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Sammendrag

Fenoliske komponenter som flavonoler og fenoliske syrer finnes i de fleste vaskulzaere planter, og er
en integrert del av et menneskets kosthold. Studier har vist at fenoler har hgy kjemisk antioksidant
aktivitet, og det er i tillegg vist at noen fenoler har positiv helseeffekt. Imidlertid er bade mengden
som inntas og biotilgjengeligheten av disse komponentene viktig for & oppna den gunstige effekten.
Maten vi spiser blir som oftest behandlet i en eller annen form, og for omfattende prosessering
inkludert varmebehandling, kan skade komponentene. Selv om forbruket av prosessert mat er
gkende, er det fremdeles liten informasjon om hvordan disse helsefremmende komponentene blir

bevart under ulike prosesseringer og lagring.

| denne oppgaven er fokuset rettet mot de norske ravarene brokkoli (Brassica oleracea ssp. Italica) og
bygg (Hordeum vulgare L.), som er rike pa fenoliske komponentene. Oppgaven tar for seg effekten av
prosessering, varmebehandling og lagring pa innholdet av frie og bundne fenoler.

Det ble benyttet bade industrielle kokemetoder og vanlige tilberedningsmetoder pa enkeltravarene,
og i tillegg ble brokkoli og bygg satt sammen med laks som et eksempel maltid. Brokkolien ble lagret
over 18 dager, og maltidet over ni dager. Hensikten var a se i hvilken grad behandlingene bevarte
fenolene, og sammenligne behandlingene mot hverandre. Det eksperimentelle arbeidet inkluderer
analyse av flavonoler og fenoliske syrer, antioksidantkapasitet (FRAP) og totale fenoler (Folin-

Ciocalteau’s metode).

De ulike varmebehandlingene viste ulik effekt pa innholdet av fenoler. Kokemetoder som benyttet
mindre vann og kortere koketid bevarte stgrst andel av fenolene i brokkoli. Koking av bygg viste at
stort vannvolum fgrte til tap av fenoler ut i kokevann. Kjglelagring av varmebehandlet brokkoli over
18 dager, hadde ingen effekt pa flavonoler eller fenoliske syrer, og komponentene viste god stabilitet
under lagringen. Det var heller ingen signifikant effekt av lagring pa det hele maltidet (laks, brokkoli
og bygg) ved ni dager, men mikrovarming gkte innholdet av bundne fenoliske syrer i brokkoli. Da det
i tillegg var et stabilt bakterieniva fra seks til ni dager, ble det konkludert med at lagringstiden kunne

forlenges ytterligere med tanke pa disse to ravarene.
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Abstract

Phenolic components such as flavonols and phenolic acids are found in most vascular plants, and are
an integral part of human diet. Studies have shown that phenols have high chemical antioxidant
activity in vitro. It is also shown that some phenols have health benefits. However, both the amount
consumed and the bioavailabilities of these components are important to achieve possible beneficial
effects. Most foods are usually heat treated before consuming, and extensive processing may
damage these food components. Although the consumed volume of industrially processed foods is
increasing, there is still inadequate information on how healthy food components are preserved by

various processing methods and storage.

In this paper, the focus is directed towards Norwegian raw material, broccoli (Brassica oleracea ssp.
italica) and barley (Hordeum vulgare L. var), witch are good sources of phenolic components. The
thesis examines the effect of processing including heat treatment and storage on the content of free
and bound phenols. Both industrial cooking methods and conventional cooking methods where used
on the individual ingredients, and in addition, broccoli and barley combined with salmon as a
complete meal. Broccoli was stored for18 days, and the meal for nine days. The purpose was to see
to what extent the treatments preserved phenolics, and compare treatments against each other. The
experimental work includes the analysis of flavonols and phenolic acids, antioxidant capacity (FRAP)

and total phenols (Folin-Ciocalteau's method).

The different heat treatments showed different effects on the content of phenols. Cooking methods
that use less water and shorter cooking time preserved the highest proportion of phenolics in
broccoli. Cooking with a large volume of water led the loss of phenols from barley into the boiling
water. Cold storage for at least 18 days of heat-treated broccoli had no effect on the content of
flavonols and phenolic acids.There was no significant effect of nine days storage on the whole meal
(raw salmon, raw broccoli and boiled barley), but micro-heating increased the content of bound
phenolic acids in broccoli. When the bacterial levels were found acceptable after nine days, it was

concluded that the storage time could be further extended in terms of these two ingredients.
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Forkortelser

CA Kaffesyre (caffeic acid)

DMSO Dimetylsulfoksid

FA Ferulsyre (Ferulic acid)

FRAP Antioksidantkapasitet (Ferric Reducing
Antioxidant Power)

MeOH Metanol

MilliQ Dobbelt destillert ionebyttet vann

p- CA p- kumarinsyre (p- Coumaric acid)

SA Sinapinsyre (Sinapic acid)

TPTZ 2,4,6-tripyridyl-s-triazine
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1 Bakgrunn

1.1 Innledning

Et sunt kosthold legger grunnlaget for en god helse. For & sikre et helsegunstig kosthold i
befolkningen, blir det gitt ut offentlige anbefalinger. Alle anbefalinger inkluderer a gke inntak av frukt
og grgnnsaker, samt hgyere inntak av helkorn. Bade frukt, grennsaker og helkorn er viktige kilder til
naeringsstoffer som vitaminer, mineraler og fiber, men ogsa andre biologiske aktive komponenter
som er gunstig for helsen. Komponentene kalles bade enkle fenoler og polyfenoler, og er
forbindelser som er svaert utbredt i planteriket. Interessen for de helsefremmende komponentene
har gkt de senere arene, og skyldes hovedsakelig av deres potensielle helsefremmende virkning i

kroppen (kapittel 1.3-1.4).

Helkorn ma prosesseres for a danne et spiselig produkt, og som oftest blir grennsaker ogsa behandlet
i en eller annen form. Det kritiske spgrsmalet som vier mange forskeres interesse er i hvilken grad
behandlingene pavirker de helsefremmende komponentene.

Varmebehandling er ansett til 8 ha en negativ effekt pa naeringsstoffer, men ulike metoder har vist
seg a ha ulik effekt [Yuan et al.,, 2009; Turkmen et al., 2005]. Bade kjemisk sammensetning og
biotilgjengelighet av komponentene kan bli endret under varmebehandling. Hva som skjer med enkle
fenoler og polyfenoler under ulike prosesseringstrinn er det fremdeles liten informasjon om.
Komponentene er ustabile og sensitive for varme, og kan lett gjennomga endringer under

behandling.

Tilsynelatende vil prosessering av mat gke inntak av naringsstoffer. Industrien bruker prosessering
som blant annet avskalling og maling av korn til 4 lage produkt som kan tilsettes supper, grot, brgd,
osv. Fryselagring er en annen teknikk benyttet pa grgnnsaker, som forlenger holdbarheten pa
produktene og samtidig gjgr dem tilgjengelige aret rundt. Kokemetoder som "sous vide" lager retter,
som raskt og enkelt kan tilberedes i hjemmet. Forbruket av ferdigprosesserte matretter gker stadig.
Ved 3 studere de ulike varmebehandlingenes evne til 3 bevare helsefremmende komponenter som
enkle fenoler og polyfenoler, kan det hjelpe industrien og forbrukerne til & velge den optimale

kokemetoden (1.7-1.9, 1.10.2).
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1.2 Formdlet med oppgaven

Denne oppgaven er en del av et stgrre prosjekt som pagar ved Nofima AS.

Prosjektet “Det sunne maltid” handler om a fa en bedre forstaelse av samspillet mellom maltid,
fordgyelsessystemet og immunforsvaret. Fokuset er rettet mot norske ravarer, og eksempel
maltidet som bestar av laks, brokkoli og bygg. Fedme er et gkende problem i Norge og resten av
verden, og i fglge Verdens Helse Organisasjon (WHO) har industriell mat mye av skylden. Et av
malene til prosjektet er derfor a lage sunnere alternativer til ferdigmat, hvor nzeringsstoffer beholdes

i stgrst mulig grad.

Det overordnede malet med oppgaven er & vurdere effekten av varmebehandling og lagring pa

innhold av enkle fenoler og polyfenoler i brokkoli og bygg.

Delmalene har veert:
- Studere effekten av avskalling, maling og varmebehandling pad innhold av frie og bundne
fenoliske syrer i bygg, samt effekt pa totale fenoler og antioksidantkapasitet.
- Studere effekten av varmebehandlingsmetoder etterfulgt av kjglelagring pa innhold av frie
flavonoider og bundne fenoliske syrer i brokkoli.
- Studere effekten av varmebehandling og lagring pa enkle fenoler og polyfenoler i brokkoli og
bygg, satt sammen til et helt maltid. Maltidet vil gjennomgd minimal prosessering,

varmebehandling og tilbereding, og bestar av brokkoli, bygg og laks.

1.3 Fenoliske komponenter

Fenoliske komponenter er en stor gruppe forbindelser som finnes i planteriket, og er dannet ved
sekundaer metabolisme. Deres kjemiske struktur varierer fra enkle fenoler til store polymeriserte
komponenter som tanniner. Det er identifisert mer enn 8000 fenoliske forbindelser, og det store
mangfoldet gir komponentene mange ulike egenskaper [ Pandey et al., 2009].

Forbindelsene er vesentlige i plantens fysiologi, og er involvert i blant annet vekst, reproduksjon,
morfologi og resistens mot patogene organismer. Forbindelsene beskytter i tillegg planten mot
skadelig UV straling, og kan modulere aktiviteten til en rekke enzymer, cellereseptorer og

transkripsjonsfaktorer[ Lule and Xia, 2005; Hole et al., 2009].

Visse polyfenoler er naturlige pigmenter, og gir planten farge. Komponentene kan vaere fargelgse i

uprosessert tilstand, men omdannes til fargeprodukter ved preparering og prosessering.
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Forbindelsene er viktige bidragsytere til smak, og bidrar til bitterhet i sitrusfrukter og grapefrukt. |

tillegg har de en viktig rolle i a bevilge smak i ¢l og vin [ Robichaud and Noble, 2006].

Tidligere har polyfenoler blitt ansett som antinzeringsstoffer pa grunn av evnen til 8 interagere med
andre nzringsstoffer. Fenoler kan binde seg til og reagere med proteiner, karbohydrater, vitaminer
og mineraler, og danner store ulgselige komplekser som svekker absorpsjon av nzringsstoffene [
Lule and Xia, 2005]. Fenoler kan fgre til misfarging av produkter. Behandling som kutting, knusing,
lagring og for hgy eller lav temperatur, kan fgre til gkt grad av ikke enzymatiske (oksidasjon) og

enzymatiske reaksjoner som resulterer i misfarget og bruning av produktet [ Lule and Xia, 2005].

En av de viktigste egenskapene til komponentene er derimot antioksidant egenskapen. Fenoler er
sveert ustabile forbindelser, og deres kjemiske struktur gir dem egenskap som antioksidant med

antiradikal potensialet [ Salah et al., 1995].

1.3.1 Klassifisering av fenoler
Fenoliske komponenter defineres som aromatiske forbindelser med en eller flere hydroksylgrupper.

Enkle fenoler inneholder en aromatisk ring, mens forbindelser med flere ringer kalles polyfenoler.
Polyfenoler finnes primaert i konjugert form, bundet til en eller flere sukkermolekyler. De vanligste
sukkermolekylene er glukose, rhamnose, galaktose, arabinose og xylose. De kan ogsa bindes til
hverandre og til andre karbohydrater og organiske syrer, som gir et stort mangfold av forbindelsene.
Polyfenoler klassifiseres ut ifra antall fenolringer og elementer som binder dem sammen. Det kan
deles inn i hovedgruppene fenoliske syrer og flavonoider, og to mer ukjente grupper stilbener og
lignaner [Spencer et al.,2008]. Fenylalanin danner utgangspunkt for fenoler og fgrste trinn blir
katalysert av Fenylalanin Ammonium Lyase (FAL). FAL fjerner ammonium og danner trans- kanelsyre,
som blir katalysert videre til andre fenoler [Andersen og Markham, 2006].

Hovedgruppenes kjemiske struktur er vist i tabell 1.1.
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Tabell 1.1 Hovedklasser av fenoliske komponenter
Klasse Grunnskjelett | Struktur

Enkle fenoler Cé /Ny —om

Fenoliske syrer:

Derivater av benzosyre C6-C1 :IJ;L

Derivater av cinnamicsyre | C6-C3 @ %, G "

Stilbener C6-C2-C6 ||l:|--'JL“-:=*\©:“'

P
Lignaner (C6-C3)n - %}B\ o

Flavonoider C6-C3-C6 @ 1 O

1.3.2 Fenoliske syrer

Fenoliske syrer sammenfatter en gruppe av ulike organiske syrer. Syrene som finnes i planter kan
deles i to undergrupper, avhengig av antall karbonatomer i sidekjeden festet til den aromatiske
ringen. De to gruppene er derivater av benzosyre (Cs-C3)og kanelsyre (Cs- C3) [Waterman & Mole,

1994].

Fenoliske syrer utgjgr en tredjedel av polyfenoliske komponenter i kosten, og finnes i alle planter [

Pandey & Rizvi, 2009].

| spiselige planter er konsentrasjonen av hydroksybenzosyre generelt lav, med unntak av noen fa
frukt og grgnnsaker som kan ha stgrre mengder. Hydroksykanelsyrer er mer vanlig, og
hovedrepresentantene er p- kumarinsyre (p- CA), ferulsyre (FA), sinapinsyre (SA) og kaffeinsyre (CA).
Syrederivatene finnes i nesten all plantemat og er spredt i rgtter, stammen, frget og bladene |

Robbins, 2003]. Figur 1.1 viser den kjemiske strukturen til de mest rikelige syrene.
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Ry
Rz
: N\—cooH
Rj
IV

Acid R4 Ra Rs
p-Coumaric 4-Hydroxycinnamic H OH H
Caffeic 3,4-Dihydroxycinnamic OH OH H
Ferulic 4-Hydroxy-3-methoxycinnamic OCHg3 OH H
Sinapic 4-Hydroxy-3,5-dimethoxycinnamic OCH3 OH OCHg

Figur 1.1 Kjemisk struktur pa fenoliske syrer.

Hovedsakelig finnes syrene i bundet tilstand, men kan ogsa eksistere som frie. De bundne syrene kan
veere glykosylerte, polymere eller ester- bundet. De mest rikelige syrene i korn er ester bundet til
arabinoksylan og ligning i celleveggen [ Holtekjglen, et al., 2006]. Kryssbindingen kan pavirke flere
egenskaper til planten som blant annet reduserer enzymatisk degradering av cellevegg og har en

positiv pavirkning pa celleveggens varmestabilitet[ Bunzel, et al., 2004].

