold av antingringsstoffer, blant
annet trypsininhibitorer. Trypsininhibitorer reduserer aktiviteten til enzymene trypsin og
chymotrypsin, som dermed farer til redusert fordgyelse av proteiner og opptak av aminosyrer
(Avilés-Gaxiola, Chuck-Hernandez & Saldivar, 2017). Andre antinaringsstoffer som
belgvekster inneholder mye av er blant annet fytinsyre og galaktosyl-sukrose oligosakkarider,
som vil bli beskrevet i detalj i denne oppgaven. Erter og fababgnner blir dyrket og hestet i lapet
av den kjoglige sesongen i sine opprinnelsesomrader i Sentral-Asia, Midtgsten og rundt
Middelhavet. Norge har pa grunn av sitt kjglige klima ikke de samme mulighetene for dyrking
av belgvekster som disse omradene, men erter og fababgnner blir dyrket i lgpet av

sommerhalvaret (Serikstad, Hansen & de Boer, 2013).



2.1.1 Erter

Erter (Pisum savitum) er en plante i erteblomstfamilien (Fabaceae). Erter blir populart brukt i
hele verden som et nzringsmiddel og som for. Pa grunn av ertens toleranse for kjgligere klima
kan den dyrkes i store deler av verden, der Canada er den stgrste produsenten og eksportaren.
Germinering av frgene kan skje mellom 4°C og 21°C, mens optimal temperatur for vekst er
mellom 16°C og 18°C (Tulbek, Lam, Wang, Asavajaru & Lam, 2016). Det finnes flere ulike
sorter av erter, som varierer i utseende og nzringsinnhold (Wang, Hatcher & Gawalko, 2008).

Erter har et hgyt proteininnhold pa mellom 21-25% (Tulbek et al., 2016). Proteininnholdet kan
variere grunnet ytre betingelser som klima, jordsmonn og skadedyr. Innvendige faktorer som
art, sort og forskjell mellom enkeltplanter har ogsa innvirkning pa proteininnhold. Erter
inneholder lite fett, mye karbohydrater i form av stivelse og lite fiber sammenliknet med andre
belgvekster. Erter blir i hovedsak benyttet som dyrefor pa grunn av proteininnholdet, og
proteinfraksjoner fra erter blir hyppig brukt som fortilskudd hos svin, storfe og fjerfe (Shen,
Hou & Ding, 2016). Erteprotein er et godt alternativ til bruk av soyaprotein i for, ettersom erter
inneholder 5-20% mindre trypsininhibitorer enn soyabgnne (Dahl, Foster & Tyler, 2012).
Produksjonen av soyabgnner blir ogsa forbundet med avskoging av tropisk regnskog pa grunn

av dens krav til et varmt klima.

Den proteinrike delen fra erter kan ogsa benyttes i naringsmiddelindustri som emulgator,
fortykningsmiddel og sudaner (Fredrikson, Biot, Alminger & Carlsson, 2001). For & isolere
erteprotein  kan ertene enten males til ertemel, eller det kan produseres som
erteproteinkonsentrat eller erteproteinisolat. Produksjon av ertemel skjer ved tgrrformaling av
avskallede erter. Konsentrat og isolat produseres henholdsvis ved tarrfraksjonering og
vatfraksjonering ved hjelp av syre eller base. Proteinisolat kan ogsa produseres ved

ultrafiltrering, som vil gi et hgyere proteininnhold (Karaca, Low & Nickerson, 2011).



2.1.2 Fababgnner

Fababgnner (Vicia faba), ogsa kalt hestebanne eller akerbgnne, er i likhet med erter en plante i
erteblomstfamilien (Fabaceae). Fababgnner ble opprinnelig dyrket under den kjglige sesongen
i Midtasten, og frg har vist seg & veere spiredyktige ned mot 15°C. Fababgnner blir delt inn i
kategorier etter starrelse, de varierer fra store frg (> 1,0 g), mellomstore (0,5-1,0 g) og sma frg
(<0,5 Q). Starre frg har vist hgyere toleranse for kjglig klima, spirer raskere og gir starre utbytte
enn sma fra. Sma frg kan derimot veere mer gkonomisk hensiktsmessig a dyrke fordi det trengs
feerre frg, og dette kan senke produksjonskostnadene (Etemadi, Hashemi, Barker, Zandvakili &
Liu, 2019). Sort har ogsa innvirkning pa frgenes spiringsevne og neringsinnhold (Micek,
Kowalski, Kulig & Kanski, 2014).

Fababgnner har et hgyt innhold av proteiner, og innholdet kan variere mellom sorter. Det er
blitt rapportert en variasjon i proteininnhold mellom 19,5-33,3% protein i ulike sorter (Kumar,
Prasad & Sinha, 2014). Fababgnner har ogsa et noe lavere innhold av stivelse enn erter, og
inneholder mye av aminosyrene lysin og arginin. Disse aminosyrene er viktige i et plantebasert

kosthold, og andre proteinrike vekster som korn inneholder lite av dem.

Fababgnner er ogsa verdifulle i industrien da de har et hgyt innhold av levo-
dihydroksyfenylalanin (L-dopa) som er forstadiet til dopamin. Inntak av dette har vist seg a gi
forbedring hos pasienter med Parkinsons sykdom (Kumar et al., 2014). En utfordring ved
benyttelse av fababgnner er innholdet av vicin og convicin. Vicin og convicin er pyrimidin-
glykosider som kan forarsake hemolytisk anemi hos personer som mangler enzymet glukose-
6-fosfat dehydrogenase (G6PD). Det har derfor blitt dyrket frem varianter av fababgnner med
lavere innhold av vicin og convicin slik at personer med G6PD-mangel kan spise fababgnner

uten risiko (Khazaei, Purves, Hughes, Link, O'Sullivan et al., 2019).



2.2 Antingringsstoffer

A sgrge for matsikkerhet i verden er en stor utfordring, og det er ogsa viktig & sikre mat med
riktig neeringsverdi. Et plantebasert kosthold er ofte forbundet med hgyt inntak av
antinaeringsstoffer, ettersom dette er noe mange planter syntetiserer. Antinaringsstoffer er
funnet i hgye konsentrasjoner i belgvekster. Med et gkt fokus pa omvending til et mer
plantebasert kosthold er det ogsa gnskelig med mer kunnskap rundt dette. Antinaringsstoffer
er komponenter knyttet til utfordringer ved redusert fordgyelse eller biotilgjengelighet av ulike
naringsstoffer i kroppen. Kjente effekter av antinaringsstoffer kan vare kvalme, oppblasthet,
hodepine, utslett og mangelsykdommer. Enkelte antingringsstoffer kan vare giftige ved hgyt
inntak, noe som beskytter plantene mot skadedyr (Gemede & Ratta, 2014). Noen
antinaeringsstoffer er ogsa forbundet med positive helseeffekter, som redusert risiko for kreft,
regulering av blodsukkerniva og reduksjon av kolesterol i blodet (Shahidi, 1997). Pa tross av
dette er det et snske om a redusere forekomsten av antineeringsstoffer i kostholdet basert pa de
negative effektene de kan ha. Innholdet av antinaeringsstoffer varierer mellom ulike arter, sorter
og enkeltplanter, og eksterne faktorer kan ogsa ha innvirkning pa dette. Det er muligheter for &
selektere for planter med lavt innhold av antinearingsstoffer, men ettersom de ofte fungerer som
naturlig beskyttelse mot sykdom og skadedyr for plantene kan dette virke negativt pa
vekstutbytte (Sandberg, 2000). Moderne bioteknologiske metoder kan brukes for a redusere
nivaet av allergener og antinaringsstoffer i mat. Gen-redigering ved bruk av TALENS
(Transcription Activator-Like Effector Nucleases) eller CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats)/CRISPR-Associated Systems (CAS) kan skape
mutasjoner i DNA i cellene. Dette gir muligheter for a utvikle plantevarianter med alternative
forsvarsmekanismer, og med redusert innhold av ugnskede komponenter (Popova &
Mihaylova, 2019). Dette er kostbar forskning, og antinaringsstoffer kan ogsa reduseres ved
hjelp av mer tradisjonelle metoder som ved mekanisk, biokjemisk og termisk behandling. Disse
inkluderer blgtlegging, spiring, varmebehandling, ekstrudering, fermentering, stralebehandling
og enzymbehandling. Ved a prosessere ravarene med disse metodene kan en redusere
forekomsten av ugnskede komponenter, og dermed forhindre de negative effektene forarsaket
av antinaringsstoffer. Vanlige antinaringsstoffer i belgvekster er fytinsyre, lektiner, tanniner,
alkaloider, galaktosyl-sukrose oligosakkarider og proteaseinhibitorer. En oversikt over
antinaeringsstoffer og effekt av prosessering finnes i tabell 1. | denne oppgaven fokuseres det
pa antineringsstoffene fytinsyre og galaktosyl-sukrose oligosakkarider, som er de

antinaeringsstoffene det er hgyest forekomst av i belgvekster (Popova & Mihaylova, 2019).



Tabell 1. Oversikt over effekter av ulike antinaringsstoffer funnet i belgvekster, og effektene av ulike
prosesseringer. Referanser: (Popova & Mihaylova, 2019) [1], (Gemede & Ratta, 2014) [2],
(Kalpanadevi & Mohan, 2013) [3], (Ibrahim, A., Shatta & Embaby, 2002) [4], (Shi, Arntfield &
Nickerson, 2018) [5], (Savelkoul, Van der Poel & Tamminga, 1992) [6], (Khazaei et al., 2019) [7]

Antinzringsstoff | Fytinsyre GOS Proteaseinhibitorer/
trypsinhibitorer

Effekt Redusert opptak av Produksjon av Redusert fordgyelighet
mineraler og proteiner. tarmgass, ubehag, av proteiner. Inhibering
[1] oppblasthet og diaré. av fordgyelsesenzym.

[1] [1]

Blatlegging Noe reduksjon ved Opptil 100% reduksjon  Noe reduksjon, 8% er

blgtlegging, opptil 31% i raffinose oppnadd rapportert [3]

reduksjon rapportert [3] etter 16 timer, noe
mindre reduksjon av
stakyose og verbaskose

[3], [4]
Varme- 28% reduksjon ved 100% reduksjon av 34% reduksjon ved
behandling koking, 70% reduksjon raffinose ved koking koking, 100%
ved autoklavering [3] [4], ogsa rapportert reduksjon ved
75% av totalt GOS ved  autoklavering [3]
koking [3]
Spiring Opptil 95% reduksjon 100% reduksjon i GOS  19% reduksjon oppnadd
rapportert ved 96 timers  etter 96 timers spiring ved 96 timers spiring
spiring [3] [3]. [4] [3]
Antinaeringsstoff = Tanniner Alkaloider Lektiner
Effekt Danner kompleks med Negative effekter pa Kan binde til
proteiner og senker nervesystemet, kan ved = karbohydrater, bryter
dermed hgyt inntak forarsake ned tarmveggen, kan

proteinfordgyelighet. [1] okt puls og paralyse. [2] = forarsake autoimmun
Vicin og convicin kan sykdom. [1]
forarsake hemolytisk
anemi i personer med
G6PD-mangel [7]

Blgtlegging 26% reduksjon rapportert = 27% reduksjon Sveert liten til ingen
ved blgtlegging i 12 rapportert ved 12 timer  reduksjon [5]
timer [3] blgtlegging [3]

Varmebehandlin = 37% reduksjon ved 31% reduksjon oppnadd = 93-100% reduksjon er
g koking, og 82% ved koking, 71% rapportert etter koking
reduksjon ved reduksjon ved [5]

autoklavering [3] autoklavering [3]

Spiring 76% reduksjon er Opptil 74% reduksjon 89% reduksjon ble
rapportert etter 96 timers  ved 96 timer spiring [3] oppnadd etter 6 dagers
spiring [3] spiring i fababgnne [6]



2.2.1 Fytinsyre

Fytinsyre eller fytat fungerer som hovedlagringen av fosfor i plantefra (Azeke, Egielewa,
Eigbogbo & Ihimire, 2011). | frg fra korn er fytinsyre mest konsentrert i kli-delen eller skallet
pa frget, men i belgvekster blir fytinsyre hovedsakelig lagret i frabladene. Det er derfor lettere

a fjerne den fytinsyre-rike delen fra korn enn fra belgvekster.
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Figur 1. Struktur til fytinsyre (t.v) og struktur av fytinsyre med mulige interaksjoner med metall-kationer
(mineraler) og proteinforbindelser. Hentet fra Coulibaly, Kouakou og Chen (2011) Phytic Acid in
Cereal Grains: Structure, Healthy or Harmful Ways to Reduce Phytic Acid in Cereal Grains and Their
Effects on Nutritional Quality. American Journal of Plant Nutrition and Fertilization Technology, 1, 1-
22.

Figur 1 viser strukturen til fytinsyre og dens mulige interaksjoner med mineraler og proteiner.
Fytinsyremolekylet er en ester av alkoholforbindelsen inositol med seks dihydrogenfosfat-
grupper. Fytinsyre blir ogsa kalt inositol heksafosfat, forkortet IP6. I frg blir fytinsyre lagret i
ionisert form som saltet fytat (Popova & Mihaylova, 2019).