1.3.3 Flavonoider

Flavonoider bestar av to aromatiske ringer som er bundet av tre karbonatomer som danner
heterocykliske forbindelser. Forbindelsene kan deles inn i seks undergrupper: flavonol, flavon,
isoflavon, flavanon, antocyanin og flavanol. Det er innholdet av ulike typer heterosykliske molekyler
som bestemmer hvilken undergruppe flavonoidet tilhgrer. Den kjemiske strukturen til

undergruppene er vist i tabell 1.2

Tabell 1.2 Kjemisk struktur til undergrupper av flavonoider.

Undergruppe Struktur
Flavonol ""“uf*f-[-*‘-jl:[;,»' -,
J’: 1[’ om
Flavon "“-.\_[I_.-'a___:_.l.l.:ﬂ___[:_b:[l:_k,
ST
Isoflavon \[’[i;j\r::ﬂ\m
; e
Flavanon = emy

LTI ]

Antocyanin "“\(;:-T*'bfji--ﬂ:u_-

o
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Flavonoider er de mest rikelige polyfenoliske komponentene i kosten, og flavonol er den stgrste

representanten. To store flavonoler er quercetin og kaempferol. Komponentene er glykosylerte, det

vil si at de er bundet til et sukkermolekyl. Dette sukkeret er som oftest glukose eller rhamnose, men

kan ogsa involvere andre som blant annet galaktose og arabinose [Manach et al., 2004]. Den

kjemiske strukturen til flavonolene er vist i figur 1.2. Hovedsakelig er sukkermolekylet bundet til

flavonoidets kjerne via en B- glykosid binding, og kan bindes til flere posisjoner pa flavonoidet. Dette
resulterer i et stort antall ulike glykosider. Glykosider er hovedsakelig lokalisert i cellens vakuoler.

o /jh J\
er S o -
o QL.

CisH1007 (Quercetin) Ci5H1005 (Kaempferol)

Figur 1.2 Kjemisk struktur til to hovedrepresentanter av flavonol, quercetin og kaempferol. [ http://webbook.nist.gov].

Flavonoider som ikke er bundet til et sukkermolekyl, kalles aglykoner. Et aglykon danner
grunnskjellet i molekylet. Aglykoner er ikke til stede i ferske matplanter, men kan bli dannet ved

prosessering av maten [Santos-Buelga & Williamson, 2003].

1.3.4 Opptak av enkle fenoler og polyfenoler

Mat inneholder varierende mengde enkle fenoler og polyfenoler. Komponentene som finnes i stgrst
mengde i maten, behgver ikke ngdvendigvis & vaere de mest aktive i kroppen. Dette kan vaere av
arsaker som darlig absorpsjon i tarm og hgy grad av metabolisering. Den delen av naringsstoffene
som blir fordgyd, absorbert og metabolisert kalles biotilgjengelighet, og varierer fra et polyfenol til et
annet. Det er ogsa varierende hvor polyfenolene blir absorbert. De fleste aglykoner kan absorberes i
tynntarmen, men i maten er polyfenoler oftest til stede som estere, glykosider og polymere og kan
ikke absorberes. Det vil si at de ma gjennom en hydrolyse utfgrt av tarm enzymer eller tarmflora fgr
absorpsjon. En rekke konjugeringer i tarmcellene fgrer til at metabolittene som nar blod og vev, er
ulike fra de som finnes i maten. Det er komponentenes kjemiske struktur, og ikke mengde, som
bestemmer absorpsjon og hvilke metabolitter som til slutt sirkulerer rundt i blodet[ Manach, et al.,

2004; Pandey & Rizvi, 2009; D'Archivio et al., 2007].

1.3.5 Daglig inntak av enkle fenoler og polyfenoler

Et plantebasert maltid vil vanligvis resultere i et inntak av relativt sma mengder av flere forskjellige
fenoliske komponenter. Sannsynlig er det den samlede effekten av alle komponentene som gir

helsegevinst, og det er dette som er observert ved inntak av frukt, grgnnsaker og korn. Det offentlige
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radet for daglig inntak av frukt og grgnnsaker er 250gram hermetiske, ra eller varmebehandlete
grennsaker. Det anbefales & spise grove kornprodukter hver dag. Kornproduktene bgr gi til sammen
70- 90g fullkorn, og inkludere 25-35g fiber [Helsedirektoratet, 2011, kostholdsrad]. Det er derimot
ingen konkrete rad om inntak av enkle fenoler og polyfenoler. Mat inneholder varierende mengder
av komponentene, som kan gjgre det vanskelig a rade befolkningen om mengde som bgr inntas. Et
kosthold helt fritt for polyfenoler er imidlertid vanskelig a finne. Studier viser at et daglig inntak av
polyfenoler kan variere mellom 100 mg og 2 g. En stor faktor er i midlertidig om personen drikker
kaffe [Scalbert & Williamson, 2000; Clifford, 2004]. Andre studier viser at daglig inntak av fenoliske
syrer varierte mellom 6mg og 987 mg [Radtke et al., 1998], og inntak av flavonoler mellom 20-25 mg

[Justesen et al., 1997].

1.4 Frie radikaler og antioksidanter

Kroppen danner frie radikaler i naturlig metabolisme, som kan vaere en del avimmunforsvaret mot

virus og bakterier.

Frie radikaler er sveert ustabile, reaktive og energirike molekyler som har uparet elektroner. Frie
radikaler kan sammenfattes som ROS (reaktive oksygen arter) og inkluderer superoksid (O,),
hydroksyl -(OH’), peroksyl -(ROO’), alkosyl -(RO’), nitroksid -(NO’) radikaler. Faktorer som kan
forarsake frie radikaler er blant annet forurensing, straling og sigarett rgyk. Frie radikaler angriper
andre molekyler og kaprer elektronene som trengs for stabilitet. De angrepne molekylene blir til frie
radikaler og kjedereaksjoner starter. Kjedereaksjonene kan initiere lipidperoksidasjon, og resultere i
destabilisering av cellemembraner og oksidasjon av andre komponenter som protein og DNA.

En antioksidant er et molekyl som er i stand til & bremse ned eller hindre oksidering av andre
molekyler. Antioksidanter virker ved a donere egne elektroner til de frie radikalene og bryter
kjedereaksjonene ved a fjerne radikale mellomprodukter. Fordi antioksidanter er stabile i begge
tilstander, resulterer ikke dette i dannelse av et nytt radikal. Ved ubalanse i nivaet mellom
antioksidanter og frie radikaler, svekkes kroppens forsvar mot sykdommer som blant annet kreft og

hjerte - kar sykdom.

Antioksidanter blir benyttet i industrien som konserveringsmiddel, og kan begrense nedbrytning,

harskning og misfarging som forarsakes av oksidasjon [Kaur & Kapoor, 2001].

Silje Johansen Masteroppgave 2012 15. mai 2012



Universitetet for miljg- og biovitenskap 8

1.5 Brokkoli(Brassica oleracea ssp. Italica)

Brokkoli tilhgrer korsblomstfamilien og slekten Brassica, sammen med blant annet grgnnkal og
blomkal. Den gamle kulturplanten kom ikke til Norge fgr i slutten av 1930 tallet, men ble dyrket av

grekerne og romerne allerede for over 2000 ar siden.

Brokkoli har et grent, kolorofyllrikt hode, som har blomsterknopper pa alle forgreiningene.
Forgreiningene er tykke og spr@ blomsterstilker, som strekker seg oppover og slik at hodet Igser seg
opp[Figur 1.3]. Brokkoli ma hgstes fgr blomsterknoppene apner seg [ Bavoll, 1995]. Brokkoli er en
naeringsrik vekst, og har et hgyt innhold av vitamin, jern, kalsium. Den er i tillegg en ypperlig kilde til
andre helsefremmende komponenter som polyfenoler, karotenoider og glukosinolater. Grgnnsaken

blir spist bade i rd og varmebehandlet tilstand.

>

Figur 1.3 En brokkoli (Brassica oleracea ssp. Italica. ). [Opplysningskontoret for frukt og grgnt].

1.5.1 Fenoliske komponenter i brokkoli

Innholdet av fenoliske komponenter i brokkoli varierer, avhengig av vekstforhold, vaer, sort, etc. i
tillegg til at fordelingen mellom ulike plantedeler kan vaere ujevn. Mengden av komponentene som
detekteres er ogsa avhengig av analysemetode benyttet [ Kong et al. 2012] Flavonoider er den
dominerende klassen av fenoliske komponenter i brokkoli, hvor flavonol aglykonene, quercetin og
kaempferol, er de stgrste representantene [ Bahorun 2004].

Tidligere studier fant at brokkoli har et totalt flavonol innhold pa 100mg/kg [Hollman & Arts,], og
tilsvarende 600mg/kg totale flavonoider. [Vallejo, et al.?, 2003] Mengden var beregnet per frisk
materialet.

Det totale fenolinnholdet i brokkoli ble malt til mellom 800- 1200mg/ 100g t@rrvekt ved to andre
studier [Gliszczynska-Swiglo, et al., 2006; Turkmen et al., 2005] hvilket tilsvarer det omtrent det
samme innholdet som i 1 kg fersk brokkoli. Det er de ytre delene av brokkolien som inneholder

hgyest konsentrasjon (kapittel 1.5.2).
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1.6 Matplanter

1.6.1 Plantecellens oppbygging

En plantecelle bestar av cytoplasma hvor cellekjerne, vakuole, mitokondrier og andre organeller
finner sted. Hver av de ulike organellene har en spesiell funksjon.

En membran omgir cellen, og bestemmer bevegelse av molekyler inn og ut av cellen. Denne
membranen er igjen omgitt av en cellevegg som bestar hovedsakelig av cellulose - og pektin
forbindelser. Plantevevets form er avhengig av bade sammensatte cellevegger, trykk fra innsiden av

cellen og stgtte fra cellestrukturen [Beckett, 1995].

1.6.2 Plantens innhold av fenoler og faktorer som pavirker nivaet
En plante inneholder varierende mengder fenoler. Lgselige fenoler er lokalisert i plantens vakuoler,

mens ulgselige er bundet til celleveggen. [Pandey & Rizvi, 2009: Wink, 1997]. Den stgrste mengden
av fenoler ligger i det ytre cellesjiktet, kalt epidermis [Bengtsson, et al., 2006]. Fenoliske
komponenter er sveert fglsomme for endringer i miljget, og blir pavirket av biotiske(insektbitt eller
infeksjon av patogene organsimer) og ikke- biotiske stressfaktorer (som lys, temperatur, vekstforhold
og UV-straling) pa planten. Alle faktorer som eksponering av sollys, modenhet ved hgstetidspunkt, og
behandling etter hgsting som lagringsforhold og prosessering pavirker plantens totale innhold av

polyfenoler [Galgano, et al., 2007].

1.7 Prosessering av matplanter
Prosessering av matplanter inkluderer en rekke metoder som omdanner det ra plantematerialet til et

mer spiselig produkt. Industrien prosesserer mat for & danne et stabilt og holdbart produkt.

Varmebehandling er en av de viktigste metodene benyttet ved prosessering av mat. Metodene kan
forbedre produktets smak og tekstur, og samtidig @delegge enzym og mikrobiologisk aktivitet,
insekter og parasitter. Varmebehandling er en av de viktigste arsakene til endring av matens
naeringsinnhold. Noen viktige endringer er gkt fordgyelighet av stivelse og proteiner, nedbrytning av

antinaeringsstoffer, varmelabile og oksygensensitive vitaminer [Fellows, 1992].

Maten blir ofte minimalt prosessert (vasket, trimmet, kuttet, strimlet, etc.) som en innledning til
varmebehandling. Varmebehandling kan veaere blansjering (en lett varmebehandling) fgr nedkjgling
eller frysing, Dette blir gjort for & spare plass, kostnad og forlenge holdbarheten pa produktet.

Videre blir maten tilberedt i hjemmet, og vanlige metoder benyttet er koking i vann, vanndamp og

varming i mikrobglgeovn(varmebehandling med varierende styrke).
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Kvalitet kan defineres ved flere faktorer og inkluderer tekstur, smak, farge og naeringsinnhold. Malet

ved matproduksjon er & optimalisere prosesseringsteknologien. Dette innebzerer a bevare eller

forbedre matens gnskelige egenskaper i stgrst mulig grad, og redusere skader ved prosessering.

Hvert trinn i matproduksjon kan pavirke produktets kvalitet (se figur 1.4)

Hgsting

Lagring Fersk mat

Minimal prosessering
Prosessering

Pakking

Lagring

Distrubusjon

Salg

Lagring (fryser/kjgleskap)
Varmebehandling

Inntak

Figur 1.4 Trinnene ved matproduksjon fra hgsting av materialet til et spiseklart produkt for forbrukerne

1.7.1 Minimal prosessering
Minimalt prosesserte grgnnsaker inkluderer vasking, skrelling, kutting eller strimling fgr innpakning

og lagring, uten at plantedelenes celler dgr. Kun de celler som skares over dgr. Hensikten med
minimal prosessering er & bevare produktet fersk, men lett stelt uten a tape naeringskvalitet.
Produktet bgr ogsa ha tilstrekkelig lang holdbarhet til & giennomfgre distribusjon til ulike omrader.

Minimal prosessering kan gi produktet naermest lik kvalitet som den ferske ravaren, og omfatter
smak, tekstur, farge og det generelle utseende. De lett prosesserte produktene er szerlig viktig for
matservice industrien, som restauranter og catering, som sparer tid og oppnar mindre avfallutbytte

[Beckett, 1995].

1.7.2 Koking

Koking er en varmebehandlings teknikk som benyttes til a forbedre produktets smak og spiselighet.
Teknikken omfatter flere behandlinger som koking i vann og i mikrobglgeovn. Koking utfgres ved a
eksponere produktet for kokende vann (100 °C) eller damp i en viss tid avhengig av type, bitstgrrelse
og @nsket sluttkvalitet pa produktet. Kokt mat kan ofte lagres lenger ved riktig kjgle temperatur, enn

ved deres ukokte tilstand.
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1.7.3 Blansjering
Blansjering er en metode hvor produktet blir utsatt for varmt vann (80 -100 °C) fa minutter, og

deretter raskt avkjglt. Blansjeringstiden varierer med type materiale, bitstgrrelse og
blansjeringstemperatur. Hensikten med metoden er 3 inaktivere enzymer, som gir forringelse av
produktet (usmak og misfarge), og redusere antall mikroorganismer. Blansjering utfgres for a danne
et lagringsdyktig, stabilt produkt med hgy kvalitet. Frysing av ublansjerte produkter, kan ikke
inaktivere enzymer alene, og det oppstar ugnskede endringer pa utseende og naeringsinnhold under

lagringen [ Jongen, 2002].

1.7.4 Sous vide
”Sous vide”- teknikken er en innovativ variant av blansjering, og interessen gker stadig blant

cateringindustrien. Det ra materialet blir pakket inn i vakuumposer, og kokt ved produktets
spesifikke temperatur. Vakuumpakning gir produktet en skansom varmebehandling uten
oksygentilgang, som beskytter komponenter som lett oksideres.

Sous vide metode er kjent for & gi en utmerket kvalitet, sensorisk og naeringsinnhold, pa produktet.
En av fordelene ved metoden, er mindre lekkasje av vannlgselige komponenter [Werlein, 1998].

En risiko ved sous vide prosessering, er derimot potensialet for anaerobe mikroorganismer.

1.7.5 Oppvarming i mikrobglgeovn
Mikrobglger er elektromagnetisk energi som penetrerer maten med bglger, og blir omdannet til

varme. Mikrobglgene absorberes av vannmolekylene som vil bevege seg raskere. Denne
bevegelsesenergien omvandles underveis til infrargd straling, som vi oppfatter som varme.
Varmeabsorpsjonen fra bglgene blir delvis bestemt av matens vanninnhold. Mat med hgyere
vanninnhold vil dermed absorbere energi og varme raskere. Mikrobglgene, (samt radiobglger) gir en
ujevn oppvarming pa grunn av ulik energiabsorpsjon i ulike materialer. Interessen for
mikrobglgevarming blir stadig st@rre, og mye av grunnen er den raske oppvarmingen og lite synlige
endringer pa produktet. Metoden brukes mest ved tilberedning, men ogsa ved fremstilling av noen
ferdigmatprodukter. Sikker varmebehandling med mikrobglger bgr alltid veere sterkere enn et
produkt eller en rett, enn det som er optimal for alle deler. Det vil si at materialet som krever lengst

tid til oppvarming, bgr bestemme energien som er ngdvendig for hele retten [ Fellows, 1992].
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1.8 Lagring av matplanter

1.8.1 Kjolelagring

Kjglelagring er en metode hvor temperaturen pa maten er redusert til mellom -1 °C og 8 °C. Metoden
benyttes til a redusere biokjemiske og mikrobiologiske endringer, og forlenge holdbarheten til det
ferske eller prosesserte produktet.

Kjplelagring i Igpet av en begrenset tid fgrer til minimale endringer av kvaliteten, sensorisk og
naringsinnhold, pa produktet. Pa grunn av dette kan produktene ansees som ”“sunne” og “ferske”

[Fellows, 1992].

Temperatur er en helt avgjgrende faktor ved lagring. Lav temperatur reduserer respirasjon og
transpirasjon, vekst av mikroorganismer, etylenproduksjon og hemmer enzymreaksjoner.

For lav temperatur kan derimot gi produktet frost skade. Det vil medfgre cellegdeleggelse og det
oppstar enzymatiske og ikke -enzymatiske reaksjoner. Resultatet er endret kvalitet pa produkt som

tap av smak og misfarging.

En annen kritisk faktor ved lagring er produktets vanninnhold. Vann er ngdvendig for enzymaktivitet,
mikrobiologisk vekst og kjemiske reaksjoner. Biologisk materiale vil hele tiden justere fuktinnholdet
ved 3@ avgi og absorbere vann. Ved lagring av materialet er det viktig & hindre denne vann
utvekslingen, samt forlenge lagringstiden. Dette kan gjgres ved kontrollert fjerning av vann, som
frysetgrking, og ved innpakning av materialet. Nar det "frie” vannet i materialet fjernes, reduseres

veksten av mikroorganismer [Beckett, 1995].

1.8.2 Fryselagring

Fryselagring er en metode hvor temperaturen til produktet er redusert til under frysepunkt, og
vannet omdannes til is krystaller. Rask nedfrysing gir mindre is krystaller. Is har et stgrre volum (9
%)enn rent vann, og ved frysing kan produktet bli utvidet. Vanlig lagringstemperatur over lengre tid

er—18 °C.

Fryselagring er en mye benyttet metode, og har fgrt til tilgang pa grennsaker ogsa utenom sesongtid

[Fellows, 1992].
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1.9 Effekt av prosessering pa plantematerialet
Enkle fenoler og polyfenoler er svaert ustabile forbindelser som kan gjennomga flere reaksjoner ved

prosessering og lagring av mat. Reaksjonene inkluderer biokjemiske og kjemiske prosesser. Den
viktigste biokjemiske prosessen er enzymatisk oksidasjon, og starter nar cellens integritet gdelegges.
Det finnes i tillegg andre enzymer som kan katalysere degradering og omdannelse av fenolene, og de
vanligste er polyfenoloksidase og peroksidase [Fellows, 1992]. Kjemiske reaksjoner forekommer

samtidig, men blir relativt sterkere nar enzym aktiviteten reduseres [Cheynier, 2005].

1.9.1 Effekt av varmebehandling pa fenoliske innholdsstoffer

Varmebehandling gdelegger cellenes integritet og cellevegger, som fgrer til at komponenter lekker ut
eller kommer i kontakt med enzymer. Dette vil starte reaksjoner som kan endre de fenoliske
komponentene som finnes i cellen. Ved tilstrekkelig sterk varmebehandling vil alle enzymer
denaturere og inaktiveres. Dette er hovedhensikten med blansjering, slik at fenoler, naeringsstoffer

og andre innholdsstoffer ikke sa lett brytes ned.

Effekten av varmebehandling pa fenoler og flavonoider har vist & vaere ulik i ulike produkter.
Forskjeller i prosesseringsmetodene vil i tillegg ha ulik effekt pd de enkelte komponentene.
Industriell prosessering som blansjering og andre kokemetoder, samt frysing er forventet & pavirke
bade kjemisk sammensetning, utbytte og biotilgjengelighet av antioksidantene [Turkmen, et al.,
2005; Podsdek, et al., 2006; Cermak, 2009]. Antioksidantene kan ved behandling omdannes til mer
aktive komponenter som fglge av blant annet deglykosylering. Figurl.5 viser virkningen av

blansjering pa plantevevet.

Mengden vann benyttet ved koking pavirker ogsa utlekking og tap av komponenter. Kokemetoder
som anvender mindre kokevann, szerlig dampkoking, har vist stgrre retensjon [Lopez-Berenguer et

al., 2007]

Varmebehandling pavirker ogsa enzym aktiviteten, og de potensielt farlige enzymene kan bli
inaktivert. Generelt vil hgyere temperaturer over lengre tid fgre til sterre gdeleggelse av enzymer og
mikroorganismer. Naturlige pigmenter kan bli degradert ved varmebehandling, og produktet kan
endre farge. Flere studier viser at klorofyll blir degradert ved koking [ Kngchel & Vangsgaard, 1997,
Yuan, et al., 2009].

Ved varmebehandling gker vannkapasiteten til produktet, luft blir fijernet fra cellen, vevet blir

mykere, og dette resulterer i en blgtere tekstur pa produktet [ Jongen, 2002].
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Water and
solutes

Figur 1.5 Effekt av blansjering pa plantevevet. S, gelatinisert stivelse; CM, endret cytoplasmisk membran;
CW, endret cellevegg; P, modifiserte pektiner; N, denaturerte proteiner fra nukleus og cytoplasma; C,
forvridde kloroplaster [Fellows, 1992]

1.9.2 Effekt av lagring
Kjgling er den mest vanlige teknikken benyttet til & forsinke forringelse og tap av kvalitet pa

produktet. Imidlertid kan bruk av denne teknikken fortsatt fgre til betydelig tap av naturlige

antioksidanter [Galgano, et al. 2007].

Lagring av ustabile produkter kan fgre til oksidering av fenoliske komponenter, og resultere i
dannelse av polymeriserte substanser. Substansene kan endre produktets kvalitet, slik at fargen blir

brun eller svart

Frysing er en annen godt benyttet teknikk, som nedsetter kjemiske reaksjoner i produktet. Den vil
derimot ikke inaktivere enzymer, og blir derfor ofte anvendt etter blansjering. Nedfrysing fgrer til
dannelse av is krystaller i produktet. Krystalliseringen vil punktere celle membraner, og produktet
kan miste sin faste tekstur. Nedbrytningen av cellene, kan ogsa fgre til at enzymer (dersom de ikke
har blitt inaktivert) og substrater blir blandet, og det kan utvikles ugnsket farge og smak pa

produktet. Rask nedfrysing gir mindre is krystaller, fastere tekstur og bedre kvalitet [Beckett, 1995].

1.10 Bygg (Hordeum vulgare L.)

Bygg er en av de eldste dyrkede kornslagene, og rangeres som blant topp fem av korn produksjon i
hele verden. Kornet er en god kilde til mel, dyrefér og malt til gl. Interessen for bygg til bruk i mat
produksjon gker, mye pa grunn av kornets hgye innhold av helsefremmende bioaktive komponenter.
Bygg har et stort potensial til & redusere risiko for kroniske livsstilsykdommer, som hjerte- kar
sykdom og Diabetes type Il. Den positive helsegevinsten er hovedsakelig koblet til et hgyt innhold av
kostfiber, men ogsa fenoliske komponenter bidrar til den positive effekten [ Newman & Newman,

2008].
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Bygg er en plantesort som tilhgrer familien Poaceae, stammen Triticeae og slekten Hordeum. Slekten
inkluderer totalt 32 arter, og deles i seksjoner etter morfologiske trekk og geografisk opprinnelse.
Dyrket bygg (H. vulgare. ssp. Vulgare) som benyttes i dag, er trolig utviklet giennom mutasjoner fra
sin ville form (H. vulgare. ssp. Spontaneum) Det finnes bygg bade med to - og seks korn rader i akset.
Dyrket bygg kan ha begge typer, mens vill bygg vanligvis har to korn rader [ Newman & Newman,

2008].

Et modent byggkorn inneholder mellom 78-83 % karbohydrater, hvor stivelse utgjgr rundt 50-70 %
og befinner seg i endospermen. De resterende karbohydratene er polysakkarider i celleveggen,
inkludert B- glukan, cellulose og arabinoksylan. Det meste av vitaminer, mineraler og kostfiber finnes

i de ytre lagene av kornet.

Bygg blir hgstet med et intakt skall, men det finnes ogsa bygg sorter uten skall. En byggkjerne veier
gjennomsnittlig 35gram, og bestdr av et frphus, frekappe kim og endosperm. De ytre lagene av
kornet kalles aleuronlaget, som er omgitt av et ytre skall[ Figur 1.6]. De grunnleggende anatomiske

delene av bygg planten er rgtter, stammen, blader, akset og kjerne.

endosperm

aleurone scutellum

embryo

Figur 1.6 Et byggkorn som bestar av frghus, frgkappe, kim og endosperm. De ytre lagene som omgir
kjernen, er kalt aleuronlaget. Kornet er beskyttet av et ytre skall.

1.10.1 Fenoliske syrer i bygg
Det totale innholdet av fenoliske syrer i bygg er avhengig av bade byggsort og dyrkingsforhold. En

studie fant det totale fenoliske syreinnholdet til a8 variere mellom 604 to 1346ug/g i byggmel
[Holtekjglen et al., 2006]. Det ytre laget av kornet inneholder stgrst mengde av totale fenoliske syrer
(0,6-0,9 %), mens i endosperm er mengden betydelig lavere (> 0,1 %) [Shahidi, 1997]. Bygg
inneholder bade frie og bundne fenoliske syrer. Ferulsyre er den dominerende frie syren bade i frget
og klien. Det totale innholdet av fenoliske syrer har vist et innhold pa tre til seks ganger hgyere i
umodne frg enn i modne frg ved hgstetidspunkt. Bundne syrer i bygg inkluderer blant annet
sinapinsyre og kaffesyre, og de to dominerende syrene ferulsyre og p- Kumarinsyre. Den stgrste

mengden av syrene er lokalisert i de ytre lagene av kornet, hvor 75-90 % av totale mengden ferulsyre
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og p- Kumarinsyre finnes. Ferulsyre er den dominerende syren i aleuronlaget, mens p- Kumarinsyre
er stgrst i skallet [ Shahidi & Naczk, 2004].

Syrene er esterbundet til arabinoksylan og ligning i celleveggen, bade i aleuronceller og skallet. Den
bundne FA kan danne diferulsyre (DFA) broer, kryssbinde arabinoksylankjeder og dermed styrke

celleveggen [ Holtekjglen, et al., 2006].

1.10.2 Prosessering av bygg

Bygg ma prosesseres for & bli spiselig. Prosesseringsmetodene endrer kornets fysiske form og
stgrrelse, forbedrer smaken, endrer fordgyeligheten av naeringsstoffer og forlenger holdbarhet. Som

tidligere nevnt blir bygg hgstet med et intakt skall.

Skallet(inneragn) sitter fast pa karyopsen, og ma slipes bort. Avskalling og sliping er prosesser hvor
det ytre laget pa kornet blir gradvis fjernet. Skallet kan representere 10-13 % av kornets tgrrvekt,
men ved kommersielle slipemaskiner kan sa mye som 20 % fjernes. Sliping forekommer vanligvis
etter avskalling, og utfgres i tre eller flere trinn. Slipingsgraden blir angitt i prosent, som gjengir
mengde kjerne fjernet under prosessen. Kommersiell slipt byggkorn representerer vanligvis 60-70 %
av det opprinnelige kornet[ Newman & Newman, 2008]. Under behandlingen fjernes inneragn,
frgskall, aleuronlaget og kime, og kun den sentrale kjernen blir til gryn. Det ufordgyelige skallet og
kimens hgye fettinnhold, samt kontaminanter, blir fjernet og produktets holdbarhet forlenges.
Samtidig vil sliping f@re til reduksjon i ulgselige fiber, protein, vitaminer og mineraler som ligger i de
ytre lagene, og gker innholdet av stivelse og B- glukan. Kornet kan ogsa bli malt til bade helkorn og

avskallet mel ved hjelp av ulike mgller, og kan tilsettes i brgd, supper etc.