Fosfat lagret som fytinsyre i planter blir frigjort under plantens spiring ved hjelp av enzymet
fytase. Dyr og mennesker mangler dette enzymet, og dette gjar at fosfatet fra fytinsyre ikke er
tilgjengelig under fordgyelsen. I tillegg har fytinsyre et bredt pH-spekter som et negativt ladet
ion, og har hgy affinitet for mineraler som Zn?*, Fe?*3*, Ca?*, Mg?*, Mn?* and Cu?*. Dette
begrenser biotilgjengeligheten for disse mineralene hos mennesker og dyr. I tillegg ferer dette
til gkt fosfor-forurensning gjennom avfgring fra dyr som far mye fytinsyre i kosten (Azeke et
al., 2011). Det har ogsa blitt oppdaget positive effekter ved fytinsyre. Det har blitt forbundet
med reduksjon av kreftrisiko, regulering av blodsukker og reduksjon av kolesterol i blodet
(Shahidi, 1997; Silva & Bracarense, 2016). Pa grunn av dets sterke negative ladning virker ogsa
fytinsyre som en naturlig antioksidant (Gemede & Ratta, 2014). Du, Dou og Wu (2012)

rapporterte at tilsetning av 0,1 mM fytinsyre inhiberte polyfenol oksidase i eplejuice med
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99,2%. Fordi fytinsyre danner kompleks med jern, inhiberer det oksidative reaksjoner katalysert
av jern (Graf & Eaton, 1990).

Til tross for dette er det et stort sgkelys pa fytinsyres negative egenskaper, og reduksjon av
fytinsyre i planterdvarer har lenge veert et tema for forskning. Blant annet har det blitt analysert
hvorvidt prosessering av ravarer kan redusere innholdet av antinaeringsstoffer. Det har blitt
rapportert at fytinsyre folger proteinfraksjonen ved proteinisolering av belgvekster (Coulibaly
et al., 2011), og det vil derfor vaere gnskelig a redusere fytinsyreinnholdet for & kunne utnytte
planteproteiner uten de negative effektene assosiert med fytinsyre. Under spiring vil nativt
fytase i fraene aktiveres, og fytinsyre brytes ned slik at fosfor kan benyttes av planten (Azeke
et al., 2011). Det har ogsa blitt pavist at blgtlegging og koking av frg kan redusere innholdet av
fytinsyre (Kalpanadevi & Mohan, 2013).
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2.2.2 Galaktosyl-sukrose oligosakkarider

Oligosakkarider er karbohydrater bestaende av tre til ti monosakkarider bundet sammen ved
hjelp av glykosidbindinger. Belgvekster inneholder galaktosyl-sukrose oligosakkarider (GOS)
som er a-galaktosyl-derivater av sukrose (Obendorf & Kosina, 2011). Raffinose er et mono-
galaktosyl derivat, stakyose di-galaktosyl derivat og verbaskose er et tri-galaktosyl derivat av
sukrose. | belgvekster er det blitt funnet at oligosakkarider i raffinose-familien hovedsakelig
finnes i frabladene (Cheung & Chau, 1999).

OH 3 2 . 2
CH,08- 0 Cl) crop ot T :
s« OH 2 H 2 :
4 3 HOC|H3 HOC‘H'?
OH OH
Sucrose Raffinose Stachyose Verbascose

Figur 2. Struktur til raffinose, stakyose og verbaskose, som mono-, di- og tri-galaktosyl derivater av
sukrose. Hentet fra Obendorf, R. L. a. K., Suzanne M. (2011). Soluble Carbohydrates in Soybean. I: Ng,
T.-B. (red.) Soybean - Biochemistry, Chemistry and Physiology, s. 201-228. Rijeka, Croatia: InTech

Mennesker mangler enzymet a-galaktosidase, og har derfor ingen mulighet til & bryte ned GOS
I tarmen (Gemede & Ratta, 2014). Dette forer til gastrointestinalt ubehag som falge av
fermentering av anaerobe bakterier, som produserer CO2, H> og metangass. Dette farer til
ubehag i form av tarmgass, kramper, diaré og kvalme (Oboh & Burbano, 2000). Tilstedevarelse
av GOS kan medfere redusert metabolisme og dermed lavere energiinntak fra mat, og begrense
utnyttelse av proteiner og fordeyelsen av aminosyrer. Grunnen til dette er at GOS gker

viskositeten til massen i fordgyelsessystemet (Slominski, 2011).
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Det har blitt oppdaget positive effekter av GOS, blant annet at det kan fungere som prebiotika
ved 4 fremme vekst av Bifidobacterium og Lactobacillus som inhiberer vekst av patogene

mikroorganismer (Popova & Mihaylova, 2019).

Tidligere forskning har vist at spiring kan redusere innholdet av raffinose i belgvekster (Oboh
& Burbano, 2000). Mens planten spirer vil iboende a-galaktosidase-enzym splitte galaktose fra
sukrose-delen av raffinose, stakyose og verbaskose. Sukrose og galaktose kan deretter bli
nedbrutt for a tilfare energi til planteembryoet. Blgtlegging og koking har ogsa vist seg a ha en
reduserende effekt. GOS lgses i vann og forsvinner ved blgtlegging, og koking vil gke denne
effekten grunnet varmeindusert hydrolyse til disakkarider og monosakkarider (Ibrahim et al.,
2002; Oboh & Burbano, 2000).
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3. Materialer og metoder

3.1 Produkter benyttet i oppgaven

| denne oppgaven har det blitt benyttet hele erter og fababgnner. Det ble benyttet to sorter av
gule erter (Pisum sativum), Ingrid og Astronaut, og to sorter av fababgnner (Vicia faba), Vertigo
og Sampo. Alle prevene benyttet i oppgaven er dyrket ved Vollebekk forsgksgérd i As 2018,
som en del av et feltforsgk i regi av NIBIO. | 2017 ble det utfart et sortsforsgk ved Vollebekk
forsgksgard hvor proteininnholdet i de ulike sortene ble malt (Abrahamsen, Waalen & Uhlen,
2017b). Proteininnhold i sortene brukt i denne oppgaven er gitt i Tabell 2.

Tabell 2. Proteininnhold i de ulike sortene benyttet i oppgaven, verdier hentet fra Abrahamsen et al.

(2017b). Sortsforsgk i erter og akerbgnne, NIBIO Korn og fravekster, Apelsvoll, NMBU Inst. for
plantevitenskap.

Sort Proteininnhold
Vertigo 28,2%
Sampo 26,1%
Ingrid 19,3%
Astronaut | 22,1%

| denne oppgaven ble det benyttet hele, uprosesserte erter og fababgnner som kontroll. Disse
ble renset for stav og planterester far de ble malt pa melle (Ultra Centrifugal Mill ZM 200,
Retsch, Germany) til mel med 0,5 mm partikkelstarrelse. Hele erter og fababgnner ble ogsa
blgtlagt i 16 timer og kokt i 1 time uten spiring. Det ble benyttet tre ulike spiretider, henholdsvis
24, 48 og 72 timer for resten av prgvene, og det ble gjort én parallell av hver prgve i oppgaven.
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Tabell 3 viser en oversikt over de ulike prgvene benyttet i oppgaven. Figur 3 og figur 4 viser

flytskjema over de ulike prosesseringene som ble gjennomfart pa erter og fababgnner.

Tabell 3. Oversikt over de ulike pravene benyttet i oppgaven.

Prave Forklaring

V-0 Hele fababgnner av sorten Vertigo, malt

V-1 Fababgnner av sorten Vertigo, blgtlagt i 16 timer og kokt

V-2 Fababgnner av sorten Vertigo, blgtlagt i 16 timer, spirt i 24 timer og kokt
V-3 Fababgnner av sorten Vertigo, blgtlagt i 16 timer, spirt i 48 timer og kokt
V-4 Fababgnner av sorten Vertigo, blgtlagt i 16 timer, spirt i 72 timer og kokt
S-0 Hele fababgnner av sorten Sampo, malt

S-1 Fababgnner av sorten Sampo, blgtlagt i 16 timer og kokt

S-2 Fababgnner av sorten Sampo, blgtlagt i 16 timer, spirt i 24 timer og kokt
S-3 Fababgnner av sorten Sampo, blgtlagt i 16 timer, spirt i 48 timer og kokt
S-4 Fababgnner av sorten Sampo, blgtlagt i 16 timer, spirt i 72 timer og kokt
1-0 Hele erter av sorten Ingrid, malt

I-1 Erter av sorten Ingrid, blgtlagt i 16 timer og kokt

1-2 Erter av sorten Ingrid, blgtlagt i 16 timer, spirt i 24 timer og kokt

1-3 Erter av sorten Ingrid, blgtlagt i 16 timer, spirt i 48 timer og kokt

1-4 Erter av sorten Ingrid, blgtlagt i 16 timer, spirt i 72 timer og kokt

A-0 Hele erter av sorten Astronaut, malt

A-1 Erter av sorten Astronaut, blgtlagt i 16 timer og kokt

A-2 Erter av sorten Astronaut, blgtlagt i 16 timer, spirt i 24 timer og kokt
A-3 Erter av sorten Astronaut, blgtlagt i 16 timer, spirt i 48 timer og kokt
A-4 Erter av sorten Astronaut, blatlagt i 16 timer, spirt i 72 timer og kokt
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Hele erter

Blgtlegging
Spiring Koking
Koking KO:frey\;?r?g til Frysetarking
Kokevann til :
frysing Frysetarking Mel av blﬂtlagteJ
og kokte erter
Mel av spirede J
og kokte erter
Ertemel
Figur 3. Flytskjema for de ulike prosesseringene av erter.
Hele banner
Blgtlegging
Spiring Koking
Koking KOIF&‘;?RS tl Frysetarking
Kokevann til .
frysing Frysetarking Mel av blﬂtlagteJ
og kokte banner
Mel av spirede J
og kokte bgnner

Bgnnemel

Figur 4. Flytskjema for de ulike prosesseringene av fababgnner.
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3.2 Beregning av proteininnhold

Proteininnholdet i de ulike prgvene ble malt pa LAB-Tek pa BIOVIT ved Dumas metode som
beregner organisk nitrogen, samt nitrogen i form av nitrogenoksider og andre forbindelser. En
preve med kjent masse blir tilsatt kobber(I1)oksid (CuO) og varmet opp til hgy temperatur (800-
1800°C). Organisk nitrogen i prgven vil omdannes til nitrogenoksider, som deretter reduseres
til nitrogengass (N2) av kobber. I denne prosessen blir det ogsa dannet CO, og H2O. For aisolere
nitrogengassen blir produktene fra oppvarmingsreaksjonen fagrt gjennom en kolonne med
kaliumhydroksid (KOH) som absorberer CO2 og H>O. Den totale mengden nitrogen i prgven
kan deretter beregnes ut fra volumet av nitrogengass som samles i toppen av kolonnen.
(Daintith, 2008; Simonne, H., Eitenmiller, Mills & Presman 111, 1999). Reaksjonene i metoden

er gjengitt under.

C + 2Cu0 2C02 + 2Cu
2H + CuO 2H20 + Cu
N + CuO N2 + Nitrogenoksider
Nitrogenoksider + Cu 2 N2 + CuO

Dumas metode er illustrert som flytskjema i figur 5.

1. Oppvarming av prgvematierale med

CUO 4. Isolert N,

2. Reduksjon av nitrogenoksider til N, 3. Absorbsjon av CO, og H,O

Figur 5. Flytskjema for Dumas metode.

For & beregne totalt nitrogen i prgven ma en regne fra volumet av nitrogengass produsert i
reaksjonen. Ved standard trykk og temperatur er 1 mol 22,4 L. 1 mol N2 veier 28,02 g, hvilket
girat 1 L N2 produsert gir 1,25 g (Chang & Goldsby, 2013).

Det blir antatt at proteiner inneholder 16% nitrogen. Det totale innholdet av protein kan dermed

beregnes ved & multiplisere totalt nitrogen med 6,2 (Rhee, 2001).
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3.3 Prosessering av erter og fababgnner

Det ble utfart et for-forsgk for a undersgke hvor fort prevene spirte og for & kunne ansla
spireprosenten for selve spireforsgket. Rundt 50 frg fra hver sort av erter og fababgnner ble lagt
i blgt i 1 dl springvann over natten ved romtemperatur, fgr hver prgve ble lagt ut mellom to lag
fuktig papir. Etter 48 timers spiring ble antall spirede frg talt opp, og rotlengde pa 10 tilfeldig
utvalgte prever ble malt. Spirede erter og fababgnner fra for-forsgket er vist i figur 6.

‘ p -

O l g \.’Q} -

- QQ C\ (o]
6 @ ¢ e o ©

Figur 6. Erter av sorten Ingrid (t.v.) og fababgnner av sorten Sampo etter 48 timers spiring. Foto:
Emilie Gullberg Jargensen (10.01.20)

Erter og fababgnner med malt pa mglle (Ultra Centrifugal Mill ZM 200, Retsch, Germany) pa
Nofima i As. Spiringen av prgvene ble gjort ved pilotanlegget ved KBM. For spiring av erter
og fababgnner ble det benyttet et spiresystem beregnet pa spiring av byggmalt (Micromalting
Steep and Germinator, Curio Group Milton Keynes, United Kingdom), illustrert i figur 7. Til
spiringen av erter ble det benyttet 500g per prave, og til spiringen av fababgnner ble det
benyttet 300g. Prgvene ble skylt med springvann pa 8°C i 30 sekunder fer blgtlegging for &
fjerne eventuelt stgv og planterester. Prgvene var blgtlagt i springvann pa 20°C i 16 timer,
med to perioder med 1 times lufting for & sagrge for tilfarsel av oksygen, henholdsvis etter 4 og
9 timer. | spiresystemet ble hvert spirekammer fylt opp med nok vann til & holde
spirebeholderne under vann. Spiretiden regnes som startet etter blgtleggingen. Det ble gjort en

parallell av hver prave, som ble tilfeldig plassert over de forskjellige spirekamrene.

Tabell 4 illustrerer hvordan prgvene var fordelt i spiresystemet.
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Tabell 4. Fordeling av pravene i spiresystemet, samt timeoversikt over blgtleggingsprosessen.

Spirekammer 1 Spirekammer 2 Spirekammer 3

Beholder @ Sort Tid Beholder | Sort Tid | Beholder @ Sort Tid
1 Ingrid 24 5 Ingrid 48 |9 Ingrid 24
2 Ingrid 72 6 Ingrid 72 10 Ingrid 48
3 Astronaut 48 7 Astronaut 24 11 Astronaut | 72
4 Astronaut 72 8 Astronaut 48 12 Astronaut | 24
Beholder | Sort Tid Beholder | Sort Tid | Beholder @ Sort Tid
1 Vertigo 24 5 Vertigo 48 |9 Vertigo 24
2 Vertigo 72 6 Vertigo 72 |10 Vertigo 48
3 Sampo 48 7 Sampo 24 11 Sampo 72
4 Sampo 72 8 Sampo 48 12 Sampo 24
1 2 3 4 |5 6 7 8 |9 10 11 |12 |13 |14 |15 |16
Blatlegging Lufting | Blgtlegging Lufting | Blgtlegging

Etter respektive spiretider pa 24, 48 eller 72 timer ble pravene fjernet fra spiresystemet og
rotlengden ble malt pa 10 tilfeldig uvalgte fra. Deretter ble prgvene kokt i 1 time, forholdet
mellom mengden preve og vann under koking var 1:6 med 500 g erter og fababgnner til 3000
g vann. For pravene som ikke gjennomgikk spiring, ble hele erter og fababgnner blgtlagt i 8°C
springvann med samme forhold pa 1:6 erter og fababgnner til vann i 16 timer ved
romtemperatur. Deretter ble de ogsa kokt i 1 time i vannet de la blgtlagt i. Etter koking ble
kokevannet helt av og fryst ned til videre analyser. Pravene ble sa skylt med springvann pa 8°C
i 30 sekunder for & skylle vekk rester av kokevannet. Deretter ble det tilfart vann ved 8°C i
forhold 1:1, far prevene ble most ved hjelp av stavmikser (MSM6B100, Bosch, Germany).
Deretter ble prgvene overfgrt til 50 mL Falconrer, der hvert rer ble fylt med 20 ml prave.
Prgvene ble sa fryst pa -20°C, far de ble overfart til -80°C over natten fer de ble plassert i en
frysetarker (Heto PowerDry LL1500®, ThermoFisher Scientific, USA) for a fjerne alt vann til
stede. Prgvene ble frysetarket i 48 timer, for de ble malt ytterligere i en morter for & oppna et

finmalt mel.
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Figur 7. Spiresystemet benyttet (t.v.) og et av de tre spirekamrene (t.h.). Foto: Emilie Gullberg
Jargensen (13.01.20).
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3.4 Analyse av fytinsyre

Innholdet av fytinsyre ble bestemt ved bruk av Phytic acid (Total Phosphorous) Assay Kit fra
Megazyme (Megazyme, Ireland). Phytic acid (Total Phosphorous) Assay Kit er en metode som
maler totalt innhold av tilgjengelig fosfor i naringsmidler og for. Ut fra det totale innholdet av
fosfor kan en regne tilbake til innholdet av fytinsyre, forutsatt at mengden fosfor i preven
kommer utelukkende fra fytinsyre og at innholdet fosfor i fytinsyre er 28,2%. For fullstendig
beskrivelse av metoden henvises det til protokollen (Megazyme, 2017). Metoden baserer seg
pa syreekstraksjon av fytinsyre og lavere former for myo-inositol fosfater fra prevematerialet.
Etter ekstrahering tilsettes fytase som defosforylerer fytinsyre til myo-inositol fosfater og frigir
uorganisk fosfat. Videre tilsettes alkalisk fosfatase som fortsetter frigivningen av uorganisk
fosfat. Deretter tilsettes en fargereagens som inneholder ammoniummolybdat, som danner
komplekset 12-molybdofosforsyre nar det reagerer med fosfat. Under sure betingelser vil 12-
molybdofosforsyre reduseres til molybdenblatt, og mengden molybdenblatt som dannes kan
males spektrofotometrisk som gkning i absorbans ved 655 nm. Mengden molybdenblatt som
blir dannet er proporsjonal med mengden uorganisk fosfat, som kan kvantifiseres til fosfor ved

a bruke en kalibreringskurve laget ved hjelp av standarder med kjent innhold av fosfor.

Fargereagensen benyttet ble tillaget av to reagenslgsninger. Reagenslasningene bestod av 10%
askorbinsyre (VWR Chemicals, USA) lgst i destillert vann og 95-97% svovelsyre, og 5%
ammoniummolybdat lgst i destillert vann. Fargereagensen ble tillaget samme dag som den

skulle anvendes ved a blande 1 del ammoniummolybdatlgsning til 5 deler askorbinsyrelgsning.

For & lage kalibreringskurven ble det laget fem standardlgsninger med Kkjente
fosforkonsentrasjoner, henholdsvis 0, 0,5, 2,5, 5,0 og 7,5 pg/mL i 15 mL Falconrgr (15 ml
CELLSTAR® Polypropylene Tube, Greiner Bio-One International BmbH, Germany).

Til syreekstraheringen ble det benyttet halvparten av mengden prevemateriale og syre som ble
oppygitt i protokollen. Det ble tilsatt 10 ml 0,66 M HCI til 1,25 g pravemateriale som sa ble rgrt
med magnetrarer (RET basic, IKA Labortechnik, Janke & Kunkel GmbH & Co KG, Germany)
over natten ved romtemperatur, ekstraheringen ble utfgrt med to replikater. 1 ml av ekstraktet
ble overfgrt til 1,5 ml eppendorfrer (Microtubes MCT-200-C, Axygen®, Mexico) og
sentrifugert ved 13000 RPM i 10 minutter i sentrifuge (Micromax, IEC, USA). Etter
sentrifugering ble 0,5 ml av supernatanten pipettert over til et nytt 1,5 ml eppendorfrer og tilsatt
0,5 ml 0,75 M NaOH. Progveekstraktet ble benyttet videre 1 den enzymatiske

defosforyleringsreaksjonen, der det ble benyttet to replikater fra hver av syreekstraheringene
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slik at det til sammen ble analysert fire replikater av hver prgve. Etter tilsetting av reagensene
ble pravene blandet med (Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Inc., USA) far de ble inkubert
1 40°C vannbad d (LCB0726-12-0012, Lauda DR. R. Wobser GMBH & Co. KG, Germany).
Det ble det benyttet 300 ul 50% trikloreddiksyre (Merck KGaA, Germany) i tillegg til
reagensene som fulgte med kitet for & stoppe den enzymatiske reaksjonen. Etter terminering av
reaksjonen med trikloreddiksyre ble prgvene sentrifugert ved 13 000 RPM i 10 minutter.
Supernatanten ble sa benyttet videre i den kolorimetriske bestemmelsen av fritt og totalt fosfor
i hver prgve. 1 ml supernatant ble tilsatt 0,5 ml fargereagens med ammoniummolybdat fer de
ble blandet med vortexmikser og deretter inkubert i vannbad ved 40°C i én time. 1 ml av
standardlgsningene med fosfor ble ogsa tilsatt 0,5 ml fargereagens, blandet og inkubert pa lik
linje med prgvene. Etter inkubering ble prever og standarder igjen blandet med vortexmikser,
far 1ml ble overfart til 1,5 ml plastkyvetter (Semi-micro cuvette, PS, 1,5 ml, Brand GMBH +
Co KG, Germany). De ble sa malt i spektrofotometer (Spectramax M2, Molecular Devices,

USA) ved 655 nm innen tre timer.

Det ble laget en standardkurve ut fra absorbansmalingene fra standardlgsningene som viste
sammenheng mellom absorbans og konsentrasjon av fosfor. AAfosfor ble beregnet ved at
absorbansen i standardlgsningen uten fosfor ble trukket fra absorbansen fra resten av
standardlgsningene. M-verdien for de ulike standardlgsningene ble beregnet ved & dividere
mengden fosfor i standarden med AAfosfor-verdien. Gjennomsnittet av disse M-verdiene ble
benyttet til utregningen av fosforinnhold i prgvene av erter og fababgnner. AAfosfor i pravene
ble beregnet ved a trekke absorbansen av fritt fosfor fra absorbansen av totalt fosfor. For a regne
ut konsentrasjonen av fosfor i prgvene ble formelen nedenfor benyttet.

Mgjennomsnitt+*20+F
10 000%1.0xv

Konsentrasjon av fosfor = * AAfosfor [g/100g]

For & beregne fytinsyreinnholdet ut fra innholdet av fosfor ble det antatt at fosfor utgjer 28,2%
av fytinsyre, og at all fosfor som ble frigitt i prevene kommer fra fytinsyre. For a regne ut

fytinsyreinnhold i prgvene ble formelen nedenfor benyttet.

fosfor [g/100g

Konsentrasjon av fytinsyre = s ] [0/100qg]

Det ble beregnet gjennomsnitt og standardavvik for hver av prgvene. Praver som |a mer enn to

standardavvik fra gjennomsnittsverdien ble fjernet fra datasettet.
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3.5 Analyse av galaktosyl-sukrose oligosakkarider

Innholdet av galaktosyl-sukrose oligosakkarider (GOS) ble bestemt ved bruk av Raffinose/D-
galactose Assay Kit fra Megazyme (Megazyme, Ireland). Metoden baserer seg pa ekstrahering
av GOS ved hjelp av vann eller alkoholblanding. Prevematerialet blir tilsatt a-galaktosidase
som hydrolyserer raffinose, stakyose og verbaskose i prgven til D-galaktose og sukrose. Det
blir deretter tilsatt galaktose mutarotase som katalyserer mutarotasjon av D-galaktose fra a-
form til B-form. Ved pH 8,6 vil NAD+ oksidere B-D-Galaktose til D-galakturonsyre ved
tilsetning av p-galaktose dehydrogenase. | denne reaksjonen blir NAD+ redusert til NADH, og
NADH produsert i reaksjonen males spektrofotometrisk ved gkning i absorbans ved 340 nm.
Mengden NADH er stgkiometrisk med mengden D-galaktose, som benyttes videre til & beregne
totalt innhold av GOS (Megazyme, 2014).

Prgveopparbeidelsen ble utfgrt i henhold til protokollen under alternativ ekstraheringsmetode
for proteinholdige, oppmalte frg. Til denne ekstraheringen ble det tillaget Carrez | og Carrez 11-
lasninger, som bidrar til aggregering av proteiner slik at disse kan filtreres ut av pravematerialet
(Culhaoglu, Zheng, Méchin & Baumberger, 2011). Carrez | ble tillaget ved & lgse opp 3,6 ¢
kalium heksacyanoferrat (VWR Chemicals, USA) i 100 ml destillert vann. Carrez Il ble tillaget
ved & lgse opp 4,49 g sinksulfat monohydrat (Honeywell Fluka, Germany) i 100 ml destillert
vann. Grunnet begrenset mengde prevemateriale ble det benyttet halvparten av mengdene
beskrevet i protokollen. Det ble ikke brukt noen replikater under prgveopparbeidelsen.
Ekstraheringen ble utfart ved at 0,5 g prgve ble veid ut i en 25 ml malekolbe, som sa ble tilsatt
3 ml etanol (96%). Det ble lagt parafilm over korkene pa malekolbene for a sikre at etanolen
ikke fordampet ut. Malekolbene ble satt i vannbad pa 86°C i 20 minutter, for de ble kjglt ned
til romtemperatur og tilsatt 15 ml destillert vann og blandet. Deretter ble det tilsatt henholdsvis
1,5 ml Carrez | lgsning, 1,5 ml Carrez Il lgsning og 3 ml 100 mM NaOH, kolbene ble vendt
mellom hver tilsetning. Det ble sa tilsatt destillert vann til et volum pa 25 ml, fer pravene ble
filtrert ved bruk av filterpapir (Whatman® quantitative filter paper, ashless, Grade 42, United

Kingdom). Filtratet ble benyttet videre i analysen som prevemateriale.

| analysen av innhold av GOS i prgvene ble innholdet av raffinose + fritt D-galaktose og fritt
D-galaktose i prgvene analysert separat. Det ble benyttet blanke praver for bade raffinose + fritt
D-galaktose og fritt D-galaktose under analysen, og det ble gjort en replikat per preve for
prgvematerialet og blanke prgver. | analysen av raffinose i prevene ble det benyttet a-
galaktosidase for & hydrolysere GOS til D-Galaktose, og i analysene av fritt D-Galaktose ble a-

galaktosidase utelatt. Den enzymatiske reaksjonen tok sted i 2,5 ml plastkyvetter (Semi-micro
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cuvette, PS, 2,5 ml, Brand GMBH + Co KG, Germany), og absorbansen ved 340 nm ble malt i
spektrofotometer (Spectramax M2, Molecular Devices, USA) far og etter reaksjonen.
Prgvematerialet ble pipettert og blandet med destillert vann i kyvettene, prgvene som ble
analysert for raffinose ble ogsa tilsatt a-galaktosidase fer inkubering ved romtemperatur i 20
minutter. Reagensene i kitet ble tilsatt ved bestemte volum, fgr absorbansen ble malt. Deretter
ble den endelige reaksjonen pabegynt ved tilsettelse av D-galaktose dehydrogenase + galaktose
mutarotase suspensjon fgr inkubering i varmeblokk (Thermolyne Type 17600 Dri-Bath,
Barnstead/Thermolyne, USA) ved 40°C i 20 minutter. Etter inkubering ble prgvene malt med
jevne mellomrom til absorbansen stabiliserte seg, da reaksjonen ble antatt terminert. For a gi
mest mulig representative resultater burde mengden raffinose ligge mellom 0,2 og 1,25 g/L i
preveekstraktet (Megazyme, 2014).