Byggkornet gjennomgar endringer under koking som gelatinisering av stivelse, denaturering av
proteiner og dannelse av stivelse- lipid komplekser. Koking inaktiverer antinzaringsstoffer som
hemmer blant annet proteinfordgyelighet, og gker fordgyeligheten av ogsa andre naeringsstoffer.
Samtidig férer koking og etterfulgt avkjgling til utvikling av resistens stivelse(som har samme
funksjon som kostfiber). Fordi stivelsen gker vannbindingsevne, blir resultatet et mykere og mer

spiselig byggkorn [Slavin et al., 2000; Newman og Newman, 2008]
Under koking vil ogsa celluleere komponenter brytes ned og kan fgre til gkt frigjgrelse av bundne

fenoliske syrer. Dette var observert ved gkt innhold av totale fenoler [Gallegos-Infante et al., 2010;

Boateng et al., 2008]
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1.11 Analysemetodikk

1.11.1 Identifisering av flavonoider
Flavonoider kan identifiseres ved HPLC som gir et typisk elektromagnetisk spektrum som bestar av to

absorpsjonstopper i omradet 240-285nm(band 1), og 300-450nm(band 1). Alle flavonoider viser
maksimum bglgelenge absorpsjon i band I, som gir en mer uspesifikk identifikasjon enn i band I.

Det er ikke bare toppene som er viktig i identifisering av flavonoidene, men ogsa spekterets form.
Ulike hydroksyl substituenter kan pavirke spekterets form, som gir variasjon innenfor omradene |

Santos & Williamson, 2003].

1.11.2 Identifisering av fenoliske syrer

Derivater av benzosyre har et absorpsjonsmaksimum i et spekter i omradet 200-290nm. Fordi
kanelsyrederivatene har en ytterligere konjugering, inneholder de i tillegg et bredt absorpsjonsband i

omradet 270-360nm.

Absorpsjonstoppene har store likheter, og ved identifisering av syrene bgr bade retensjonstid, topp

symmetri og UV-spektrum sammenlignes [ Robbins, 2003].

1.11.3 Ferric Reducing Antioksidant Power/ Antioksidantkapasitet

For & male planteekstraktets totale antioksidantkapasitet kan en FRAP metoden benyttes, som er en
enkel og rask metode. Prinsippet med metoden er @ male ekstraktets evne til a8 redusere et Fe(lll)

kompleks til Fe(ll).

Nar jernet Fe(TPTZ)*" reduseres til Fe(TPTZ)** gir det en endring i absorpsjon ved 593nm, og en
blafarge fremkommer. Denne endringen er proporsjonal med den totale reduserende evnen til
elektrondonerende antioksidanter i reaksjonsblandingen. Ved @ sammenligne absorbansen i prgvene
med en standardkurve med kjent antall reduktanter, kan antioksidant aktiviteten i materialet males.
Den uspesifikke metoden skiller ikke mellom ulike komponenter, men maler kun den totale
aktiviteten.

Antioksidantkapasieteten (FRAP -verdien) blir uttrykt mmol Fe/L prgve [Benzie og Strain, 1999].

1.11.4 Totale fenoler/ Folin-Ciocalteau’s metode

Folin -Ciocalteu er en metode for & kunne kvantifisering fenoliske komponenter.
Metoden er basert pa reduksjon av molybden og wolframoksider av fenoler i basisk Igsning. | basisk
Igsning vil det fenoliske protonet skille seg, og det dannes et anion som kan redusere Folin-

Ciocalteaus reagens(FCR). Metoden er rask og enkel, og brukes til 3 bestemme innhold av totale
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fenoler. Metoden skiller derimot ikke mellom de ulike gruppene av fenoler. [Singleton, 1999]. Det
medfgrer at andre komponenter i maten, som karotenoider, aminosyrer, sukker og vitamin C, kan
forstyrre og resultatet blir overdrevet. Det totale fenolinnholdet blir uttrykt som mg

gallesyreekvivalenter(GAE)/100 g [Singleton and Rossi, 1965].
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2 Eksper

imentelt

2.1 Introduksjon
Den eksperimentelle delen av oppgaven ble delt i tre deler. Del I(Brokkoli), del Il (Bygg) og del Il (Et

19

helt maltid). Tabell 2.1 viser oversikten over materialet, prosesseringsmetode og analyser som ble

utfgrt i den eksperimentelle delen av oppgaven.

Tabell 2.1 Oversikt over materialet, prosesseringsmetode og analyser som ble utfgrt i eksperimentene

Del | Materialet ‘ Prosessering Analyse
Brokkoli
| * Hele buketter Kok/kjgl, Sous vide, Flavonoider,
¢ Halve buketter . . .
Kjglelagring fenoliske syrer
e Knopper
Bygs
* Helkorn . . FRAP, totale
1 Avskalling, maling, .
¢ Avskallet bygg blotlegging. koking, grat fenoler, fenoliske
* Byggmel geing, &8 syrer
Et sammensatt maltid
- . Flavonoider,
i Minimal prosessering, fenoliske syrer
(rake, brokioll bree) lnaflzlrrc])i’(zsl evarmin totale fenoler,
8 & FRAP

2.2 Oversikt over kjemikalier og utstyr benyttet i eksperimenter

Tabell 2.2 Kjemikalier

Produkt Leverandgr
Aceton Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland
DMSO Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Eddiksyre Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland
Etylacetat Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland
FeCI3*6H20 Sigma Chemical

Ferulic acid (standard)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Folin-Ciocalteau’s fenolreagens

VWR International, CE

Gallesyre Sigma-Aldrich, Norway AS
Hydrogenklorid, HCL Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland
Jernsulfat Riedel-de Haen AG

Kaempferol (standard)

Sigma-Aldrich Chemie Gmb, Tyskland

Caffeic acid (standard)

Fluka,( Sigma Aldrich, Sveits)

Chlorogenic acid (standard)

Sigma-Aldrich Chemie Gmb, Tyskland
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Metanol Merck KGaA, Tyskland
Natriumkarbonat Merck KGaA, Darmstadt Tyskland
Nitrogen, flytende
N2- gass
P-Coumaric acid (standard) Sigma-Aldrich,

Quercetin (standard) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tyskland
Sinapinsyre standard ELL;ki:S)Cheme GmbH, (Sigma-Aldrich,
TPTZ ELL;ki:S)Chemm GmbH, (Sigma- Aldrich,
Trolox FIuk.a Chemie GmbH, (Sigma-Aldrich,
Sveits)
Forkortelser er brukt i henhold
til tidligere oversikt
Tabell 2.3 Utstyr
Utstyr Leverandgr

Bisan OS 10 rystemaskin | OS-10 Biosan orbital shaker

Frysetgrker Christ Gamma 1-16

Hamilton sprgyte KEBO Lab AB

Headspacergr Agilent Technologies

Kyvette, 2.5ml Brand Gmbh, Tyskland

Morter

Mglle Retsch

Pipette Eppendrof VWR

pH- meter PHM210 Meterlab

Rotavapor Buchi El 131, Sveits

Sentrifugergr, 50 ml VWR, USA

Spektrofotometer UV mini 1240

Sentrifuge VWR International AS

Speed vac inndamper Thermo electron corporation

Ultralydbad VWR

Vannbad GFL

Whirlmikser VWR

Filter 0,45 um Millexpore
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2.3 Brokkoli

2.3.1 Utgangsmaterialet

Brokkoli materialet som ble benyttet i forsgket var tidligere gjennom et varmebehandlingsforsgk
utfgrt ved Nofima (2010). Brokkolien var av sorten Ironman og ble dyrket pa Skallerud gard pa Jelgy i
Moss. De ble hgstet 107 dager etter sding, og lagret i ett dggn ved 2 °C.

Prgveprepareringen startet med a vaske brokkolihodene i kaldt vann for a fjerne jord og eventuelle
kalormer. Hodene ble sa delt i hele buketter (kuttet ~ 2cm fra sekundaer stilk), halve buketter og
knopper+ knoppstilker, med en vekt pa henholdsvis 200, 100 og 50gram. Bukettene fra hvert hode
ble blandet og tilfeldig fordelt. Figur 2.1 viser brokkolimaterialet ferdig kuttet i buketter.

Broccoli buds + stems (50 g)
Broccoli florets Broccoli, half florets

"> @e®a» T O™
DDV @oorP

Fresh Fresh

Fresh

Figur 2.1 Brokkolimaterialet benyttet i forsgket. Fra venstre hele buketter (kuttet ~ 2cm fra sekundaer
stilk.), halve buketter og knopper +knoppstilker med henholdsvis vekt pa 200, 100 og 50gram. Foto:
Gunnar Bengtsson Nofima AS

2.3.1.1 Ra brokkoli
Ra brokkoli ble fryst ned ved hjelp av flytende nitrogen, vakuumpakket og lagret ved -80 °C.

2.3.1.2 Varmebehandlet materialet
Det ble benyttet to ulike prosesseringsmetoder, kok - og kjgl og "sous vide"- metode (kapittel 1.7)

Metoden kok - og kjgl ble utfgrt pa hele buketter, og vil si at bukettene ble varmebehandlet fgrst, sa
raskt avkjglt og pakket i vakuumposer. Varmebehandlingen ble utfgrt i bade 1,5 minutter og 5

minutter.

"Sous vide" - metoden ble brukt pa halve buketter og knopper + stilker. Prgvene ble fgrst pakket i

vakuumposer, sa varmebehandlet i henholdsvis 8 og 3 minutter og tilslutt avkjglt.

Varmebehandlingen ble utfgrt dag 0, og prgver ble lagret ved 4 °C i mgrket 7, 14 eller 18dager. Fra
hvert tidspunkt ble det fryst prgver, som ble lagret ved -80 °C for senere kjemisk analyse. Det ble tatt
mikrobiologisk undersgkelse (totale antallet aerobe bakterier) av alle prgvene og ut i fra resultatene
ble det bestemt at alle prgvene unntatt hele buketter fra dag 14 og 18 skulle analyseres videre. Dette
med grunn at hele buketter fra disse to dagene hadde et hgyt mikrobiologisk niva >10° cfu/g. Tabell

2.4 viser en enkel oversikt over hvilke materialer som ble benyttet videre i forsgket.
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Tabell 2.4 Brokkolimaterialet som ble benyttet videre i forsgket

Brokkoli Dag 0 Dag7 | Dag14 | Dag18
Hel bukett + + | - -
Halv bukett + +
Knopper +stilker + +

2.3.2 Prgvepreparering
Fenoliske komponenter kan bli nedbrutt av enzymaktivitet i fersk eller utgrket tilstand, og det var

derfor viktig a holde brokkolimaterialet nedfrosset [ Andersen & Markham, 2006]. Dette ble gjort ved
a legge brokkolimaterialet i en isoporeske med flytende nitrogen, og kjgle ned alt av utstyr som
skulle benyttes i prepareringen. Det ble benyttet ulik preparering av det ubehandlete og

varmebehandlete brokkolien.

2.3.2.1 Rd materiale
| det ra materialet av hele og halve buketter, ble grenne knopper skrapet fra stilk og hvite knopper

ved bruk av en pinsett. Dette ble ikke gjort i materialet som allerede var preparert som knopper
+knoppstilker. For & homogenisere prgvene, ble det benyttet en kjgkkenmaskin som var fryst pa

forhand. Alle prgvene ble kvernet i ett minutt.

2.3.2.2 Varmebehandlet materiale
Brokkoli som hadde blitt varmebehandlet, var vanskeligere a handtere. Det ble lagt i en fryser pa — 20

°C, 60minutter fgr preparering. De grenne knoppene kunne ikke skrapes ut, sa hele materialet matte
brukes. Fgrst ble brokkoli bukettene grovknust ved bruk av en gummihammer og en metallplate. Sa

ble de kvernet i kjipkkenmaskinen i ett minutt.

2.3.3 Frysetgrking og homogenisering
Det ble veid inn 15 gram brokkoliprgve i et 50 mL sentrifugergr, som ble satt til frysetgrking over fire

dager. Dette er en skdnsom metode for a fjerne vann fra prgven. Rgrene ble lagt i -40 °C en time fgr
t@rking, og ved innsetting ble lokkene apnet halvveis. Dette ma gjgres effektivt for at rgrene ikke skal

tine og dermed forringe prgvematerialet.

Etter frystgrking ble t@rrstoffprosenten til prgvene bestemt ved hjelp av tgrrstoffmaler. For a kunne
benytte materialet til ekstraksjon, ble det malt til pulver ved bruk av en morter. Ved a bruke en
morter, reduseres partikkel st@rrelsen ytterligere og materialet homogeniseres. | tillegg knuses
cellene i materialet, og innholdet i cellen blir frigjort til ekstraksjon lgsemiddelet. Figur 2.2 viser

frysetgrket brokkolimaterialet og morter benyttet i forsgket.

Silje Johansen Masteroppgave 2012 15. mai 2012



Universitetet for miljg- og biovitenskap 23

Figur 2.2 En morter som ble benyttet til & male frysetarket brokkolimaterialet til pulver

2.3.4 Ekstraksjon av fenoler

Hensikten med ekstraksjon er a fjerne alle fenoliske substanser fra det faste resten av plante

materialet.

Det er flere faktorer som kan pavirke ekstraksjonseffektiviteten. Temperatur, pH, antall ekstraksjons
omganger og type Igsningsmiddel er slike faktorer [Santos-Buelga &Williamson, 2003]. Hvilket
Igsningsmiddel som benyttes blir valgt ut i fra type fenol som skal ekstraheres. Et eksempel er at
polare flavonoid glykosider og aglykoner er vannlgselige, og metanol/vannlgsning er et godt
Igsemiddel & benytte til ekstrahering av disse. Ved mindre polare flavonoider, kan etylacetat vaere et

bedre alternativ til ekstrahering [ Andersen & Markham, 2006].

2.3.5 Ekstraksjon av frie fenoliske syrer fra brokkoli
Metoden som ble utarbeidet for forsgket var en bearbeiding av to tidligere metoder for brokkoli og

bygg ved Nofima [ Rybarczyk, 2010; Holte et al., 2009].

Det ble veid inn 200 mg brokkolipulver i et 50 mL sentrifugergr med skrukork. For a sikre sa lik
prepareringstid som mulig, ble prgveserien holdt til under seks prgver. Det ble laget 70 % MeOH i en
150 mL flaske, som ble satt til forvarming i et vannbad med en temperatur pa 73 °C. Prgvergrene ble
satt i vannbadet til temperering i tre minutter. Det ble tilsatt 4,5 mL 70 % MeOH til prgvene og
blandet forsiktig. Prgvene stod i vannbadet ytterlige tre minutter. Rgrene ble overfgrt til en eske med
is for nedkjgling. Siden prgvene ogsa skulle brukes til analyse av glukosinolater i et annet forsgk, ble
det tilsatt 100 pL intern standard (sinigrin) ved hjelp av en Hamilton sprgyte.

Prgvene ble sentrifugert ved 44000pm ved 4 °C i 15 minutter. Supernatanten ble overfgrt til nye 15

mL sentrifugergr, og satt pa is.