For beregning av innhold av raffinose og fritt D-Galaktose i prgvene ble forst
absorbansdifferansen mellom farste og andre absorbansemaling beregnet. Deretter ble
absorbansdifferansen for de blanke prevene subtrahert fra absorbansdifferansen i de tilhgrende

prgvene. Denne utregningen er illustrert med formelen under.

AA = (A2-Al)prgve — (A2-Al)blank

For & finne AAraffinose ble Afritt D-galaktose subtrahert fra AAraffinose + fritt D-galaktose.
AAraffinose = AAraffinose + fritt D-galaktose — AA fritt D-galaktose

For & regne ut konsentrasjonen av raffinose og D-galaktose i prgvene ble formelen under

benyttet.

¢ =22 4 AA [gL]

exd*v

Hvor:
V = sluttvolum = 2,62 ml.

MW = molekylvekt til substansen som ble analysert (Raffinose = 504,5 g/mol, D-Galaktose =
180,16 g/mol).

¢ = ekstinksjonskoeffisient til NADH ved 340 nm = 6300 (x mol-1 x cm-1).
d = lysvei=1cm.

V = prgvevolum = 0,2 ml

24



For & beregne ut innhold av raffinose og D-galaktose i g/100g i prgvene ble formelen under

benyttet.

¢[9/y)
Vektprove [9/ 1]

Innhold = * 100 [9/100g]

Med metoden blir det analysert for innhold av raffinose, men innholdet av dette vil bli
overestimert ettersom andre a-galaktosider i prgven som stakyose og verbaskose ogsa
hydrolyseres av a-galaktosidase til D-galaktose. Metoden baserer seg pa utregning av
raffinoseinnholdet pa bakgrunn av molekylvekten til raffinose som er et trisakkarid (504,5
g/mol). Stakyose og verbaskose bestar av fire og fem monosakkarider, og har vesentlig hayere
molekylvekt enn raffinose pa henholdsvis 666,6 g/mol og 828,7 g/mol. Resultatene vil derfor
ikke gi et ngyaktig innhold av GOS i prgvene, men blir i denne oppgaven benyttet for a gi et

estimat.

3.6 Resultatbehandling og statistisk analyse

Microsoft Office Excel (2016) ble benyttet til databehandling av radata og fremstilling av
figurer. Statistisk analyse ble utfgrt i R-commander, og for alle analysene ble det benyttet et
signifikansniva pa p < 0,05. Det ble benyttet enveis variansanalyse (ANOVA) for a analysere
signifikans mellom pravene grunnet én variabel. Toveis ANOVA ble benyttet for a avdekke
eventuelle interaksjonseffekter mellom flere variabler. Det ble ogsa benyttet Tukey test for &
analysere signifikans mellom prevene for de ulike responsene. Output fra R-commander er vist

i vedlegg.
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4. Resultater

4.1 Spiring av erter og fababgnner
Forforsgket for spiring ga en spiringsprosent pa 100% i alle sortene som ble benyttet. Etter
spiringen av erter og fababgnner i ble rotlengden pa 10 tilfeldig utvalgte frg per gjentak malt.

Resultatene vises i figur 8.
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Figur 8. Gjennomsnittlig rotlengde i mm etter spiring i de ulike sortene av erter og fababgnner, samt
rotlengde malt i forforsgket for hver test. Ulike bokstaver indikerer signifikante forskjeller.
Standardavvik for hver prave er illustrert i feilfelt.

Figur 8 viser at prevene av erter (Ingrid og Astronaut) har hyppigere vekst i lgpet av en 72
timers periode enn pravene av fababgnner (Vertigo og Sampo). Gjennomsnittlig rotlengde malt
i frgene ved forforsgket etter 48 timer er noe lavere enn gjennomsnittlig rotlengde etter 48 timer
i hovedforsgket. | sortene av fababgnner gkte rotlengden fra 8,6 og 7,9 mm etter 24 timer, til
henholdsvis 18,9 og 20,7 mm etter 48 timers spiring, til 25,8 og 30,7 mm etter 72 timer. | sortene
av erter var rotlengden 17,3 og 17,6 mm etter 24 timer, og gkte til henholdsvis 38,6 og 40,1 mm
etter 48 timers spiring og 53,3 og 50,8 mm etter 72 timer. Enveis ANOVA variansanalyse i R-
commander bekreftet at det var en signifikant forskjell i vekstrate mellom sorter (p-verdi <
0,001), se vedlegg 1. Det var ingen signifikant forskjell mellom de to ertesortene eller de to

fababgnnesortene.

27



4.2 Proteininnhold i erter og fababgnner
Proteininnholdet i pravene ble analysert ved bruk av Dumas metode ved LAB-Tek pa BIOVIT.
Innholdet av protein i pravene er vist i tabell 5.

Tabell 5. Proteininnhold i prosent i praver fra ulike sorter av erter og fababgnner med forskjellige
spiretider. Ulike bokstaver til venstre for prgvene indikerer signifikante forskjeller.

Vertigo Protein % | Sampo Protein % ‘ Ingrid Protein % | Astronaut Protein %
de V-0 30,88 ab S-0 36,75 efgh |1-0 27,75 fgh A-0 26,44
bc V-1 34,31 ab S-1 36,84 ef -1 29,72 fgh A-1 26,75
cd V-2 33,34 a S-2 39,03 efg I-2 28,44 fgh A-2 27,34
bcd V-3 (33,97 a S-3 38,63 fgh 1-3 27,28 gh A-3 25,84
bc V-4 34,44 a S-4 38,50 fgh 1-4 27,38 h A-4 2491
Gj. snitt 33,67 38,10 28,15 26,24

Sampo var sorten med hgyest detektert proteininnhold, der S-3 hadde et innhold pa 38,63%.
Astronaut var sorten med lavest proteininnhold, der A-3 hadde et proteininnhold pa 25,84%.
Sortene av fababgnner hadde et hgyere innhold av protein enn sortene av erter. Vertigo og
Sampo hadde et gjennomsnittlig proteininnhold over alle spiretider pa henholdsvis 33,67% og
38,10%, mens Ingrid og Astronaut hadde et gjennomsnittlig proteininnhold pa 28,15% og
26,24%. Ved enveis ANOVA ble det funnet at det ikke var en signifikant effekt av spiretid (p-
verdi > 0,05), se vedlegg 2. Det var kun V-0 som hadde signifikant lavere proteininnhold enn
V-1 og V-4. Det ble derimot observert en signifikant effekt av sort (p-verdi < 0,001), der
proteininnholdet i alle sortene hadde signifikante forskjeller. Ved toveis ANOVA ble det

avdekket en interaksjonseffekt mellom sort og spiretid (p-verdi < 0,05), se vedlegg 3.
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4.3 Innhold av fytinsyre

De frysetarkede prevene av erter og fababgnner ble malt for fritt og total fosfor ved
kolorimetrisk bestemmelse. Resultatene fra de spektrofotometriske malingene ble brukt til &
beregne innholdet fosfor i prevene, som deretter ble regnet om til fytinsyre. Forholdet mellom
fosfor og fytinsyre er derfor likt mellom alle pravene. For gjennomsnittlig innhold av fosfor og
fytinsyre i samtlige praver, se vedlegg 8. Figur 9 viser innholdet av totalt fosfor og fytinsyre
oppgitt i g/100g DM.
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Figur 9. Innhold av fytinsyre og fosfor (g/100 DM) i prever av blgtlagte og kokte erter og fababgnner
med ulik spiretid, samt kontroll med uprosessert erte — og bennemel. Ulike bokstaver indikerer
signifikante forskjeller. Standardavvik for hver prave er illustrert i feilfelt.

Figur 9 viser at innholdet av fytinsyre i de spirede pravene minker noe fra kontrollen, som er
uprosesserte, malte frg av erter og fababgnner. Ved sammenlikning mellom prover av
fababgnner og erter med samme spiretid, kan det ses at prgvene av fababgnner generelt hadde
et noe hgyere innhold av fytinsyre enn erteprevene. Sarlig ga pravene av ertesorten Astronaut
lave fytinsyreverdier. Sortene av fababgnner, Vertigo og Sampo, hadde et fytinsyreinnhold pa
henholdsvis 1,219 g/100g DM og 1,211 g/100g DM i uprosesserte prgver, som ble redusert til
0,821 g/100g DM og 0,957 g/100g DM etter 72 timers spiring. Ertesortene Ingrid og Astronaut
inneholdt henholdsvis 1,127 g/100g DM og 0,986 ¢/100g DM fgr prosessering, 0g
fytinsyreinnholdet ble redusert til 0,916 g/100g DM og 0,659 g/100g DM etter spiring i 72
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timer. Prosentvis nedgang i fytinsyre er beskrevet i tabell 6. Det ble utfart enveis ANOVA og
Tukey test i R-commander for a bestemme om det hadde veert en signifikant effekt av sort og
spiretid pa innholdet av fytinsyre. | samtlige av sortene hadde det veert en signifikant nedgang
i fytinsyreinnholdet etter 72 timers spiring (p-verdi < 0,001), se vedlegg 4. Det var ogsa en
effekt av sort (p-verdi < 0,001), da Astronaut hadde et signifikant lavere innhold av fytinsyre
enn de andre sortene. For a avdekke interaksjoneffekter ble det utfert toveis ANOVA, men det
ble ikke detektert en interaksjonseffekt mellom sort og spiretid (p-verdi > 0,05), se vedlegg 5.
Innholdet av fytinsyre i sorten Astronaut var signifikant lavere enn fytinsyreinnholdet i alle de
andre sortene ved kun blgtlegging og koking (A-1) og spiring i 48 timer. Ved sammenlikning
av begge sortene av fababgnner mot begge sortene av erter, har erter et signifikant lavere
innhold av fytinsyre enn fababgnner ved alle prosesseringene bortsett fra ved 72 timers spiring.

Tabell 6. Nedgang i fytinsyre etter 72 timers spiring i prosent i de ulike sortene av erter og fababgnner.
Sort Nedgang i fytinsyre
Vertigo 32,65%
Sampo 20,97%
Ingrid 18,72%
Astronaut = 33,14%

Tabell 6 viser at ertesorten Astronaut hadde starst nedgang i fytinsyreinnhold av alle sortene
etter 72 timers spiring med 33,14%. Ertesorten Ingrid hadde en nedgang pa 18,72%. Vertigo
var fababgnnesorten med stgrst nedgang med 32,65%, mens Sampo hadde en reduksjon pa
20,97%.
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4.4 Innhold av galaktosyl-sukrose oligosakkarider
For & beregne innholdet av GOS i prgvene ble det benyttet Raffinose/D-galactose Assay Kit fra
Megazyme. Ved bruk av denne metoden blir innholdet av raffinose og D-galaktose beregnet.

For gjennomsnittlig innhold av raffinose og D-galaktose i samtlige prever, se vedlegg 9.
Innholdet av GOS i pravene er illustrert i figur 10.
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Figur 10. Innhold av raffinose (g/100g DM) i praver av blgtlagte og kokte erter og fababgnner med ulik
spiretid, samt kontroll med uprosessert erte — og bgnnemel. Ulike bokstaver indikerer signifikante
forskjeller. Standardavvik for hver prave er illustrert i feilfelt.

Figur 10 viser at innholdet av GOS i prgvene varierer fra 4,083 g/100g DM pa det hgyeste (A-
0) til 0,046 g/100g DM pa det laveste (S-4). Det var nedgang i GOS i samtlige av sortene etter
72 timers spiring. Sortene av fababgnner, Vertigo og Sampo, hadde et innhold av GOS pa
henholdsvis 4,036 g/100g DM og 2,617 g/100g DM i uprosesserte prgver, som ble redusert til
0,122 g/100g DM og 0,046 g/100g DM etter 72 timers spiring. Ertesortene Ingrid og Astronaut
inneholdt henholdsvis 3,756 g/100g DM og 4,083 g/100g DM fer prosessering, og etter 72
timers spiring ble GOS ble redusert til 0,117 g/100g DM og 0,048 g/100g DM. Prosentvis
nedgang i GOS er beskrevet i tabell 7.
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Tabell 7. Nedgang i raffinose etter 72 timers spiring i prosent i de ulike sortene av erter og fababgnner.
Sort Nedgang i raffinose
Vertigo 96,98%
Sampo 98,24%
Ingrid 96,90%
Astronaut  98,82%

Tabell 7 viser at raffinoseinnholdet i samtlige av sortene har blitt redusert med over 95% etter

72 timers spiring.

Resultatene viste at prgvene inneholdt sveert lite D-galaktose. | S-2, V-1, V-3, V-4 og A-0 ble
det ikke detektert D-galaktose. Det laveste detekterte innholdet av D-galaktose var 1 mg/100g
DM i V-0, V-3 og S-3. Det hgyeste detekterte innholdet av D-galaktose var 57 mg/100g DM i
A-1. Figur 7 viser at innholdet av raffinose i prevene minket i takt med spiretiden. Det ble utfert
enveis ANOVA i R-commander for & undersgke signifikante forskjeller mellom prgvene.
Enveis ANOVA viste at spiring hadde hatt en signifikant innvirkning pa innholdet av raffinose
(p-verdi < 0,001), se vedlegg 6. Det var ingen signifikant effekt av sort pa innholdet av GOS
(p-verdi > 0,05). Det ble derimot avdekket interaksjonseffekt mellom sort og spiretid ved toveis
ANOVA (p-verdi < 0,001), se vedlegg 7. Ogsa prgvene som kun hadde blitt blgtlagt og kokt
hadde et signifikant lavere innhold av raffinose enn kontrollene for hver sort. S-0 og S-1 hadde
et signifikant lavere niva av raffinose enn de andre sortene ved samme prosessering. Det var
ingen signifikante forskjeller mellom sortene etter 48 og 72 timers spiring, innholdet av

raffinose var sveert lav i alle disse prevene.
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5. Diskusjon

| denne oppgaven ble innhold av antingringsstoffer i ulike sorter av erter og fababgnner med
ulik grad av spiring undersgkt. Hensikten var a undersgke effekt av spiring, blgtlegging og
koking som ulike typer prosessering pa innholdet av antineeringsstoffer i hele erter og
fababgnner. Det ble undersgkt effekt av prosessering pa to ulike antineeringsstoffer, fytinsyre
og galaktosyl-sukrose oligosakkarider. Oppgaven hadde i utgangspunktet ogsa som hensikt &
undersgke effekt av prosessering pa ytterligere et antinaringsstoff, trypsininhibitorer. Grunnet
CoViD-19 situasjonen som utspilte seg varen 2020 var NMBU stengt for studenter fra 12.03 til
27.04. Dette medfarte begrenset tilgang til lokaler for analyse, og undersgkelse av effekten av
prosessering pa innholdet av trypsininhibitorer ble dermed utelatt fra oppgaven. Kokevannet
fra prosesseringen ble tatt vare pa med tanke pa a analysere innholdet av naeringsstoffer og
antinzringsstoffer samt med tanke pa massebalanse, men dette ble ikke gjennomfert i denne
oppgaven. Vann fra blgtlegging og koking har vist seg a ha interessante funksjonelle egenskaper
som skumdanner og emulgator (Serventi, 2020). Det kan derfor veere interessant a analysere
innholdet av antinzringsstoffer i disse biproduktene. P4 grunn av de kjente negative
helseeffektene antinaringsstoffer kan ha i kroppen, er det gnsket & oppna et lavt innhold i
neringsmiddelprodukter. Belgvekster er et vanlig tilskudd i plantebaserte kosthold, men har
ogsa et hgyt innhold av antinaringsstoffer. Plantebaserte kosthold er derfor ogsa assosiert med
hgyt inntak av antingringsstoffer, som kan fore til redusert inntak av neringsstoffer og
fordgyelsesubehag. Ved produksjon av mer plantebaserte proteinkilder er det derfor gnskelig &
redusere innholdet av antinaringsstoffer, noe som kan oppnds ved prosessering av
planteravarene. Det er viktig & oppna kunnskap om optimale prosesseringsmetoder for
planteprodukter, slik at en kan utvikle mat basert pa planteprotein med mer gunstig
sammensetning av neringsstoffer. Analysene gjort i oppgaven ble utfert ved hjelp av kits som
er basert pa enzymatiske reaksjoner. Denne oppgaven er skrevet som en del av prosjektet
FoodProFuture, som har som mal & utvikle en kunnskapsplattform for best mulig produksjon
0g utnyttelse av norske planteressurser til sunne og attraktive produkter med hgyt innhold av
plantebasert protein. FoodProFuture gnsker en endring mot et mer plantebasert kosthold, og vil
sette sgkelys pa hvordan en kan optimalisere dyrkning av proteinrike vekster i Norge og

hvordan disse kan benyttes.
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5.1 Spiring av erter og fababgnner

Oppsettet som ble benyttet for & spire erter og fababgnner hadde tidligere kun blitt benyttet til
spiring av byggmalt, og det var derfor noe usikkerhet rundt om spireanlegget ville virke til dette
formalet. Ertene i forsgket ble spiret farst, og det ble oppdaget at mengden frg i spirebeholderne
var noe hgy, noe som kan ha fart til redusert lufttilfgrsel mellom frgene. Dermed ble mengden
fre redusert til spiring av fababgnner. Gjennomsnittlig rotlengde etter 48 timer er likevel noe
hgyere enn det som ble malt i forforsgket, noe som kan tyde pa at vekstforholdene har veert
bedre i spireanlegget. | spireanlegget ble temperaturen under spiringen kontrollert, men grunnet
overfylling av spirebeholderne ble det funnet at temperaturen var noe hgyere enn gnsket
underveis i spiringen. Det har altsa vaert noe inkonsekvens under spireprosessen, som kan ha
pavirket videre analyser. Erter og fababgnner ble spiret hver for seg, og selv om spireanlegget
hadde samme innstillinger for hver spiring kan dette ha hatt en innvirkning pa analysene.
Vekstraten avtok mellom 48 og 72 timer, noe som kan skyldes begrenset plass til vekst i
spirebeholderne. | sortene av fababgnner gkte rotlengden fra 8,6 og 7,9 mm etter 24 timer, til
henholdsvis 18,9 og 20,7 mm etter 48 timers spiring, til 25,8 og 30,7 mm etter 72 timer. | sortene
av erter var rotlengden 17,3 og 17,6 mm etter 24 timer, og gkte til henholdsvis 38,6 og 40,1 mm
etter 48 timers spiring og 53,3 og 50,8 mm etter 72 timer. Dette samsvarer med rotlengder
funnet av Setia, Dai, Nickerson, Sopiwnyk, Malcolmson et al. (2019) ved tilsvarende tidspunkt
under spiring av gule erter og fababgnner. Spiringsprosenten ble malt til 100% for hver sort i

forforsgket, noe som tyder pa at frgene brukt i oppgaven har god levedyktighet.
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5.2 Proteininnhold

Ved analyse av proteininnhold ble det funnet at det varierte noe mellom prgver av samme sort
med ulik grad av spiring, men det ble ikke funnet noen signifikant forskjell mellom dem bortsett
fra V-0, som hadde et signifikant lavere proteininnhold enn de andre prgvene av samme sort.
Dette er konsekvent med resultater funnet av Setia et al. (2019), som fant at proteininnholdet
har en tendens til & gke under spiring, men ikke med signifikante mengder. Det var derimot en
signifikant forskjell i proteininnhold mellom sortene. Vertigo hadde et gjennomsnittlig
proteininnhold pa 33,67%, Sampo pa 38,10%, Ingrid 28,15% og Astronaut pa 26,24%. Generelt
hadde prgvene et sveert hgyt proteininnhold mot det som er rapportert tidligere. Setia et al.
(2019) fant at proteininnholdet i gule erter varierte mellom 22,7% og 24,1% fra ra ert til 72
timers spiring, og 27,5% i ra fababgnne til 28% i fababgnne etter 72 timers spiring. Dette kan
skyldes at prgvene ble frysetgrket far maling av proteininnhold, noe som har fart til tilnaermet
fullstendig fjerning av vann i prgvene og en oppkonsentrering av protein. Tgrre erter har et
vanninnhold pa ca. 12,5% (Dahl et al., 2012; Tulbek et al., 2016), og i tarre fababgnner er det
rapportert et vanninnhold pa rundt 11% (Alghamdi, 2009; Crépon, Marget, Carrouée, Arese &
Duc, 2009; Etemadi et al., 2019). Det burde tas hgyde for at verdiene oppgitt her er hgyere enn
det faktiske proteininnholdet i ertene og fababgnnene benyttet i forsgket. Sortene benyttet i
oppgaven ble dyrket i 2018. Abrahamsen et al. (2017b) gjorde sortsforsgk pa samme sorter i
2017, og fant et lavere proteininnhold i samtlige av sortene benyttet enn de som ble dyrket i
2018. Dette kan skyldes endringer i temperatur, jordsmonn eller vanntilfgrsel i lgpet av
vekstsesongen i 2018 som har gitt ertene og fabab@nnene hgyere proteininnhold enn det som er
forventet. Vertigo hadde et rapportert proteininnhold i uprosesserte fababgnner pa 28,2% i
2017, mot 30,88% i 2018. Sampo hadde en gkning fra 26,1% til 36,75%. Ingrid og Astronaut
har hatt en gkning i protein fra henholdsvis 19,3% og 22,1% i 2017, til 27,75% og 26,44% i
2018. Det var rapportert lave temperaturer i 2017, mot hgye temperaturer og lite regn i 2018
(Abrahamsen et al., 2017b; FoodProFuture, 2017). Hayere proteininnhold kan dermed skyldes
mer gunstige vekstforhold. Det kommer ikke fram av rapporten til Abrahamsen et al. (2017b)
om proteininnholdet er registrert per terrstoff, men det blir nevnt av Abrahamsen, Uhlen,
Waalen og Stabbetorp (2017a) i en annen rapport at gjennomsnittlig proteininnhold per tgrrstoff
i erter er 22%, og gjennomsnittlig proteininnhold i fababgnner per tarrstoff er 30%.
Proteininnholdet i erter og fababgnner benyttet i denne oppgaven er dermed noe hgyere enn det

som er rapportert tidligere.
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5.3 Innhold av fytinsyre

Fytinsyre kan danne komplekser med enkelte mineraler og proteiner, noe som reduserer
biotilgjengeligheten av disse nearingsstoffene for mennesker og dyr som ikke produserer fytase
i fordgyelsessystemet. Belgvekster som erter og fababgnner inneholder mye fytinsyre, og et
kosthold med stort inntak av belgvekster kan derfor fare til redusert opptak og mulig mangel
av viktige mineraler og proteiner (Gemede & Ratta, 2014). Det finnes ogsa positive egenskaper
ved fytinsyre som antioksidantaktivitet, og reduksjon av risiko for kreft. Bestemmelse av
fytinsyreinnhold i et prgvemateriale kan gjeres ved hjelp av flere ulike metoder, der
jernkloridtitrering, hgypresisjonsvaeskekromatografi (HPLC), ionebyttekromatografi og NMR
46 spektroskopi er blant de mest tradisjonelle metodene. Disse er sveert avanserte og
ressurskrevende metoder, og er derfor ikke egnet for et stort kvantum av prever (McKie &
McCleary, 2016). | denne oppgaven har det blitt benyttet kit fra Megazyme, som er en enklere

metode 4 analysere fosfor og fytinsyre pa.

Sortene av fababgnner, Vertigo og Sampo, hadde et fytinsyreinnhold pa henholdsvis 1,219
g/100g DM og 1,211 g/100g DM i uprosesserte prgver. Dette samsvarer med verdiene funnet
av Elhardallou og Walker (1994), som fant at fytinsyreinnholdet varierte mellom 0,86 — 1,5%.
| en studie av Mattila, Pihlava, Hellstrom, Nurmi, Eurola et al. (2018) ble det funnet noe hgyere
innhold av fytinsyre pa 1,6 g/100g DM i hele fababgnner. Schlemmer, Frglich, Prieto og Grases
(2009) fant at fababgnner hadde et fytinsyreinnhold pa 0,51-1,77 g/100g DM avhengig av sort.

Sortene av erter, Ingrid og Astronaut, inneholdt henholdsvis 1,127 g/100g DM og 0,986 g/100g
DM fytinsyre far prosessering. Dette er noe hgyere verdier enn det som ble funnet av Khattab
og Arntfield (2009), der det ble oppdaget et fytinsyreinnhold pa 0,815 g/100g DM og 0,890
0/100g DM i henholdsvis kanadiske og egyptiske erter. Det har ogsa blitt rapportert at hele erter
har et fytinsyreinnhold pa 0,54% (Tulbek et al., 2016), som ogsa er noe lavere enn det som er
malt her. Schlemmer et al. (2009) fant at erter hadde et fytinsyreinnhold som varierte fra 0,22-
1,22 g/100g DM avhengig av sort.