Det ble tilsatt 3 mL 70 % MeOH (romtemperatur) til pelletten, og ved hjelp av en whirl mikser ble den
resuspendert. Prgvene ble sentrifugert en gang til som ovenfor, og supernatanten ble kombinert
med den fgrste. Det ble overfgrt 2 mL av ekstraktet til headspacergr, som skulle gjennom en

syrehydrolyse. Pelletten ble benyttet videre til ekstraksjon av bundne fenoliske syrer.
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Det ble utfgrt en syrehydrolyse slik at aglykoner av quercetin og kaempferol ble frigjort.
Det ble tilsatt 2 mL 2M HCI til hvert headspacergr, og nitrogengass ble flushet over i ca 15 sekunder.

Prgvene ble satt i vannbad med 94 °C i 90 minutter. Etter hydrolysen ble de nedkjglt pa is.

2.3.6 Ekstraksjon av bundne fenoliske syrer fra brokkoli
For ekstraksjon av bundne fenoliske syrer, gikk pelletten fra 2.3.3 gjennom en basehydrolyse.

Hydrolysen ble utfgrt ved a tilsette 10 mL 2M NaOH til pelletten.

| metoden ble hydrolysetidene, en, to, fire og 20 timer testet pa ekstraktet. Pa bakgrunn av utbytte
av fenoliske syrer, ble 16-20 timer hydrolysetid bestemt. Vurderingen ble stgttet av et tidligere utfgrt
forsgk pa grennkal [upubl., Olsen, 2008]. Etter hydrolysen ble prgvene ngytralisert til pH 1.3-1.5 med

6M HCL. Det ble deretter utfgrt etylacetat ekstraksjon.

Det ble utfgrt et forsgk av ekstraksjonsutbytte for & bestemme antall ekstraksjonsomganger som
skulle benyttes. Det viste seg at to ekstraksjonsrunder var optimalt, da andre ekstraksjonsrunde gav
kun en gkning i utbytte pa 12 % (kapittel 3.2.1) Ved tre ekstraksjonsomganger var utbyttet minimalt.
Figur 2.3 viser ekstraktenes farge, som var en indikator pa fenolinnhold, etter hver av

ekstraksjonsrundene.

Figur 2.3 Bildet viser fargeforskjell etter hver ekstraksjonsutbytte (fra hgyre fgrste, andre, tredje
og fjerde ekstraksjonsutbytte med to paralleller hver)

Etylacetat ekstraksjon:
Det ble tilsatt 10 mL etylacetat til prgvene. De ble ristet pa en rystemaskin ved 3500pm i 10 minutter,
og deretter sentrifugert ved 2800o0pm i 15 minutter. Etylacetat laget ble overfgrt til nye 50 mL

sentrifugergr. Ekstraksjonsrunden ble gjentatt en gang til, og supernatantene ble kombinert.

Prgvene ble inndampet i en speed vac inndamper. Med et volum pa ~ 20 mL, tok det mellom to og

tre timer @ dampe inn prgvene.
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Prgvene ble relgst i 2 mL 25 % MeOH. Fgrst Igst opp i 0,5 mL 100 % MeOH, ristet godt pa whirlmikser
og sa fortynnet med 1,5 mL MilliQ vann.

Alle prgver ble tilslutt filtrert gjennom et 0,45um filter, og injisert i en HPLC.

2.3.7 Analysemetoder

2.3.7.1 Analyse ved bruk av hagytrykks vaeeskekromatografi(HPLC)
Hoytrykks vaeskekromatografi bruker hgyt trykk til & separere Igsningene gjennom en kolonne

bestaende av partikler som gir separasjon. Et HPLC system bestar av Igsemiddelsystem, injektor,
kolonne, kolonne ovn til & kontrollere temperaturen til kolonnen, detektor og en datamaskin til &

kontrollere systemet & vise resultater.

| forsgket ble det benyttet et HPLC system med rask separasjon, med en UV-vis detektor med
lysdiod-rekke (DAD)( Ultimate 3000 RS Diode Array Detektor, Dionex, California, USA) til 4 identifisere
og kvantifisere fenoliske komponenter. Denne typen detektor tillater at flere kromatogrammer ved

ulike bplgelengder kan tas opp samtidig.

Kromatografisk separasjon ble utfgrt ved a injisere 10uL prgve pa en Acquity UPLC BEH C8 kolonne
1,7 um, 2,1 x 150mm, Waters, Massachusetts, USA. Temperaturen pa kolonne ovnen var 50 °C og
trykket pd 500-600 bar. HPLC-system inneholdt Cromeleon™ Chromatography Information

Management System (Dionex, California, USA).

Komponentene ble identifisert ved 320nm(fenoliske syrer) og 360nm(flavonoider).

Mobilfaser ble benyttet for a separere komponentene som var interessante. Mobilfase A bestod av 1
% eddiksyre i MilliQ vann, og mobilfase B av 1 % eddiksyre i acetonitril. Fluksen var satt til
0,45mL/minutt, med 95 % mobilfase A og 5 % mobilfase B ved start. Tabell 2.5 viser gradient

benyttet i forsgket.

Tabell 2.5 Gradient benyttet i forsgket

Tid
[minutter] (1,2]2,4|4,0|5,7(8,0|9,0
Mobilfase B

[%] 10| 15|21 |27 |50 |100

2.3.7.2 Preparering av standardlgsninger
Det ble benyttet eksterne standarder for a kvantifisere fenoler i materialet. Ved a8 sammenligne

spektrale data, retensjonstid og toppsymmetri kan stoffer i pr@ven identifiseres. En forutsetning er at

den kjente standarden ma ha samme betingelser som prgven.
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Alle standardene ble filtrert gjennom et 0,45um filter f@r injeksjon pa HPLC.

2.3.7.3 Standard til analyse av frie fenoler i brokkoli
Det ble benyttet to kommersielle standarder, quercetin og kaempferol, til analyse av frie fenoler i

syrehydrolysert prgve. Standardene ble detektert med DAD ved en bglgelengde pa 360nm.

Standardene ble laget ved a veie inn 0,5 mg av hvert ren stoff, og overfgrt kvantitativt til samme 5mL
malekolbe. Stoffet ble fortynnet i 5 mL 70 % MeOH. Malekolben ble satt til rgring i 30minutter slik at
stoffet ble Igst opp. Stamlgsningen rommet en konsentrasjon pa 0,1 mg/mL. Det ble pipettert ut 1mL
fra stamlgsningen og fortynnet videre i 70 % MeOH, til konsentrasjoner mellom 20 og 2,5 ug /g.

Tabell 2.6 viser fortynningsvolum og sluttkonsentrasjoner pa standardene benyttet i analyse.

Tabell 2.6 Fortynningsvolum og sluttkonsentrasjon pa standarder benyttet i analyse av frie flavonoler i

brokkoli
Standard Stamlgsning | Fortynningsvolum | Sluttkonsentrasjon
[mL] [mL] [me/gl
1 1 5 20
2 1 10 10
3 1 20 5
4 1 40 2,5

2.3.7.4 Statistisk analyse av behandlingene for brokkoli

Det ble utfgrt en variansanalyse av alle varmebehandlingene pa brokkoli, ved hjelp av programmet
Unscrambler PCA (prinsipal komponent analyse). Hensikten var a se signifikante forskjeller mellom
behandlingene. Fgrst ble det utfgrt analyser av radata fra alle behandlingene. Deretter ble det utfgrt
analyser etter vekting av prgvene, som vil si 1/stdavvik. Figur 4.1 viser et resultat av radata fra alle

behandlingene. Resterende resultater fra Unscrambler er vist i vedlegg.
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2.4 Bygg

2.4.1 Materialet
| forsgkene ble det benyttet helkorn, avskallet korn og byggmel fra Sjak. Avskallet bygg vil si at hele

korn ble slipt 10-15 % av skall/inneragn. Byggmelet ble avskallet og malt ved bruk av en steinmglle
med 1,0 mm sjikt. Kornene ble analysert bade ubehandlet og varmebehandlet. Tgrrstoffprosenten pa
alt byggmaterialet ble malt ved hjelp av tgrrstoffmaler. Figur 2.4 viser de tre type kornene som ble

benyttet i forsgket.

Figur 2.4 Bygg fra Skjak som ble benyttet i forsgket. @verst til hgyre: Helkorn, avskallet korn og byggmel
fra kommersielle pakninger. Nederst til hgyre: Helkorn og avskallet korn malt til mel under forsgket.

2.4.1.1 Ubehandlet bygg
Helkorn og avskallet bygg ble malt til mel ved hjelp av en Retsh mglle med 0,5mm sikt. Melet ble sa

lagret ved -20 °C.

2.4.1.2 Varmebehandling av bygg
Varmebehandling av byggkornene og byggmelet ble utfgrt pa tre ulike mater. Oppskrift pa

varmebehandlingene blir vist i vedlegg. Hver av varmebehandlingene inkluderte 45g bygg blandet

med 300 mL.
1. Avskallet bygg ble lagt til blgt over natten med vann, deretter kokt i 15 minutter.
2. Avskallet bygg ble kokt direkte i 45 minutter.

3. Byggmel ble kokt til grgt i 20 minutter.

Kornene ble overfgrt til plastbeger og frysetgrket over 4 dager. De ble deretter lagret i — 20 °C.
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2.4.2 Homogenisering
Frysetgrket materialet ble malt ved bruk av samme mglle som ved ubehandlet bygg. Ved lite volum

av byggkornene ble det benyttet en morter. Hensikten med knusing av materialet, var at innholdet i

alle cellene ble frigjort til ekstraksjonsmiddelet. Melet ble benyttet videre til analyser.

2.4.3 Prgvepreparering
Det ble veid inn 0,2 gram av malt byggkorn i 50 mL sentrifugergr med skrukork. For a ekstrahere frie

fenoler fra byggen, ble det tilsatt 10 mL kald aceton/vann til rgret. Prgven ble satt til sentrifugering i
10 minutter ved 28000pm, og deretter ble acetonblandingen avdekantert til nye sentrifugergr. Fra

dette ekstraktet ble det malt Igselige totale fenoler og antioksidantkapasitet(FRAP).

2.4.4.1 Ekstraksjon av frie fenoliske syrer

Ekstraksjon av fenoliske syrer ble utfgrt i henhold til metode [Hole et al., 2007]. Fglgende steg ble
gjennomfgrt (tabell 2.7)

Tabell 2.7 Ekstraksjon av fenoliske syrer

e Detble veid inn 1 gram malt prgve i et 50 mL sentrifugergr med skrukork og 10 mL 50 %
MeOH ble tilsatt.

Metanol- e Prgvene ble satt i et ultralydbad i 30minutter ved 0 °C og deretter sentrifugert i 15 minutter

ekstraksjon ved 40000pm.

e Supernatanten ble overfgrt til en 100 mL glasskolbe. Pelletten ble tilsatt 5mL 50 % MeOH,
og sentrifugert ved 40000pm i 15minutter.

e Supernatanten ble overfgrt til samme rundkolbe som tidligere, og dette ble gjentatt en runde
til.

e Metanolekstraktet ble inndampet ved bruk av en rotavapor.

e Med vannbad pa 37 °C, ble ekstraktet dampet inn pa 60-90minutter.

:/rg(‘jdgrmuﬁigs e Detinndampede ekstraktet ble relgst i 10 mL surgjort MilliQ vann (pH 2). Vannet ble surgjort
rotavapor ved 3 tilsette 6M HCI. Ved relgsning av prgvene ble vannet tilsatt i 4 omganger a* 2,5 mL,

og deretter overfart til 50mL sentrifugergr. Disse rgrene ble videre brukt ved ekstrahering.

e  For & ekstrahere frie fenoliske syrer ble det utfart samme etylacetat ekstraksjon som for

bundne fenoliske syrer i brokkoli [ 2.3.4] Det ble derimot utfart 4 ekstraksjonsrunder.

Ekstraksjon |
med .
etylacetat 4-5 timer a dampe inn prgvene. Det inndampede ekstraktet ble relgst i 1mL 25 % MeOH.

Farst ble det tilsatt 0,25 mL MeOH, ristet godt og s4 tilsatt 0,75 mL MilliQ vann.

Ekstraktet ble inndampet i en speed vac inndamper. Med et volum pa ~40mL tok det mellom

2.4.4.2 Ekstraksjon av bundne fenoliske syrer
Det ble veid inn 0,2 gram prgve i et 50 mL sentrifugergr og 10 mL 50 % MeOH ble tilsatt. Samme

prosedyre som ved frie fenoliske syrer i bygg (kapittel 2.7.1), men kun pelletten ble benyttet videre.
Det vil si at ekstraktet ble forkastet. Deretter ble metoden for bundne fenoliske syrer i brokkoli
benyttet (2.3.6) Det ble utfgrt 4 ekstraksjonsrunder, og ekstraktet pa ~ 40 mL ble inndampet.

Alle prgvene ble filtrert giennom et 0,45 um filter f@r injisert pa HPLC.
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2.4.4 Analysemetoder

2.4.4.1 FRAP/ Ferric Reducing Antioxidant Power
En metode, FRAP, ble benyttet til 3 male plante ekstraktets totale antioksidant kapasitet(kapittel

1.11.3). Det ble laget en FRAP arbeidslgsning, bestdende av acetatbuffer, jernklorid og TPTZ (2,4,6-
tripyridyl-s-triazine) i forholdet 10:1:1. Tabell 2.8 viser Igsninger benyttet til a lage arbeidslgsningen.

Det ble tatt ut 2,4mL av FRAP arbeidslgsning som ble blandet med 0,1 mL prgve i glass rgr. Prgvene
ble overfgrt til kyvetter og satt mgrkt i romtemperatur i 60 minutter. Absorbansen ved 593nm ble
lest av i et spektrofotometer, og vann ble benyttet som blank. Prgvene matte bli malt etter ngyaktig
samme tid, da reaksjonen ikke er en fullstendig endepunktsreaksjon. Ekstraktets FRAP verdi ble

uttrykt som mmol Fe/L.

Tabell 2.8 Lgsninger benyttet ved tillaging av FRAP arbeidslgsning

Lgsning Komponent Mengde
Natriumacetat 1,79g (s)
Acetatbuffer (300mM)(pH 3,6) | Eddiksyre 16mL
Destillert vann 984mL
TPTZ (10mM) TPTZ (s)

Hydrogenklorid 40mM (1)

Jernklorid (10mM) FeSO,*7H20 (s)
Destillert vann

2.4.4.2 Totale fenoler/ Folin-Ciocalteau's metode
Folin Ciocalteu metode er en enkel metode benyttet til 3 bestemme ekstraktets innhold av totale

fenoler (1.11.4).