Fytinsyreinnhold i fababgnner og erter kan variere som falge av klima, jordsmonn og lokasjon
(Gdala & Buraczewska, 1997). Det er derfor forventet en naturlig variasjon av fytinsyreinnhold
i fababgnner og erter, samtidig som det i andre studier har blitt brukt andre analysemetoder enn

det som er brukt i denne oppgaven.
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Spiring og koking ble observert a ha en effekt pa fytinsyreinnholdet i fababgnner. Det har veert
en gradvis nedgang i fytinsyre mellom hvert dagn i spiringsprosessen, og det har ogsa veert en
nedgang i fytinsyre fra de uprosesserte bgnnene til de som bare er blgtlagt og kokt. Etter 72
timers spiring hadde fytinsyreinnholdet blitt redusert til 0,821 g/100g DM i Vertigo og 0,957
0/100g DM i Sampo. Dette tilsvarte prosentvis nedgang pa henholdsvis 32,65% og 20,97%.
Kalpanadevi og Mohan (2013) fant at blatlegging av svarteyde bgnner i 12 timer reduserte
fytinsyreinnholdet med 31%. Spiring i 24, 48 og 72 timer reduserte fytinsyreinnholdet med
henholdsvis 38%, 79% og 86%. Blgtlegging og spiring etterfulgt av autoklavering viste seg a
ha en enda starre effekt pa fytinsyreinnholdet, med reduksjoner pa henholdsvis 71%, 96%, 98%
0g 100%. Sistnevnte prosessering kan sammenliknes med den gjort i denne oppgaven, der
freene ble kokt etter blgtlegging og spiring. Resultatene oppnadd i denne oppgaven er dermed
betydelig lavere enn de dokumentert i litteraturen. Schlemmer et al. (2009) har rapportert at
blgtlegging og spiring er en effektiv metode for & redusere fytinsyre, men at effekten varierer
mellom sorter. Vidal-Valverde, Frias, Sotomayor, Diaz-Pollan, Fernandez et al. (1998) fant at
blgtlegging ikke hadde en signifikant effekt pa fytinsyreinnholdet i fababgnner, mens
blgtlegging i sitronsyre og koking resulterte i en reduksjon i fytinsyre pa 35%, og spiring i seks
dager reduserte fytinsyreinnholdet med 45%. | en annen undersgkelse gjort av Luo, Xie og Luo
(2012) ble det oppdaget en 88% reduksjon i fytinsyre i fababgnner etter spiring i fem dager.
Det er med andre ord oppdaget stor variasjon mellom effekten av spiring pa innholdet av
fytinsyre, og det er flere faktorer som kan ha virket inn pa dette. Blant disse kan forhold ved
spiringen som temperatur, tilgang pa vann og tilgang pa oksygen ha innvirkning pa spiringen.
Kalpanadevi og Mohan (2013) steriliserte fraene far spiring ble iverksatt for a fjerne ugnskede
mikroorganismer som kan virke inn pa spiringen. Dette kan forklare hvorfor de observerte en
hay reduksjon i fytinsyre som falge av spiring i forhold til Vidal-Valverde et al. (1998) som
ikke steriliserte frgene far spiring. | denne oppgaven ble heller ikke frgene sterilisert fgr spiring,
som kan forklare en lavere reduksjon i fytinsyre enn det som er rapportert i litteraturen. Under
spiring ble det ogsa oppdaget at frgene utvidet seg mye underveis, noe som farte til at freene 1a
tett inntil hverandre og dermed reduserte luftsirkulasjonen mellom dem. Det har vert starre
prosentvis nedgang i fytinsyre hos Vertigo enn hos Sampo, til tross for at Sampo har hatt stagrre
grad av vekst under spiring. Dette kan skyldes differanser mellom sortene og hvordan fytinsyre
brytes ned under spiring for frigjarelse av fosfor. Sorten Vertigo er regnet som mellomstore til
store frg, og de er noe starre en frgene fra Sampo, men vanligvis spirer store frg fra fababgnner
raskere enn sma frg (Alghamdi, 2009). Dette har vist seg a ikke veere tilfelle i denne oppgaven,

og illustrerer hvor store forskjeller det kan vaere mellom ulike sorter innenfor samme art.
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Fytinsyreinnholdet i erter ble redusert til 0,916 g/ 100g DM i Ingrid og 0,659 ¢g/100g DM i
Astronaut etter spiring i 72 timer, som tilsvarer prosentvis nedgang pa 18,72% og 33,14%. Dette
er igjen lavere enn det som er rapportert i litteraturen om svartgyde bgnner (Kalpanadevi &
Mohan, 2013). Det har blitt rapportert en reduksjon i fytinsyreinnhold pa 63,8-70,2% i erter
som fglge av spiring (Preedy, 2015). Under spiringen av erter ble det benyttet en starre mengde
fre per spirebeholder enn ved spiringen av fababenner, og det var her det ble oppdaget
utfordringer med mengden av frg under spiring. Frgene utvidet seg mye inne i beholderen, og
dette kan ha forarsaket stagnering i vekst grunnet begrenset plass og lufttilfarsel. Dette
resulterte ogsa til en temperaturgkning i beholderne og temperaturen var derfor ikke kontrollert
under hele spiringen, noe som ogsa kan ha hatt en innvirkning pa nedbrytningen av fytinsyre.
Ved bruk av feerre frag per spirebeholder og mulig lenger spiretid kunne det mulig veert observert
en stgrre effekt av spiretid pa fytinsyreinnhold. Det later til at kombinasjonen av
prosesseringsmetodene blgtlegging, koking og spiring ikke har hatt sterre effekt pa
fytinsyreinnholdet enn det som er rapportert fra forsgk med kun spiring eller kun
varmebehandling. Grunnet utfordringer under spireprosessen er det midlertidig vanskelig a
fastsla at det ikke har veert en kombinasjonseffekt, og flere undersgkelser der frg som kun er
spiret og fre som er spiret og kokt sammenliknes er ngdvendig. Det er ogsa forskjell pa
prosentvis nedgang i fytinsyre mellom de to sortene av erter Ingrid og Astronaut, der Astronaut
har hatt en betydelig starre nedgang. Dette kan som i de ulike sortene av fababgnner skyldes

forskjeller mellom sortene og hvordan molekyler brytes ned under spiringen.

Ved statistisk analyse ble det observert at fababgnner hadde et signifikant hgyere innhold av
fytinsyre enn erter, noe som stemmer overens med funn i litteraturen. | fababgnner lagres
fytinsyre hovedsakelig i kimbladene, mens det lagres bade i kimbladet og skallet hos erter
(Tulbek et al., 2016). For a oppna starre reduksjon i fytinsyreinnhold kan derfor skallet fjernes
hos erter. Generelt sett har fababgnner et hgyere innhold av fytinsyre enn erter. Ertene har hatt
hayere grad av spiring, men det ble ikke observert signifikant forskjell i fytinsyreinnhold etter
72 timers spiring mellom fababgnnesorten Vertigo og ertesorten Astronaut. Dette illustrerer at
alle sortene har hatt forskjellig nedbrytning av fytinsyre selv om de er innenfor samme art.
Restad (2019) analyserte effekt av ekstrudering pa innholdet av fytinsyre i planteprodukter, og
fant ingen signifikant reduksjon. Det ble derimot funnet at ekstruderingsbetingelsene hadde en
signifikant effekt pa fytinsyreinnholdet. Det har ogsa blitt funnet en signifikant effekt av
ekstrudering pa fytinsyreinnhold tidligere (EI-Hady & Habiba, 2003; Kaur, Sharma, Singh &

Dar, 2013). For a benytte prosessering for a redusere innhold av fytinsyre trengs det derfor
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kunnskap om hvilke prosesser som er mest optimale, og hvilke betingelser som kreves for at

prosessen skal ha en effekt.

Metoden som er benyttet har ogsa noen svakheter som kan fare til feilestimering av
fytinsyreinnhold. Kitet fra Megazyme skiller ikke mellom fosfat frigitt fra fytinsyre (IP6) og
fosfat frigitt fra andre former myo-inositol fosfater som IP5, 1P4, IP3, IP2 og IP1 (McKie &
McCleary, 2016). Inositol heksafosfat (fytinsyre) kan under prosessering hydrolyseres til penta-
og tetrafosfater (Zdravkovic, Nikoli¢, Ilic-Stojanovic, Stanojevi¢ & Savic, 2012). IP6 og IP5
har stgrre negativ helseeffekt enn lavere former for myo-inositol fosfater fordi de har sterre
evne til & danne komplekser med kationer og proteiner. Fordi metoden fra Megazyme baserer
seg pa at alt fosfat i praven kommer fra fytinsyre, vil mengden dette overestimeres dersom noe
av fytinsyren har blitt brutt ned til lavere myo-inositol fosfater. Det er derfor mulig at innholdet
av fytinsyre har blitt mer redusert enn det som er observert her. 5-10 mg fytinsyre i det daglige
kostholdet kan redusere jernopptak med 50% (Ma, Li, Jin, Zhai, Kok et al., 2007). Praven med
minst detektert fytinsyre er A-4, som inneholder 0,6 g/100 g DM, eller 600 mg per 100g DM.
For & forhindre de skadelige effektene av fytinsyre trengs det derfor prosesser som kan redusere
innholdet ytterligere. Et plantebasert kosthold med hgyt inntak av belgvekster og andre
matvarer med hgyt innhold av fytinsyre som ngtter, frg og korn kan derfor fare til redusert
opptak av jern (Coulibaly et al., 2011).
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5.4 Innhold av galaktosyl-sukrose oligosakkarider

Galaktosyl-sukrose oligosakkarider er en gruppe oligosakkarider som er det finnes hgye
forekomster av i belgvekster (Singh et al., 2017). Dyr og mennesker mangler enzymer for &
bryte ned disse i fordgyelsessystemet. Mikroorganismer i tarmen bryter ned disse ved
fermentering, noe som farer til produksjon av gasser som CO. og metangass. Dette kan fare til
oppblasthet og mageubehag. GOS har ogsa positive helseeffekter ved at det kan virke som et
prebiotika og gi samme helsebringende effekter som kostfiber (Gemede & Ratta, 2014). Ved
bruk av hgypresisjonsvaeskekromatografi (HPLC) kan en detektere innhold av raffinose,
stakyose og verbaskose (Mattila et al., 2018). Dette er en metode som krever mye ressurser, og
er mindre praktisk ved analyse av mange prgver. | denne oppgaven er det benyttet kit fra

Megazyme, som er en enklere metode for & estimere innhold av GOS pa.

Sortene av fababgnner, Vertigo og Sampo, hadde et innhold av GOS pa henholdsvis 4,036
g/100g DM og 2,617 g/100g DM i uprosesserte prgver. Sampo hadde et betydelig lavere
innhold av GOS enn Vertigo. Innholdet av GOS i Vertigo stemmer godt overens med det som
er rapportert i litteraturen. Gdala og Buraczewska (1997) fant at totalt innhold av GOS i ulike
sorter av fababgnner rangerte fra 3,79 g/100g DM til 4,66 g/100g DM. Oboh og Burbano (2000)
fant at innholdet av GOS i ulike bgnnevarianter rangerte fra 2,830 mg/100mg DM til 3,844
mg/100mg DM. Det ble ogsd rapportert av Vidal-Valverde et al. (1998) at uprosesserte
fababgnner inneholder 3,67 g/100g DM GOS. Vertigo har et innhold av GOS som er mer likt
andre sorter av fababgnner, mens Sampo har et lavere innhold av GOS og likner mer andre

bgnnesorter.

Ertesortene Ingrid og Astronaut inneholdt henholdsvis 3,756 g/100g DM og 4,083 g/100g DM
GOS far prosessering. Kalpanadevi og Mohan (2013) fant at svarteyde bgnner inneholdt 3,86
g/100g DM GOS. | gule erter er det rapportert et noe hgyere innhold av GOS, blant annet fant
Gdala og Buraczewska (1997) at erter hadde et gjennomsnittlig innhold av GOS pa 8,42 g/100g
DM. Han og Baik (2006) fant at gule erter inneholdt 7,07 g/100g DM. Tulbek et al. (2016) fant
at hele erter inneholdt noe mindre GOS, med et detektert innhold pa 6,16%. Ingrid og Astronaut
inneholder mindre GOS enn det som er rapportert i litteraturen.

Det er forventet noe variasjon i innhold av GOS i fababgnner og erter som fglge av sort, klima
og vekstforhold. | dette tilfellet var innholdet lavere enn det som er rapportert i litteraturen.
Dette kan skyldes at kitet fra Megazyme som ble benyttet kun maler innhold av raffinose i

prevene. Andre a-galaktosider i prgven som stakyose og verbaskose hydrolyseres ogsé av a-
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galaktosidase, men blir ikke regnet med i metoden. Totalt innhold av GOS vil dermed bli noe
underestimert, og mest sannsynlig er det totale innholdet av GOS malt i denne oppgaven lavere
enn det reelle innholdet i pravene. I litteraturen er det benyttet andre metoder for a detektere
GOS, og her er det ogsa rapportert varierende innhold av de tre oligosakkaridene raffinose,
stakyose og verbaskose. Stakyose og verbaskose har hgyere molekylvekt enn raffinose, sa med
dette i beregningen er det detekterte innholdet av GOS i denne oppgaven underestimert. Vidal-
Valverde et al. (1998) fant at fababgnner kun inneholdt 0,28 ¢g/100g DM raffinose, og
henholdsvis 1,10 g/100g DM og 2,29 g/100g DM stakyose og verbaskose. Tulbek et al. (2016)
observerte at erter inneholdt 0,82% raffinose, og henholdsvis 1,62% og 3,72% stakyose og
verbaskose. Khattab og Arntfield (2009) fant at kanadiske og egyptiske erter inneholdt i
gjennomsnitt 1,38 g/100g DM verbaskose, 1,87 g/100g DM raffinose og 2,44 g/100g DM
stakyose. Forholdet mellom de tre oligosakkaridene varierer mellom sort, og for a best mulig
kunne si noe om totalt innhold av GOS trengs det mer ngyaktige metoder som HPLC for & male

innholdet av alle oligosakkarider til stede i prgvematerialet.

Spiring og koking har hatt stor innvirkning pa innholdet av GOS i prgvene. Samtlige av sortene
bade av fababgnner og erter viser over 96% nedgang i GOS etter 72 timers spiring. Sortene av
fababgnner Vertigo og Sampo hadde et innhold av GOS pa henholdsvis 0,122 g/100g DM og
0,046 g/100g DM etter 72 timers spiring. Sortene av erter, Ingrid og Astronaut har etter 72
timers spiring oppnadd reduksjon av GOS til henholdsvis 0,117 g/100g DM og 0,048 g/100g
DM. Etter kun blgtlegging og koking har innholdet av GOS nesten halvert i samtlige sorter, noe
som ogsa ble funnet i andre belgvekster (Han & Baik, 2006; Khattab & Arntfield, 2009). Dette
kan skyldes at GOS lgses i vannet og blir skylt ut av frgene (Ibrahim et al., 2002). Kalpanadevi
og Mohan (2013) har rapportert at stakyose og verbaskose ble 100% redusert etter 72 timers
spiring og autoklavering, mens raffinose kun hadde en reduksjon pa 88% i svartgyde bgnner..
Vidal-Valverde et al. (1998) fant liknende resultater i fababgnner, der stakyose og verbaskose
hadde blitt redusert 100%, mens raffinose hadde hatt en reduksjon pa kun 12%. lbrahim et al.
(2002) fant at bade raffinose og stakyose hadde en reduksjon pa 100% etter kun 48 timers
spiring i svartgyde bgnner. Dette kan tyde pa at stakyose og verbaskose hydrolyseres av o-
galaktosidase videre til raffinose, og at det er mer raffinose enn stakyose og verbaskose i
prgvene som har spirt lengst. Det kan antas at Megazyme-metoden vil gi mer ngyaktige
estimater av GOS i prgvene som har spirt lenger, ettersom det muligens er en hgyere andel av
raffinose enn stakyose og verbaskose i disse prgvene, og denne metoden baserer seg pa

beregning av raffinose-innholdet. Det er derimot en feilkilde at verdiene malt i prevene spirt i
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72 timer er sveert lave, og ligger pa nedre grense mellom 12-250 pg raffinose som burde innga
i reaksjonen for & gi ngyaktige resultater (Megazyme, 2014). For & bedre kunne sammenlikne
og analysere effekten av spiring og koking trengs mer ngyaktige metoder for & male GOS, men
ved sammenlikning av resultater oppnadd i litteraturen viser likevel resultatene god

overensstemmelse.

Ved statistisk analyse ble det observert at fababgnnesorten Sampo hadde et signifikant lavere
innhold av GOS enn fababgnnesorten Vertigo og ertesortene Ingrid og Astronaut. Spiringen
hadde samme effekt pa alle sortene, og etter 48 timers spiring hadde alle sortene hatt en
reduksjon av GOS til under 0,350 g/100g DM. Dette kan tyde pa at spiring og koking er en
effektiv mate a redusere innholdet av GOS i belgvekster pa, og den har vist seg effektiv pa flere
ulike sorter av bade fababgnner og erter. Rgstad (2019) undersgkte ogsa effekt av ekstrudering
pa innhold av GOS i planteprodukter, og fant at ekstrudering ikke var effektivt for & redusere
GOS. Det har blitt rapportert at varmebehandling kan redusere innholdet av GOS, men at
direkte varmebehandling er mindre effektivt enn koking (Moussou, Corzo-Martinez, Sanz,
Zaidi, Montilla et al., 2017). Dette tyder pa at tilstedeveerelsen av vann er ngdvendig for a lgse

opp og fjerne GOS fra prevematerialet.

Det er svakheter ved metoden til Megazyme, og en av dem kan vere at ettersom NAD*
oksiderer B-D-Galaktose fra raffinose, stakyose og verbaskose, kan det ta noe tid for reaksjonen
stabiliserer seg. Hvis omdanningen av D-galaktose ikke er fullfert etter 20 minutter ved 40°C
kan det bety at interferens har funnet sted (Megazyme, 2017). Det vil si at det er stgrre mengder
stakyose og verbaskose til stede som gjgr at reaksjonen bruker lenger tid pa a stabilisere seg.
Her ble det ikke observert gkning i absorbans etter 20 minutter, noe som kan tyde pa at
reaksjonen har stabilisert seg raskt og at det hovedsakelig er raffinose til stede i reaksjonen.
Dette kan derimot ikke konstateres uten narmere undersgkelser av innholdet av stakyose og

verbaskose i prevene.
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5.5 Oppsummering

| denne oppgaven ble det analysert for innhold av fytinsyre og galaktosyl-sukrose
oligosakkarider i ulike sorter av erter og fababgnner med ulik grad av prosessering i form av
blgtlegging, koking og spiring. Sortene av fababgnner som ble benyttet var Vertigo og Sampo,
sortene av erter var Ingrid og Astronaut. Under spiringen viste det seg at ertene spirte raskere
enn fababgnnene. Spiring og koking hadde ingen signifikant innvirkning pa proteininnhold i
noen av prgvene. Pa generell basis var proteininnholdet hgyere enn det som tidligere er blitt

rapportert for fababenner og erter.

Undersgkelse av fytinsyre viste at spiring i 72 timer har en signifikant effekt i samtlige sorter,
men at effekten av spiring og koking varierte mellom hver sort. Erter inneholdt betydelig
mindre fytinsyre (1,13% og 0,99% DM) enn fababgnner (1,22 og 1,21% DM). Kitet fra
Megazyme for analyse av totalt fosfor og beregning av fytinsyre viste seg a gi sammenliknbare
resultater mot mer avanserte metoder for a analysere fytinsyre. | fababgnner ble det ikke
observert noen signifikant forskjell i fytinsyreinnhold fer etter 72 timer, mens i erter var det
signifikant forskjell etter 24 timers spiring (Ingrid) og etter kun blgtlegging og koking
(Astronaut). En sort av fababgnne og én sort av ert hadde starre prosentvis nedgang enn de
andre sortene, Vertigo (32,65%) og Astronaut (33,14%). Sampo og Ingrid hadde hatt lavere
prosentvis nedgang (20,97% og 18,72%)

Ved analyse av GOS ble det vist at Sampo hadde et signifikant lavere innhold (2,62%) enn de
andre sortene (Vertigo 4,04%, Ingrid 3,78%, og Astronaut 4,10%). Etter 72 timers spiring hadde
innholdet av GOS minket med over 96% for samtlige av sortene. Det var ogsa en signifikant

nedgang i GOS etter kun blgtlegging og koking i alle sortene.

Basert pa resultatene i denne oppgaven kan det konkluderes med at innholdet av fytinsyre og
GOS i erter og fababgnner kan reduseres ved spiring og koking, og dette samsvarte med funn

gjort i litteraturen.
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6. Til ettertanke og videre forskning

Oppsettet som ble benyttet for & spire erter og fababgnner hadde tidligere kun blitt benyttet til
spiring av byggmalt, og det var derfor noe usikkerhet rundt om spireanlegget ville virke til dette
formalet. Ertene i forsgket ble spiret farst, og det ble oppdaget at mengden frg i spirebeholderne
var for hgy. Dermed ble mengden frg redusert til spiring av fababgnner, men ogsa dette var en
for hgy mengde for spiringsanlegget. Det ble gjort et gjentak av hver spiring, og resultatene
viste god korrelasjon mellom gjentakene. Det var signifikante forskjeller i rotlengde mellom
hver spiringstid, men rotlengde hadde tilsynelatende ikke noen signifikant effekt pa
nedbrytning av fytinsyre og GOS i prevene. Spiretiden hadde derimot en signifikant effekt for
alle prgvene, og det kan sees en tydelig korrelasjon mellom spiretid og reduksjon i bade
fytinsyre og GOS.

Kokevannet fra prosesseringen ble tatt vare pa, men ikke analysert i denne oppgaven. Det kan
vaere interessant a undersgke den kjemiske sammensetningen av dette kokevannet, for & fa et
mer sammenhengende bilde av hvilke naringsstoffer og antinaringsstoffer som blir fjernet med
vannet i prosessen av blgtlegging, spiring og koking.

Metoden som ble benyttet for analyse av fytinsyre er ikke best egnet for prosesserte produkter.
Fytinsyre blir brutt ned til lavere former for myo-inositol fosfater, men metoden fra Megazyme
skiller ikke mellom fosfat fra disse og fosfat fra fytinsyre. Det er en mulighet for at det finnes
noen av disse myo-inositol fosfatene i pravene, ettersom de har gjennomgatt prosessering.
Fytinsyreinnholdet i pragvene kan derfor veere noe overestimert, og her burde det benyttes andre
metoder som HPLC eller ionebyttekromatografi for a gi et mer ngyaktig anslag av
fytinsyreinnhold og mulig innhold av lavere myo-inositol fosfater etter blatlegging, spiring og
koking.

Metoden som ble benyttet for analyse av galaktosyl-sukrose oligosakkarider i pravene beregner
kun innholdet av raffinose i prevene, sa resultatene kan ikke overfares fullstendig for innhold
av GOS. Andre oligosakkarider som stakyose og verbaskose har hgyere molekylvekt enn
raffinose, og ved a overfgre innhold av raffinose til innhold av GOS vil dette veere noe
underestimert. Her burde det benyttes andre metoder som for eksempel HPLC for a undersgke
i detalj mengden av de spesifikke oligosakkaridene. Det kunne vart interessant a se hvordan

innholdet av hvert oligosakkarid ble pavirket underveis i spiringsprosessen.

Til videre forskning hadde det vert gnskelig a undersgke hvordan spiring og koking kan pavirke

innholdet av andre antinaringsstoffer som proteaseinhibitorer, lektiner, tanniner, saponiner og
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alkaloider i belgvekster. Det vil veere en fordel a kartlegge innhold av flere antinaringsstoffer
for & fa en bedre forstaelse av hvordan spiring, blgtlegging og koking pavirker
antingringsstoffer i belgvekster, og om dette er en gunstig prosesseringsmetode. Spiring kan
redusere innholdet av antineeringsstoffer, og det kan ogsa veere interessant a undersgke hvordan
denne prosesseringen vil virke inn pa funksjonelle egenskaper som skumdannelse, geldanning,
vannbinding og proteinlgselighet for & nevne noen. Hensikten med denne oppgaven er a
kartlegge hvordan antineeringsstoffinnholdet i belgvekster kan reduseres for a benytte mer
plantebasert protein i fremtiden. Til slike formal er de fysiske og kjemiske egenskapene til
belgvekstene viktig a tilegne seg kunnskap om, samt hvordan de kan sammenliknes med
funksjonelle egenskaper i uprosesserte belgvekster. Det vil ogsa veere hensiktsmessig a
undersgke om blgtlegging, spiring og koking har en innvirkning pa fordgyelsen av erter og
fababgnner. Ved analyse av fordeyelse av disse prevene kan det observeres om innholdet av
forskjellige antinaringsstoffer pavirker fordgyelsen. Prgvene benyttet er mel fremstilt av hele
erter og fababgnner, og kunne blitt benyttet i in vitro fordgyelse i form av et ferdig produkt
ment for konsum. Pa denne maten kunne det blitt observert om fytinsyreinnholdet har en effekt
pa opptak av mineraler i fordgyelsen. Fermentering av produktene kunne ogsa avdekket om
redusert innhold av GOS vil gi lavere produksjon av gasser og dermed potensielt redusert

ubehag ved hgyt inntak av belgvekster.
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Vedlegg

Oversikt over vedlegg

Vedlegg 1:
Vedlegg 2:
Vedlegg 3:
Vedlegg 4:
Vedlegg 5:
Vedlegg 6:
Vedlegg 7:
Vedlegg 8:

Vedlegg 9:

Enveis ANOVA: rotlengde ~ spiretid

Enveis ANOVA: protein ~ spiretid og protein ~ sort
Toveis ANOVA: protein ~ sort:spiretid

Enveis ANOVA: fytinsyre ~ spiretid og fytinsyre ~ sort
Toveis ANOVA: fytinsyre ~ sort:spiretid.

Enveis ANOVA: GOS ~ spiretid og GOS ~ sort

Toveis ANOVA: GOS ~ sort:spiretid.

Innhold av fosfor og fytinsyre.

Innhold av raffinose og D-galaktose.



Vedlegg 1: Enveis ANOVA: rotlengde ~ spiretid.

Df Sum Sg Mean Sg F wvalue Pr (>F)

Sort 11 51369 4670 297.3 <2e-1lg ***
Residuals 228 3581 le
Signif. codes: ¢ '***' Q.001 *'**' Q.01 **' Q.05 "." 0.1 " " 1

Tukey's HSD
Alpha: 0.05

Mean Gl G2 G3 G4 G5 Gé
Ingrid 72t 53.25 2
Astronaut 72t 50.80 A

Astronaut 48t 40.10 B

Ingrid 48t 38.55 B

Sampo 72t 30.70 Cc

Vertigo 72t 25.75 D

Sampo 48t 20.65 E
Vertigo 48t 18.90 E
Astronaut 24t 17.45 E
Ingrid 24t 3725 E
Vertigo 24t 8.60 F
Sampo 24t 7.90 F

Figur A. Output fra enveis ANOVA i R Commander, rotlengde ~ spiretid, samt fra pdfolgende Tukey
test.



Vedlegg 2: Enveis ANOVA: protein ~ spiretid og protein ~ sort.

Df Sum Sq Mean Sq F wvalue Pr (>F)
Spiretid 4 2.3 2.086 0.07% 0.988
Residuals 31 815.1 26.292

Df Sum Sg Mean 5gq F wvalue Pr (>F)

SCORT 3 782.5 260.83 204 <2e-1l6 **%
Residuals 32 40.9 1.28
S5ignif. codes: O '**%' (§,001 "*** Q.01 '*" 0.05 '." 0.1 " " 1
Linear Hypot‘.heses:

Lower Center Upper Std.Err t value P(>t)
ASTRONAUT-INGRID -2.8856 -1.9144 -0.9433 0.3395 -5.64 0.000196 ***
ASTROMAUT-SAMPO -12.8179 -11.8467 -10.8755 0.3395 -34.90 2.32e-14 #*#+
LSTRCOMAUT-VERTIGO -8.4001 -7.4289% -£.4577 0.3395 -21.89 1.67e-12 #*#x
INGRID-SAMPO -10.9034 -9.,9322 -8.9610 0.3395 -29.26 3.032-14 #*#=
INGRID-VERTIGO -6.4856 -5.5144 -4.5433 0.3395 -16.25 1.242-10 *#+*
SAMPO-VERTIGO 3.4466 4.4178 5.3890 0.3395 13.01 3.55e-09 **#
Signif. codes: 0 '**%' Q0,001 '**' Q.01 '*' 0.05 '.' 0.1 " ' 1
(Adjusted p wvalues reported —-- single-step method)

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

Mean Gl G2 G3 G4

SAMPO 38.08556¢ A

VERTIGO 33.66778 B
INGRID 28.15333 c
ASTRONAUT 26.23889 D

Figur B. Output fra enveis ANOVA i R Commander, protein ~ spiretid, samt enveis ANOVA og
pafalgende Tukey test for protein ~ sort.