Det ble veid inn 200 uL prgve i et prgvergr, og 1 mL av Folin- Ciocalteaus(FC) reagens ble tilsatt. Etter
to minutter ble 800 pL Natriumkarbonat(7.5 %) tilsatt, og prgvene ble overfgrt til kyvetter. Kyvettene
fikk deretter sta i 60minutter uten tilgang pa lys. Absorbansen ved 765 nm ble malt ved hjelp av et
spektrofotometer. Ekstraktets totale fenolinnhold ble uttrykt som gallesyre ekvivalenter(GAE) i

milligram per 100 gram prgve.

2.4.4.3 Spektrofotometer
Spektrofotometri er en enkel kvantitativ teknikk, som i hovedsak innebzerer @ male mengde lys en

prgve absorberer ved en spesifikk bglgelengde (220-850). Malingen kan brukes til & bestemme

konsentrasjonen til en spesifikk substans eller en gruppe substanser [ Waterman & Mole, 1994].
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Spektrofotometri benytter en matematisk modell basert pa Beer-Lambert Law, som stadfester at en
Igsnings absorpsjon av lysets bevegelse, er proporsjonal med:

1. Lengden lyset beveger seg gjennom Igsningen.

2. Det kjemiske av substansen som er ansvarlig for absorpsjonen

3. Konsentrasjonen av (2).

2.4.4.4 Analyse av fenoliske komponenter ved bruk av hgytrykks vaeskekromatografi(HPLC)
Det ble benyttet samme HPLC system som ved analyse av brokkoli[ 2.3.7.1]

Standard til analyse av fenoliske syrer:
Kaffesyre (CA), p- kumarinsyre(p- CA), ferulsyre(FA) og sinapinsyre(SA) ble benyttet SOM fire

eksterne standarder til deteksjon med DAD ved en bglgelengde pa 320nm. Disse standardene var CA,
p- CA, FA og SA. Disse fire fenoliske syrene ble identifisert i prgvene ved a sammenligne spekter og

retensjonstid til de eksterne standardene.

Det ble veid inn 10mg av hver standard i en 20 mL malekolbe. Det ble tilsatt 5 mL MeOH slik at
stoffet ble opplgst, og deretter fortynnet med MilliQ vann til merket. Stamlgsningene fikk en
konsentrasjon pa 500 pg/mL.

Det ble sa pipettert ut 2 mL stamlgsning, som ble fortynnet til 10 mL i en malekolbe med MilliQ vann.
Disse ble kalt arbeidslgsninger og hadde en konsentrasjon pa 100 ug/mL.

For tillaging av standard 4, ble 1 mL av alle arbeidslgsninger overfgrt til en 10 mL malekolbe og
fortynnet med MilliQ vann. Denne standarden fikk en konsentrasjon pa 10 pug/mL. Ved a tilfgre
varierende mengde standard 4 + MilliQ vann, ble standard 1, 2 og 3 laget. Tabell 2.9 viser tilsatt

mengde vann og standard 4, og sluttkonsentrasjonen pa de ulike standardene.

Tabell 2.9 Tilsatt mengde standard 4 og vann, og sluttkonsentrasjoner pa standardrekken

Standard Tilsatt standard 4 | Tilsatt vann | Sluttkonsentrasjon
[m] [mL] [ug/mL]
2,5
5
3 3 1 7,5
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2.5 Et sammensatt maltid av "Det sunne maltid" («Double Fresh»)

2.5.1 Materialet
Det sammensatte maltidet bestod av 144 g laks, 100 g brokkoli og 120 g bygsg.

De tre komponentene ble behandlet pa ulike mater.
1. Ralaks fra Bremnes Seashore («Salmalaks») ble pakket inn i en apen polyetenpose.
2. Buketter ble kuttet fra vaskede brokkolihoder, vasket og sentrifugert. Bukettstilken ble
kuttet ca 2cm fra fgrste sidegren pa buketten.
3. Avskallet bygg fra Skjak ble blandet med vann og kokt i 45minutter. (60gram byggkorn
ble blandet med 400 mL vann, som gav 150g kokt byggris.)

Komponentene ble pakket i en plastskal. Byggrisen ble lagt nederst i skalen, og dekket med et lokk av
stiv plast. Deretter ble laksen(en hel filet) og sa brokkolibukettene lagt over. Den stive plasten og
posen rundt laksen hindret vaeskelekkasje fra den ene komponenten til den andre. Figur 2.5 viser det
sammensatte maltidet av laks, brokkoli og bygg, ferdig pakket i en plast skal. Pakningen ble dekt til

med toppfilm fra Amcor, og fire sma hull i filmen ble laget. Gassblanding i pakningen var:

o 02—5%
e (CO,-10%
o N2_85%

Figur 2.5 Et helt maltid, bestdende av laks, brokkoli og bygg. Foto: Oddvin Sarheim, Nofima AS
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2.5.2 Utfgrelse av "Double Fresh”-forsgk
Da bygg og brokkoli var fokuset i denne oppgaven, ble kun disse to komponentene tatt for seg

videre.

Pakningene ble lagret ved 4 °C i totalt 9 dager. Det var fem uttak dag 0, og ti uttak ved dag 6 og 9.
Ved ti uttak ble fem analysert rae, mens resterende fem ble varmet i 4minutter ved 750W. Tabell

2.10 viser uttak av pakninger ved de ulike dagene.

Maltidet gikk fgrst igiennom en sensorisk test, hvor konsistens og farge ble studert. Deretter ble en
liten del av hver komponent tatt ut til mikrobiologisk undersgkelse. Det gjenstaende av hver
komponent ble pakket og fryst ned. Brokkoli ble fryst ned ved hjelp av flytende nitrogen etterfulgt av

vakuumpakning. Posene ble lagret ved -80 °C.

Byggrisen ble overfgrt til plastkopper og lagret ved -20 °C. Figur 2.6 viser hele prosessen ved «Double

Fresh» - forsgket.

Tabell 2.10 Uttak av pakninger ved de tre ulike dagene i forsgket

Dag | Uttak ra pakninger | Uttak mikrovarmet pakninger | Totalt
0 5 0 5
6 5 5 10
9 5 5 10
* Rélaks (skéretien Innpakning i plastskal
filetbit) (gielder under hele
* Rabrokkoli (vasket) agringstiden: 0-9
+ Avskallet bygg (kokt i dager) i
45min.)
Lagring 4 °C (gjelder
under hele
lagringstiden: 0-9
dager)
_— — —
Dag0 Uttak ra Frysetarket Analyse
R ,—> _—
Dag6 Uttak ra Frysetarket Analyse
— —
Mikrovarmet Frysetorket Analyse
_— _ _
Dag9 Uttak ra Frysetorket Analyse

!

Mikrovarmet Fryseterket Analyse

Figur 2.6 Trinnene ved prosessering av det sammensatte maltidet ved ”Double Fresh” —forsgk
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2.5.3 Prgvepreparering av enkeltkomponentene

2.5.3.1 Brokkolimaterialet

Brokkolimaterialet ble preparert som tidligere beskrevet (kapittel 2.3), unntak av hele rde buketter
som denne gangen ble kvernet hele i en kjgkkenmaskin. En liten mengde kvernet brokkoli ble veid
inn i 50 mL sentrifugergr, og frysetgrket over fire dager. Analysene som ble utfgrt av brokkoli i det
sammensatte maltidet, var frie flavonoider og bundne fenoliske syrer. Det ble benyttet samme

ekstraksjon og analysemetode som ved analyse av brokkoli tidligere i forspket 2.3.5- 2.3.6.

2.5.3.2 Byggmaterialet
Byggrisen ble frysetgrket over fire dager. Analysene som ble utfgrt av byggrisen var totale fenoler,

antioksidantkapasitet/FRAP, frie og bundne fenoliske syrer. Det ble benyttet samme ekstraksjons og

analysemetode som ved tidligere analyse av bygg (2.4.3-2.4.4).

2.6 Grafer og statistikk

Resultatene er fremstilt ved hjelp av Microsoft Excel 2010. Alle figurer er laget med grunnlag av
gjennomsnittsverdi og standardavvik. Til statistisk analyse ble det utfgrt en parvis sammenligning ved
hjelp av en t-test. For sammenligning av flere grupper ble variansanlyse utfgrt ved bruk av bade
Unscrambler PCA (prinsipalkomponentanalyse), og One Way Analysis of Variance (ANOVA) med

Tukey's test. En p-verdi pa < 0,05 ble ansett som signifikant.
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3 Resultater

Resultatene i denne oppgaven blir presentert i tre deler, I-lIl.

Effekt av varmebehandling etterfulgt av kjglelagring pa brokkoli blir presentert i del I. Komponentene
som ble analysert var frie flavonoler og bundne fenoliske syrer. Metodene som ble benyttet pa

brokkoli var kok - og kjgl og sous vide.

| del Il blir effekt av varmebehandling pa byggkorn presentert. Materialet var helkorn, avskallet korn
og byggmel. Prosesseringsmetodene som ble utfgrt var blgtlegging og koking, og ulike koketider ble
undersgkt. Analysene som ble utfgrt var frie og bundne fenoliske syrer, samt FRAP og totale fenoler i

materialet.

| del Ill blir resultatene fra varmebehandling og lagring pa et helt maltid presentert. Maltidet var
sammensatt av tre komponenter; brokkoli, bygg og laks. Maltidet ble analysert fgr og etter varming i
mikrobglgeovn, og lagret over ni dager. Analysene som ble utfgrt var frie flavonoler og bundne syrer i

brokkoli, og totale fenoler, FRAP og fenoliske syrer i bygg.

3.1 Identifisering av fenoliske komponenter ved bruk av HPLC
De fenoliske komponentene ble identifisert og kvantifisert ved bruk av HPLC med DAD (kapittel

2.3.7.1). Komponentene har absorpsjonsmaksimum i UV-B omradet, og komponentenes UV-
absorpsjon er karakteristisk for hver av de enkelte. Flavonoler ble detektert ved en bglgelengde pa
360nm, og fenoliske syrer ved 320 nm. For a gi et inntrykk av hvordan komponentene blir detektert i
pregvematerialet, vises et eksempel pa et kromatogram for hver av fenolgruppene. Kromatogrammet
er fra en tilfeldig valgt prgve. Det ble benyttet en blank prgve til kontroll, og denne inneholdt
Igsningsmiddel med samme betingelser som prgvene. Figur 3.1 viser et kromatogram av quercetin og

kaempferol etter syrehydrolyse, og et kromatogram av p- CA, CA, FA og SA etter basehydrolyse.
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Figur 3.1 Kromatogram fra tilfeldig valgt prgve. @verst: Frie flavonoler i syrehydrolysert brokkoliekstrakt.
Nederst: Bundne fenoliske syrer i byggekstrakt som har gjennomgétt basehydrolyse og
etylacetatekstraksjon. Rad pil peker ut de interessante komponentene i denne oppgaven

Komponentene ble identifisert ved @8 sammenligne retensjonstid, toppsymmetri og UV- spekter med

en kjent standard. Et eksempel pa utregning av mengde komponent i prgven, er vist i vedlegg.

3.2 Brokkoli

3.2.1 Utarbeiding av metode for analyse av bundne fenoliske syrer i
brokkoli

Det ble utarbeidet en metode for analyse av bade flavonoler og fenoliske syrer fra samme
brokkoliprgve. Metoden var en bearbeiding av to tidligere utviklede metoder benyttet til analyse av

brokkoli og bygg (Rybarczyk, 2011; Hole et al., 2009)

Til analyse av frie flavonoler ble metoden for brokkoli benyttet, og den gjenstaende pelleten ble
benyttet til analyse av bundne fenoliske syrer. Pelleten gjennomgikk en basehydrolyse. Det ble testet
ut tre ulike hydrolysetider; en, fire og 20 timer. Det viste seg at en time hydrolyse av pelleten gav
mindre utbytteprosent av fenoliske syrer enn fire timer. Metoden som var utviklet for analyse av
bundne syrer i bygg, var satt til 16-20 timer hydrolysetid (Hole et al., 2009). Denne hydrolysetiden ble
derfor testet ut pa brokkoli, og utbytteprosenten ved 16-20 timer ble stgrre enn ved fire timer. Pa
bakgrunn av dette ble metoden etablert med en hydrolysetid pa 16-20 timer. Tabell 3.1 viser mengde

utbytte ved de hydrolysetidene 1,2 og 4.

Silje Johansen Masteroppgave 2012 15. mai 2012



Universitetet for miljg- og biovitenskap 36

Tabell 3.1 Mengde utbytte ved de tre ulike hydrolysetidene.

Hydrolysetid | Mengde FA
Prove y[timYar] [mgg/L]
A 1 5,815
B 2 7,234
C 4 8,010

En annen faktor som ble testet ut var antall ekstraksjonsomganger med etylacetat. | metoden for
bygg var det bestemt fire ekstraksjonsomganger med 10 mL etylacetat. En annen metode for
grgnnkal utfgrt ved Nofima hadde vist at ved tre ekstraksjoner med etylacetat, var det tredje
ekstraksjonsutbytte minimalt [upubl. Olsen, 2009]. Det ble pa dette grunnlaget testet utbytte etter
hver av de fire ekstraksjonsomganger med etylacetat. Fargen pa ekstraktene etter hver ekstraksjon
indikerte et betydelig mindre utbytte ved tredje omgang (figur 2.3) Analysen av fenoliske syrer viste
at mengde utbytte var kun 12 % etter andre ekstraksjon. Etter vurdering av tap av stoff og tid, ble
antall ekstraksjonsomganger bestemt til to omganger. Tabell 3.2 viser utbytte av syrene etter hver

ekstraksjon.

Tabell 3.2 Utbytte av bundne ferulsyre ved hver ekstraksjon av blansjert(1.5min.) brokkoli, hydrolysetid 1

time.
Prgve Ekstraksjonsomgang FA
[mg/gl
Hel bukett |1 61,9
Hel bukett |2 7,13
Hel bukett |3 -

3.2.2 Innhold av fenoliske komponenter i ra brokkoli
Brokkolimaterialet som ble benyttet i forsgket, var delt i hele- og halve buketter, samt knopper +

knoppstilker. Materialet (hele og halve buketter) ble preparert ved a skille de grenne knoppene pa
brokkolihodet, fra de hvite knoppene og knoppstilkene. Den sistnevnte delen blir videre presentert
som kun stilker. All materiale ble frysetgrket, og knust til et fint pulver i en morter. Analysene som
ble utfgrt var frie flavonoler og bundne fenoliske syrer. For 3 sammenligne mengden komponenter i
ra brokkoli videre i forsgket, ble innholdet i hele buketter beregnet. Bukettene ble beregnet ved hjelp

av ligning 1, og er uttrykt per tgrrstoff.