Vedlegg 3: Toveis ANOVA: protein ~ sort:spiretid.
Anova Table (Type II tests)

Response: PROTEIN.

Sum Sq Df F wvalue Pr (>F)
SORT T782.49 3 503.0058 4.878e-16 **«x
Spiretid 8.34 4 4.0222 0.01914¢6 ~
SORT:Spiretid 24.27 12 3.9006 0.006394 =«
Residuals 8.30 16

Signif. codes: O '*%%' Q,001 ***' Q.01 "'*#' Q.05 '." 0.1 " " 1

Mean Gl G2 G3 G4 G5 G6

SAMPO: 2 39.035 A
SAMPO: 3 38.630 A
SAMPO: 4 38.500 A
SAMPO: 1 36.845 A
SAMPO: 0 36.750 A

VERTIGO:4 34.435
VERTIGO:1 34.315
VERTIGO:3 33.970
VERTIGO:2 33.345
INGRID:1 29.720
INGRID:2 28.440
INGRID:O 27.750
INGRID: 4 27.375
ASTRONAUT:2 27.345
INGRID:3 27.280
ASTRONAUT:1 26.755
ASTRONAUT:0 26.440
ASTRONAUT:3 25.845
ASTRONAUT:4 24.910

W oW o m
Qo000

L i B i B B e B
=t
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Figur C. Output fra enveis ANOVA i R Commander, protein ~ sort:spiretid, samt fra pafalgende Tukey
test.



Vedlegg 4: Enveis ANOVA: fytinsyre ~ sort og fytinsyre ~ spiretid.

Df Sum S5g Mean 5g F valus Pr (>F)
Sort 3 1.418 0.472¢ 22.53 1.33e-11 #**=%
Residuals 118 2.475 0.0210

Signif. codes: (0 '*%%x* (g _QQl1 ****' Q.01 *** Q.05 *.* 0.1 * "' 1
mean sd data:n
Astronaut 0.7972667 0.1734462 30
Ingrid 0.9801935 0.1333538 31
Sampo 1.0%10000 0.1188874 30
Vertigo 1.0211613 0.148244% 31
Df Sum 5gq Mean 5g F wvalues Pr (>F)
Spiretid 4 1.169 0.29225 12.55 0.0000000157 ==«

Resziduals 117 2.724 0.02328

Signif. codes: (¢ ‘'#**=' Q,001 '**' Q.01 '*" Q.05 '." 0.1 * ' 1
mean sd data:n
0 1.1357500 0.1182869 1é
1 1.0446667 0.1312151 30
2 0.9868261 0.1466798 23
3 0.9147000 0.1658410 30
4 0.8278261 0.1838620 23
Lower Center Uppex Std.Err t value P(>t)
0-1 -0.033219 0.091083 0.215386 0.044862 2.030 0.25816e
0-2 0.0249622 0.148924 0.273226 0.044862 3.320 0.01037 *
0-3 0.096748 0.221050 0.345352 0.044862 4.927 0.0000270542 ***
0-4 0.183622 0.307924 0.432226 0.044862 6.864 0.0000000034 *wx
1-2 -0.066462 0.057841 0.182143 0.044862 1l.289 0.69830
1-3 0.005¢664 0.129967 0.254269 0.044862 2.897 0.03569 *
1-4 0.092538 0.216841 0.341143 0.044862 4.834 0.0000400525 **=*
2-3 -0.05217¢ 0.072126 0.1%6428 0.044862 1l.608 0.49550
2-4 0.03469%8 0.15%000 0.283302 0.044862 3.544 0.00505 ==
3-4 -0.037428 0.086874 0.211176 0.044862 1.936 0.30407
Signif. codes: O "**** @§,001 "**' Q.01 "*" Q.05 "." 0.1 * " 1

Tukey's HSD
Alpha: 0.05

Mean Gl G2 G3 G4
1.1357500
1.0446€€7
0.9868261
0.9147000
0.8278261

o
w w

[y

[ T S
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Figur D. Output fra enveis ANOVA i R Commander, fytinsyre ~sort, samt enveis ANOVA og pdfglgende
Tukey test for fytinsyre ~ spiretid



Vedlegg 5: Toveis ANOVA: Fytinsyre ~ sort:spiretid.

Anova Table (Type II tests)

Response: Fytinsyre.g.1l00g

Sum Sq Df F value Pr (>F)
Sort 1.35831 3 37.2276 2.470e-16 ***
Spiretid 1.10960 4 22.8083 1.76%9e-13 ***
Sort:Spiretid 0.12497 12 0.8562 0.5931
Residuals 1.24055 102
Signif. codes: O '***' 0,001 ***' Q.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

Mzan Gl G2 3 G4 E5 Ge &7

Vertigo:0 1.2192500 A
Sampo:0 1.2107500 A
Sampo:l 1.1677500 A B
Ingrid:0 1.1275000 A B C
Sampo:2 1.1058000 A B C D
Vertigo:1l 1.0751250 A B C D
Ingrid:1 1.0665000 A B C D
Sampo:3 1.0392857 A B C D E
Vertigo:2 1.0241le67 A B C D E
Vertigo:3 0.9910000 A B C D E
Astronaut:0 0.9855000 A B C D E
Sampo:4 0.9568333 B C D E
Ingrid:2 0.9398750 BE C D E
Ingrid:3 0.9221250 C D E F
Ingrid:4 0.9162000 C D E F
Astronaut:2 0.8760000 D E F G
Astronaut:l 0.8747500 D E F G
Vertigo:4 0.8210000 E F G
Astronaut:3 0.694428¢ F G
Astronaut:4 0.6590000 G

Figur E. Output fra enveis ANOVA i R Commander, fytinsyre ~ sort:spiretid, samt fra pafglgende Tukey
test.
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Vedlegg 6: Enveis ANOVA: GOS ~ sort og GOS spiretid.

Df Sum Sqg Mean Sg F value Pr(>F)
Sort 3 2.38 0.794% 0.524 0.668
Residuals 68 103.23 1.5181

mean sd data:n
Astronaut 1.1296667 1.4510786 18
Ingrid 1.24962778 1.2635923 18
Sampo 0.7917222 0.83659314 18
Vertigo 1.2232222 1.2920925 18

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F)
Spiretid 4 ©7.25 24.311 194,77 <2e-1lg **%
Residuals &7 8.37 0.125

Signif. codes: O '#*%*' Q,001 ***' Q.01 "*' 0,05 *.' 0.1 * * 1
mean sd data:n
0 3.6228750 0.64691608 8
1l 2.0715000 0.44063379 le
2 0.7746250 0.38883602 16
3 0.1990000 0.11986214 1lé
4 0,0831875 0.05323435 le
Lower Center Upper S5td.Err t wvalue B(>t)
- 1.1677 1.5514 1.9%351 0.1369% 11.335 < 2e-16 **x
- 2.4645 2.8483 3.2320 0.1369 20.810 < 2e-16 **x%
- 3.0402 3.4239% 3.8076¢ 0.1369% 25.015 < 2e-16 *xx
- 3.1560 3.5397 3.9234 0.1369 25.86l1 < 2e-16 *xx
0.9132 1.29%6% 1.6806 0.1369 9.475 < 2e=lg **%
- 1l.4888 1.8725 2.2562 0.1369 13.681 < 2e=lg **%

1.6046 1.9883 2.3720 0.1369 14.527 < 2e-16 ***
0.1%1% 0.5756 0.9593 0.136%9 4.206 0.000733 #*w»
0.3077 0.6914 1.0752 0.1369 5.052 0.0000348 #*»»
-0.2679 0.1158 0.495%5 0.1369 0.84¢ 0.915075

WNNHI—'ITOOOO
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Signif. codes: 0 '***' Q,001 '**' Q0,01 "*' 0,05 '.," 0.1 * "' 1
Tukey's HSD
Alpha: 0.0

Mean Gl G2 G3 G4

0 3.6228750 A

1 2.0715000 B

2 0.7746250 c

3 0.1%90000 D
4 0.0831875 D

Figur F. Output fra enveis ANOVA i R Commander, GOS ~ sort, samt enveis ANOVA og pdfglgende
Tukey test for GOS ~ spiretid
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Vedlegg 7: Toveis ANOVA: GOS ~ sort:spiretid.

Anova Table (Type II tests)

Response: Raffinose.g.l1l00g

Sum Sg Df F wvalue Pr (>F)
Sort 2.385 3 45.899 1.21%e-14 *=*=*
Spiretid 97.245 4 1403.849 < 2.2e-1l6 **%*
Sort:S5piretid 5.083 12 24.458 < 2.2e-1lg **%*
Residuals 0.901 52

Signif. codes: O '***' Q,001 '**' Q.01 '*' Q.05 "." 0.1 ' "' 1

Mean Gl G2 G3 G4 G5 Ge&
Astronaut:0 4.08300 A
Vertigo:0 4.03e00 A

Ingrid:0 3.75550 A

Sampo:0 2.61700 B

Astronaut:l 2.47450 B C

Ingrid:1 2.28300 B C
Vertigo:1l 2.09900 c

Sampo:l 1.42950 D
Ingrid:2 1.17225 D
Vertigo:2 1.08850 D
Sampo:2 0.44825 E
Astronaut:2 0.38950 E F
Sampo:3 0.33050 E F
Vertigo:3 0.17700 E F
Ingrid:3 0.15875 E F
Astronaut:3 0.12975 E F
Vertigo:4 0.12200 E F
Ingrid:4 0.11650 E F
Astronaut:4 0.04825 F
Sampo:4 0.04600 F

Figur G. Output fra enveis ANOVA i R Commander, GOS ~ sort:spiretid, samt fra pafglgende Tukey
test.
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Vedlegg 8: Innhold av fosfor og fytinsyre

Tabell A. Gjennomsnittlig innhold av fosfor (9/100g DM) og fytinsyre (g/100g DM) i praver av blgtlagte
og kokte erter og fababgnner med ulik spiretid, samt kontroll med uprosessert erte — og bgnnemel.

Sort Spiretid Fosfor g/100g DM Fytinsyre g/100g DM
Kontroll 0,344 + 0,009 1,219 + 0,033
ot 0,303 £ 0,029 1,075+ 0,101
Vertigo 24t 0,289 + 0,031 1,024 + 0,110
48t 0,279 £ 0,025 0,991 + 0,090
72t 0,232 + 0,040 0,821+ 0,141
Kontroll 0,341 + 0,053 1,211 + 0187
ot 0,329 £ 0,016 1,168 + 0,058
Sampo 24t 0,312 + 0,032 1,106 £ 0,114
48t 0,293 + 0,020 1,039 + 0,072
T2t 0,270 + 0,032 0,957 £ 0,113
Kontroll 0,318 + 0,039 1,127 + 0,137
Ot 0,301 + 0,018 1,066 = 0,064
Ingrid 24t 0,265 + 0,047 0,940 + 0,168
48t 0,260 + 0,014 0,922 + 0,051
72t 0,258 + 0,031 0,916 £ 0,110
Kontroll 0,278 + 0,007 0,986 + 0,025
Ot 0,247 £ 0,016 0,875 + 0,055
Astronaut | 24t 0,247 + 0,022 0,876 + 0,077
48t 0,196 + 0,051 0,695+ 0,181
T2t 0,186 + 0,053 0,659 + 0,188



Vedlegg 9: Innhold av raffinose og D-galaktose

Tabell B. Gjennomsnittlig innhold av raffinose (9g/100g DM) og D-galaktose (g/100g DM) i praver av
blgtlagte og kokte erter og fababgnner med ulik spiretid, samt kontroll med uprosessert erte — og
bgnnemel.

Sort Spiretid Raffinose g/100g DM D-Galaktose/100g DM
Vertigo | Kontroll 4,036 £ 0,012 0,001 + 0,048
ot 2,099 + 0,002 0,022 + 1,328
24t 1,089 + 0,009 0,024 £ 0,033
48t 0,177 £ 0,033 0,001 + 0,030
72t 0,122 + 0,016 0,005 + 0,104
Sampo Kontroll 2,617 + 0,021 0,039+ 0,678
Ot 1,430 = 0,006 0,016 + 0,185
24t 0,448 + 0,004 -0,003 + 0,256
48t 0,331 + 0,003 0,001 + 0,215
72t 0,046 + 0,006 0,002 + 0,605
Ingrid  Kontroll 3,756 + 0,004 0,007 £ 0,185
ot 2,283 + 0,005 -0,002 £+ 0,018
24t 1,172 + 0,009 0,026 + 0,115
48t 0,159 + 0,033 -0,009 + 0,004
T2t 0,117 + 0,009 -0,004 + 0,086
Astronaut = Kontroll 4,083 £ 0,001 -0,018 + 0,015
ot 2,475+ 0,070 0,057 £ 0,008
24t 0,390 + 0,009 0,026 + 1,814
48t 0,130 + 0,002 0,009 + 0,030
T2t 0,048 + 0,010 0,027 + 0,752
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