Mengde per bukket [uglg, ts]  (Knopper(a) - knopper (total)) + (stilker (a) - stilker (total)
Knopper+ stilker(total)

Hvor,

a, er analyseverdi uttrykt som pg/g t@rrstoff.
total, vil si total gram tgrrstoff av bukett.

tv, star for tgrrstoff.
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En faktor som bgr nevnes i denne sammenheng er at mengden fenoliske komponenter er basert pa
t@rrstoff (ts). En brokkoli bestar av omtrentlig 90 % vann, og dermed kun 10 % tgrrstoff. Dette vil i
praksis bety at en fersk brokkoli inneholder rundt 10 % av mengden som blir bestemt videre i

forsgket.

3.2.2.1 Frie flavonoler i rd brokkoli
Det var gnskelig a studere innholdet av frie flavonoler i de ulike delene av en brokkolibukett. De

utvalgte flavonolene var quercetin og kaempferol, som er de st@rste representantene [Bahorun

2004].

Brokkoliprgven gjennomgikk metanolekstraksjon, og syrehydrolyse i 90 minutter. Figur 3.2 viser
innholdet av quercetin og kaempferol i blomsterknopper og stilker fra hele- og halve buketter, samt i

de ferdig preparerte knoppene + knoppstilker.

Det er flere faktorer som pavirker innholdet i en brokkoli og forarsaker stor variasjon av
komponentene i brokkoli (kapittel 1.6 2). Det var derfor gnskelig a fa en innsikt i den biologiske
variasjonen, og flere paralleller av brokkoli ble benyttet i forsgket [Figur 3.2]. Tallmaterialet som

ligger til grunn for figur 3.2 er vist i vedlegg.

1200 +
1000 -+
goo -

600 -

PESE tarrve kit

400 - m Quercetin

W Kaempferaol
200 -

Stilker
Knopper
Stilker
Knopper

Hel bukett
Hel bukett

Hel bukett Halv bukett

Knopper + stilker

Figur 3.2 Innhold av frie flavonoler i rd brokkoli. Brokkoliprgvene ble ekstrahert med metanol, og
syrehydrolysert. Ekstraktet ble analysert pd HPLC. Hel bukett: innhold av komponenter i stilker (n=4),
blomsterknopper (n=5), og utregnet mengde i hel bukett (n=4). Halv bukett: innhold av komponenter i

stilker (n=2), blomsterknopper (n=2), og utregnet mengde i hel bukett (n=2). Til hgyre: innhold av
komponenter i knopper + knoppstilker (n= 3). Figuren viser gjennomsnittlige verdier og standard avvik.
Tallmaterialet som ligger til grunn for figuren er vist i vedlegg
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Blomsterknopper av hele buketter inneholdt 172 + 33.6 og 975 * 164 ug/g ts av henholdsvis
quercetin og kaempferol, mens stilkene inneholdt 19.3 + 2.36 og 29.5 * 11.9 ug/g ts av henholdsvis
qguercetin og kaempferol. Det vil si at av det totale innholdet funnet i blomsterknopper og stilker,
inneholdt blomsterknopper 89 % quercetin og 97 % kaempferol. Det ble funnet samme fordeling og

mengde av komponentene i halve buketter.

Materialet som allerede var preparert som knopper + stilker, inneholdt 179 + 45.0 tv og 874 + 140
ug/g ts av henholdsvis quercetin og kaempferol. Innholdet var ikke signifikant forskjellig fra hele og

halve buketter.

Resultatene viste store standardavvik i prgvene.

Innholdet av quercetin og kaempferol ble beregnet i hele buketter, og bestemt til henholdsvis 86,41
+ 16,58 og 449 + 74,35 pg/g ts bukett (hel bukett), og 94,17 * 18,55 og 449 + 28,60 pg/g ts (halv
bukett). Resultatene blir benyttet videre som et sammenligningsgrunnlag med varmebehandlet

brokkoli.

3.2.2.2 Innhold av bundne fenoliske syrer i rd brokkoli
Det var gnskelig a studere innholdet av bundne fenoliske syrer i ulike deler av ra brokkoli. De utvalgte

bundne syrene var FA, SA, p- CA og CA, og er de mest rikelige i planteriket[ Robbins, 2003].
Brokkolimateriale var det samme som ved analyse av frie flavonoler. Pelleten ble hydrolysert med
NaOH i 16 timer, og ekstrahert med etylacetat. | likhet med forrige forsgk, var det gnskelig a fa en
innsikt i den biologiske variasjonen i brokkoli, og det ble benyttet flere paralleller. Figur 3.3 viser
innholdet av bundne fenoliske syrer i ulike deler av ra brokkoli. Tallmaterialet som ligger til grunn for

figuren er vist i vedlegg.
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Figur 3.3 Innholdet av bundne fenoliske syrer i rd brokkoli. Brokkolipravene gjennomgikk en
basehydrolyse, og deretter ekstrahert med etylacetat. Hel bukett: innhold av komponenter i stilker (n=4),
blomsterknopper (n=5) og utregnet mengde i hel bukett (n= 4). Halv bukett: innhold av komponenter i
stilker (n=2), blomsterknopper (n=2), og utregnet mengde i hel bukett (n=2). Til hgyre: innhold av
komponenter i knopper + knoppstilker (n=3). Figuren viser gjennomsnittlige verdier og standard avvik.

Tallmaterialet som ligger til grunn for figuren er vist i vedlegg.

Analyse av hele buketter viste et innhold pa 307 + 79.6 og 174 + 40.7 pg/g ts av henholdsvis SA og FA
i blomsterknoppene. Syrene p- CA og CA ble derimot funnet i mer beskjeden mengde, og tilsvarte
henholdsvis 14.9 + 2.62 0g 21.0 + 7.50 pg/g ts. Stilkene inneholdt 90.4 + 18.4 og 13.4 + 5.08ug/g ts av
henholdsvis SA og FA, samt 2.11 + 1.44 og 8.50 + 2.96 ug/g ts av henholdsvis p- CA og CA. Det vil si at
av det totale innholdet av syrene funnet i knopper og stilker, inneholdt blomsterknoppene 92 % FA,

71 % SA, 86 % p- CA og 59 % CA. Det ble samtidig observert store standardavvik i parallellene.

Samme fordeling av syrene ble observert i halve buketter. Innholdet av syrene var imidlertid hgyere i
bade stilker og blomsterknopper sammenlignet med delene av hel bukett. Innholdet av syrene i de

ferdig preparerte knoppene + knoppstilkene tilsvarte innholdet i knopper fra hele buketter.

Innholdet av syrer i hele buketten ble beregnet til a vaere 150 * 45,31 og 80,07 + 19,69 ug/g ts bukett
(hel bukett), og 231 * 37,7 og 110 + 10,81 pg/g ts bukett (halv bukett) av henholdsvis SA og FA.

Resultatene blir benyttet videre som et sammenligningsgrunnlag med varmebehandlet brokkoli.

3.2.3 Effekt av blansjering pa innhold av fenoliske komponenter
Blansjering er en mye brukt metode i industrien og hensikten er a bevare kvaliteten pa produktet ved

langtidslagring. Det var gnskelig a se effekten av blansjering pa innholdet av fenoliske komponenter i

brokkoli. Brokkolien var blansjert ved to tider, 1.5 og 5 minutter (97 °C), for a se om effekten pa
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komponentene ble stgrre ved lenger blansjeringstid. Materialet i forsgket var hele buketter (200g).

Bukettene ble kvernet i en kjgkkenmaskin, frysetgrket og deretter mortet til et fint pulver.

3.2.3.1 Effekt av blansjering pd frie flavonoler
Det var gnskelig a se effekten av blansjering pa innholdet av frie flavonoler i brokkoli. Brokkoliprgven

ble ekstrahert med metanol og syrehydrolysert i 90 minutter. Figur 3.4 viser innholdet av quercetin

og kaempferol i blansjert brokkoli. Tallmaterialet som ligger til grunn for figuren er vist i vedlegg.
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Figur 3.4 Innholdet av Quercetin og Kaempferol i blansjert brokkoli. Brokkoliprgven ble ekstrahert med
metanol og syrehydrolysert, fgr analyse pd HPLC. Til venstre: innhold av komponenter i ra brokkoli (n=
4), 1.5 min. blansjert bukett (n=4) og 5 min. blansjert bukett (n= 2). Figuren viser gjennomsnittlige verdier
og standard avvik. Tallmaterialet som ligger til grunn for figuren er vist i vedlegg.

Blansjering hadde en signifikant effekt pa innholdet av quercetin og kaempferol. Etter blansjering i
1.5 minutt, ble innholdet av quercetin og kaempferol redusert med henholdsvis 39 % og 46 %

sammenlignet med ra brokkoli.

Blansjering i 5 minutter reduserte innholdet til quercetin og kaempferol med henholdsvis 58 % og 79
% sammenlignet med ra brokkoli. Det var en signifikant forskjell mellom koketidene, og mengden
quercetin og kaempferol ble redusert med ytterligere 32 % og 60 % ved lenger tid sammenlignet med

1.5 minutt koking.

3.2.3.2 Effekt av blansjering pd innhold av bundne fenoliske syrer

Det var gnskelig a studere hvordan SA, FA, p- CA og CA ble pavirket av blansjering. Det ble benyttet

samme materialet som ved analyse av frie flavonoler. Pelleten ble hydrolysert med NaOH i 16 timer
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og ekstrahert med etylacetat. Figur 3.5 viser innholdet av bundne fenoliske syrer i blansjert brokkoli.

Tallmaterialet som ligger til grunn for figuren er vist i vedlegg.
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Figur 3.5 Innholdet av bundne fenoliske syrer i blansjert brokkoli. Til venstre: innhold av syrer i ra bukett
(n=4), 1.5 min. blansjert bukett (n=3) og i 5 min. blansjert bukett (n=2). P-verdi > 0,05. Brokkoliprgven gikk
igjennom en basehydrolyse og etylacetat ekstraksjon, og deretter analysert ved HPLC. Figuren viser
gjennomsnittlige verdier og standard avvik. Tallmaterialet som ligger til grunn for figuren er vist i
vedlegg.

Det var ingen signifikant effekt av blansjering pa syrene. Etter 1.5 minutt blansjering var innholdet av
SA og FA henholdsvis 148 + 65.1 0g 62.1 + 26.2 ug/g ts.
Brokkoli blansjert i 5 minutter innholdt 125 + 21.0 og 49.9 + 5.39 ug/g ts av henholdsvis SA og FA.

Det var ingen signifikant forskjell mellom koketidene, men det ble observert en reduksjon av alle

syrene utenom p- CA som fglge av lenger koketid.

3.2.4 Effekt av sous vide koking pa innhold av fenoliske komponenter
”Sous vide”- metoden er en relativt ny utgave av kok - og kjgl metoden, og er mye benyttet i industri

og catering bransjen. Metoden innebzerer a vakuumpakke produktet fgr koking. Brokkolimaterialet
som ble benyttet i dette forspket var halve buketter og blomsterknopper+ stilker. Materialet var
behandlet ved to ulike koketider (97 °C), 8 minutter for halve buketter og 3 minutter for knopper +

stilker. Brokkoliprgven ble kvernet i en kjpkkenmaskin, frysetgrket og deretter mortet til et fint

pulver.
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3.2.5 Effekt av sous vide koking pa innhold av frie flavonoler
Det var gnskelig & se effekt av sous vide koking pa innhold av frie flavonoler i brokkoli.

Brokkoliprgven ble ekstrahert med metanol og syrehydrolysert i 90 minutter. Figur 3.6 viser
innholdet av quercetin og kaempferol i halve buketter og blomsterknopper + stilker. Tallmaterialet

som ligger til grunn for figuren er vist i vedlegg.
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Figur 3.6 Innhold av frie flavonoler i sous vide kokt brokkoli. Brokkoliprgven er ekstrahert med metanol,
syrehydrolysert og analysert ved HPLC. Til venstre: innhold av quercetin og kaempferol i rd brokkoli (n=
2), sous vide kokt i 8 min. (n=3), og innhold i rd blomsterknopper og stilker (n= 3), kokt i 3min. (n=2).
Figur viser gjennomsnittlige verdier og standardavvik. Tallmaterialet som ligger til grunn for figuren er
vist i vedlegg.

Sous vide koking hadde ingen signifikant effekt pa innholdet av quercetin og kaempferol i verken
halve buketter eller knopper + stilker. Som figuren viser kan det imidlertid bli observert en gkning av
quercetin og kaempferol i halve buketter, og etter 8minutter koking var innholdet henholdsvis 134 +
18.4 0g 571 £90.0 pg/g ts.

Etter 3minutter koking av knopper + stilker var innholdet av quercetin og kaempferol 198 + 97.7 og

840 + 111 pg/g ts.

3.2.6 Effekt av sous vide koking pa innhold av bundne fenoliske syrer
Det var ¢nskelig a8 se effekten av sous vide koking pa bundne fenoliske syrer i brokkoli.

Brokkoliprgven ble hydrolysert med NaOH i 16 timer og ekstrahert med etylacetat. Figur 3.7 viser
innholdet av syrer i sous vide kokte halve buketter og blomsterknopper + stilker. Tallmaterialet som

ligger til grunn for figuren er vist i vedlegg.
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Figur 3.7 Innhold av bundne fenoliske syrer i sous vide kokt brokkoli. Innhold av syrer i ra bukett (n=2),
8min. kokt bukett (n=3), og innhold av syrer i r& blomsterknopper + stilker (n= 3), 3min. kokt
blomsterknopper + stilker (n=2). Brokkoliprgven gikk igjennom en basehydrolyse og etylacetat
ekstraksjon, og deretter analysert ved HPLC. Figuren viser gjennomsnittlige verdier og standard avvik.
Tallmaterialet som ligger til grunn for figuren er vist i vedlegg.

Sous vide koking hadde ingen signifikant effekt pa innholdet av bundne syrer i brokkoli, men alle
syrene gkte som fglge av kokingen. Et unntak var CA i knopper + stilker som ble redusert med 53 %
etter koking 3 minutter. Etter 8minutter koking av halve buketter var innholdet av SA og FA
henholdsvis 258 + 78.8 og 115 + 39.1 pug/g ts.

Innholdet av SA og FA i knopper + stilker kokt i 3minutter var henholdsvis 342 + 93.2 og 178 + 43.6
Hg/g ts.

3.2.7 Effekt av lagring pa innhold av fenoliske komponenter
Kjplelagring er en mye brukt metode til 3 lagre produkter, og det var gnskelig 3 se effekten av

kjglelagring pa innholdet av fenoliske komponenter i brokkoli. Kjglelagring er ofte kombinert med en
kokemetode, og i dette forsgket ble brokkolimaterialet enten blansjert eller sous vide kokt.

Brokkolimaterialet ble lagret over et tidsrom pa 18 dager, og det var uttak ved dag 0, 7, 14 og 18.

3.2.8 Effekt av kjglelagring pa blansjert brokkoli

Det var gnskelig a se effekten av lagring pa innholdet av frie flavonoler og bundne fenoliske syrer.
Brokkolimaterialet som ble benyttet var hele buketter, blansjert i 1.5 og 5 minutter. Da brokkolien
lagret i 7 dager hadde et mikrobiologisk niva < 10° ble det bestemt at kun buketter fra 0 og 7 dager
skulle bli analysert. Brokkoliprgven ble opparbeidet og analysert som ved blansjeringsforsgket.

(kapittel 3.2.3.1 0g 3.2.2.2)
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Figurene 3.8 og 3.9 viser effekt av lagring pa innholdet av henholdsvis frie flavonoler og bundne

fenoliske syrer. Tallmaterialet som ligger til grunn for figuren er vist i vedlegg.
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Figur 3.8 Innhold av frie flavonoler i brokkoli lagret i 7 dager. Til venstre: innhold av quercetin og
kaempferol i blansjert bukett 1.5 min ved dag 0( n=4) og 7(n= 3), og blansjert bukett 1.5 min (n=2) og 7(n=
3). Brokkoliprgven er ekstrahert med metanol, syrehydrolysert og analysert ved HPLC. Figur viser

gjennomsnittlige verdier og standardavvik. Tallmaterialet som ligger til grunn for figuren er vist i vedlegg.

Lagring over syv dager hadde ingen signifikant effekt pd innholdet av frie flavonoler. Det kan

imidlertid bli observert en gkning av begge komponentene ved lagring syv dager. Etter syv dager var

innholdet av quercetin og kaempferol i 1.5 minutter blansjert brokkoli henholdsvis 56.8 + 9.28 og 257

+25.3 ug/g ts, og etter 5 minutter blansjering henholdsvis 39.6 + 6.31 og 115 + 9.84 ug/g ts.
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Figur 3.9 Innhold av bundne fenoliske syrer i brokkoli lagret i 7 dager. Til venstre: innholdet av syrer i
blansjert bukett 1.5 min ved dag 0( n= 3) og 7(n= 3), og blansjert bukett 5 min ved dag 0(n= 2)og 7(n= 2).
Bokstaver indikerer signifikant forskjell. Brokkoliprgven var basehydrolysert, ekstrahert med etylacetat

og analysert ved HPLC. Figur viser gjennomsnittlige verdier og standardavvik.

Lagring av brokkoli over syv dager hadde en signifikant effekt pa p- CA, som gkte etter 7 dager
lagring. Det var ingen signifikant effekt pa innholdet av de andre bundne syrene, men det ble
observert en gkning av alle syrer utenom CA etter syv dager lagring. Etter syv dager var innholdet av
SA og FA 1.5minutter blansjert brokkoli henholdsvis 213 +59.1 0g 82.4 + 22.0 pug/g ts, og i 5 minutter
blansjert brokkoli henholdsvis 189 + 42.9 og 87.2 + 8.36 ug/g ts. | tillegg ble det observert store

standardavvik i de blansjerte brokkolibukettene.

3.2.9 Effekt av kjglelagring pa sous vide kokt brokkoli

Kjplelagring av sous vide produkter har mange fordeler som gjgr den godt egnet ved langtidslagring
av produkter(kapittel 1.7.4, 1.9). Brokkolimaterialet som ble benyttet var halve buketter kokt i
8minutter, og blomsterknopper + stilker kokt i 3minutter. Prgvene ble opparbeidet og analysert som

ved sous vide forsgk (kapittel 3.4.1 og 3.4.2).

Figurene 3.10, 3.11 og 3.12 viser effekt av lagring pa innholdet av henholdsvis frie flavonoler og

bundne fenoliske syrer. Tallmaterialet som ligger til grunn for figurene er vist i vedlegg.

Silje Johansen Masteroppgave 2012 15. mai 2012



Universitetet for miljg- og biovitenskap 46

1200 -
1000 -

300
B Cuercetin

B Kzempferol

GO0

e fe tgrrvekt

400

200

Dag 18 (8)
Dag 14 (3)
Dag 12 {3)

Halv bukett Knopper + stilker

Figur 3.10 Innhold av frie flavonoler i brokkoli lagret over 18 dager. Til venstre: Innhold av komponenter i
sous vide kokt bukett 8 min.(n=2). Til hgyre: innhold i knopper + stilker 3 min. (n=3). Dag 7 (n=5), dag 14
(n=3) og dag 18 (n= 3). Brokkoliprgven er ekstrahert med metanol, syrehydrolysert og analysert ved
HPLC. Figur viser gjennomsnittlige verdier og standardavvik. Tallmaterialet som ligger til grunn for figur
er vist i vedlegg.

Lagring av sous vide kokt brokkoli hadde ingen signifikant effekt pa innholdet av frie flavonoler. Etter
18 dager lagring var innholdet av quercetin og kaempferol i halve buketter henholdsvis 94.1 + 5.76 og

524 +27.9 ug/g ts, og i 3minutter kokt knopper + stilker henholdsvis 193 + 67.7 og 937 + 134 ug/g ts.
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Figur 3.11 Innhold av bundne fenoliske syrer i brokkolibukett lagret over 18 dager. Til venstre: innholdet
av syrer i sous vide kokt bukett 8 min.( n=2) ved dag 0, dag 7 (n=5), dag 14 (n= 3) og dag 18 (n= 3).
Brokkoliprgven har gjennomgatt basehydrolyse, ekstraksjon med etylacetat, og analysert ved HPLC.
Figur viser gjennomsnittlige verdier og standardavvik. Tallmaterialet som ligger til grunn for figur er vist i

vedlegg.

Lagring av sous vide kokt halv bukett hadde kun en signifikant effekt pa CA, som ikke ble funnet i

brokkoli ved 14 dager lagring. Etter 18 dager lagring var innholdet av SA og FA henholdsvis 252 + 51.6
0g 112 £27.2 ug/g ts.
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Figur 3.12 Innhold av bundne fenoliske syrer i blomsterknopper + stilker av brokkoli lagret over 18 dager.
Brokkoliprgven har gjennomgatt basehydrolyse, etylacetatekstraksjon og analysert ved HPLC. Innhold i
sous vide kokt knopper + stilker 3min. Dag 0 (n=2), dag 7 (n=5), dag 14 (n= 3) og dag 18 (n= 3). Bokstaver
betyr signifikant forskjell. Figur viser gjennomsnittlige verdier og standardavvik. Tallmaterialet som
ligger til grunn for figur er vist i vedlegg.

Det var ingen signifikant effekt av lagring over 18 dager pa innholdet av CA og p- CA. Lagring fra 7 til
18 dager viste en signifikant gkning av FA, og etter 18 dager innholdt knopper + stilker 225 + 4.86
ug/g ts og tilsvarte en gkning pa 27 % sammenlignet med dag 7. Det var ingen signifikant effekt av
lagringen pa SA, men det ble observert et gkt innhold etter 18 dager (p-verdi= 0,048). Etter 18 dager
var innholdet av SA 422 +10.9 ug/g ts.

3.3 Bygg

3.3.1 Innhold av fenoliske komponenter i ra bygg

Bygg prosesseres fgr den spises, og det var gnskelig 3@ se effekten av avskalling og maling pa

innholdet av totale fenoler og enkelte fenoliske syrer, samt antioksidantkapasitet i bygg.

Byggmaterialet som ble benyttet var helkorn, avskallet korn og byggmel. Bade helkorn og avskallet

korn ble malt til mel pa en mglle.
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For a sammenligne fenolinnhold pa lik basis, ble tgrrstoffprosenten pa korntypene bestemt og
uttrykt som gram per t@rrvekt. Et byggkorn inneholder ca 89 % t@rrstoff, og i praksis vil kornet ha 11

% mindre mengden av fenolene enn det som blir presentert i resultatene.

3.3.2 Totale fenoler og FRAP verdi i helkorn, avskallet korn og byggmel.
For analyse av totale fenoler ble byggprgven opparbeidet i henhold til Folin-Ciocalteau’s metode

(kapittel 2.8.2), og for analyse av antioksidantkapasitet ble prgven opparbeidet i henhold til FRAP
metode utarbeidet av Benzie og Strain, 1999. Begge analysene ble utfgrt pa et spektrofotometer,
med en absorbans ved 593nm (FRAP) og 765nm(totale fenoler). Tabell 3.4 viser innhold av totale
fenoler og antioksidantkapasitet i helkorn, avskallet korn og byggmel uttrykt som henholdsvis mg

GAE/100 g og mmol Fe/100 g.
Tabell 3.3 Innhold av totale fenoler og antioksidantkapasitet i bygg (n=4) *p < 0,05.

Totale fenoler [mg/100g ts] FRAP [mmol/100g ts]
Korn Frie stdav Bundne stdav Frie stdav Bundne stdav
Helkorn 324 +14,3 297 +5,28 3,92 + 0,09 3,28+0,16
Avskallet korn 306 + 65,9 157*+1,74 4,10+ 0,20 1,98* + 0,05
Byggmel 305 +20,9 157* + 13,2 3,50*%+ 0,20 1,90* +£0,14

Resultatene viste at helkorn hadde det hgyeste innholdet av totale fenoler med 324 + 14.3 og 297 +
5.28 mg/100g av henholdsvis frie og bundne syrer. Det var ingen signifikant effekt av avskalling og
maling pa totale frie fenoler. Etter begge prosesseringene var innholdet av totale bundne fenoler
signifikant redusert, og tilsvarte et tap pa 47 % sammenlignet med helkorn. Avskalling hadde ingen
signifikant effekt pa antioksidantkapasiteten til frie fenoler, men pa bundne. Maling reduserte bade

kapasiteten til bade frie og bundne signifikant.

3.3.3 Frie og bundne fenoliske syrer i helkorn, avskallet korn og byggmel
Det var gnskelig 3 se effekten av avskalling og maling pa innhold av frie og bundne fenoliske syrer i

byggkornet. De fire syrene som ble studert var ferulsyre (FA), p- Kumarinsyre(p- CA), kaffesyre (CA)
og sinapinsyre (SA). Byggprgven ble hydrolysert med NaOH i 16-20 timer, og ekstrahert med
etylacetat. Det ble utfgrt analyser av frie syrer i helkorn, avskallet korn og byggmel, mens bundne
syrer ble analysert kun i avskallet korn, da denne korntypen ble benyttet som materialet videre i
forsgkene. Det ble ikke detektert SA i byggprgvene, og derfor er denne syren ikke vist i tabell. Tabell

3.4 viser innholdet av frie og bundne fenoliske syrer i helkorn, avskallet korn og byggmel uttrykt som

Hg/g ts.
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Tabell 3.4 Innhold av fenoliske syrer i helkorn, avskallet korn og byggmel(n= 2) *p < 0,05.

49

FA p- CA CA
Korn [Ho/g ts] [Hg/g ts] [Lg/g tv]
Frie9 Bundne Frie Bundne Frie stdav Bundne
stdav stdav stdav stdav stdav
Helkorn 1.23+0,04 1,50 + 0,02 0,53 +0,02
Avskallet
korn 0,78* + 0,08 519+1,41 | 0,49*+0,03 94.7+5.87 | 0,31*+0,02 | 17,45+1.70
Byggmel 0,85* + 0,03 0,66* + 0,03 0,34* + 0,01

Helkorn hadde det hgyeste innholdet av frie syrer, og p- CA utgjorde den st@rste delen av syrene
med 1.50 + 0.02 pg/g ts. Bade avskalling og maling reduserte innholdet av frie syrer signifikant. |
avskallet korn og byggmel var det hgyest innhold av FA, som ble redusert med henholdsvis 37 % og
31 % sammenlignet med helkorn. Det nest hgyeste innholdet var av p- CA, og syren ble redusert
med 66 % og 56 % etter henholdsvis avskalling og maling. Resultatene viste et tydelig hgyere innhold

av bundne syrer i kornene, og hovedrepresentanten var FA med 519 + 1,41 pg/g ts.

3.3.4 Innhold av fenoliske komponenter i blgtlagt og varmebehandlet bygg

Det var gnskelig & se effekten av bade blgtlegging og koking pa innholdet av totale fenoler og enkelte
fenoliske syrer (FA, p- CA, CA og SA), samt antioksidantkapasitet i bygg. For 3 se effekten av
behandlingene, ble ra avskallet bygg benyttet som sammenligningsgrunnlag. | tillegg ble kornene
malt for og etter hver behandling, for a vise volumgkning som fglge av behandlingene. Tabell 3.5

viser volumgkning av 5 korn veid fgr og etter behandling.

Byggmaterialet som ble benyttet var avskallet korn og byggmel. Ved behandling ble 45g bygg (korn
eller mel) blandet med 300 mL vann. Oppskriften til varmebehandlingene er vist i vedlegg. Det var
gnskelig & se hvor mye av syrene som eventuelt lekker ut i kokevann. Byggrisen ble derfor separert
fra kokevannet, og det ble utfgrt analyse av byggris og kokevann hver for seg. Etter behandling av
byggkornene, ble de frysetgrket og malt pa en mglle (Retsh ZM 100, Haan, Tyskaland9). For analyse
av frie og bundne fenoliske syrer, ble byggprgven ekstrahert med metanol og etylacetat (frie),
basehydrolysert og etylacetatekstraksjon (bundne)( kapittel 2.7)Byggpragven for analyse av totale
fenoler og antioksidantkapasitet, ble opparbeidet i henhold til Folin-Ciocalteau’s metode og metode
utarbeidet av Benzie og Strain, 1999. Tabell 3.6-3.11 viser innholdet av henholdsvis frie og bundne
fenoliske syrer, samt totale fenoler ved ulike behandlinger av kornet. Tabell 3.12 viser

antioksidantkapasitet i bygg fgr og etter behandling. Til sammenligningsgrunnlag blir ubehandlet

avskallet korn og byggmel (45 g) benyttet.
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Tabell 3.5 Kornenes (5stk) volumgkning etter hver behandling. (n =2)

Behandling For behandling(tgrt) | Etter behandling
(gl [s]
Blptlegging 0,192 0,352
Blgtlegging + koking 15min. 0,192 0,456
Koking 45min. 0,192 0,547
Koking av byggmel 20min.,(1ts) 0,412 1,250

Som tabellen viser gkte kornets volum som fglge av behandlingene. Det var byggmel kokt i 20
minutter og koking av avskallet byggkorn i 45 minutter som gav stgrst gkning, med henholdsvis 3 og
2,9 ganger hgyere vekt enn opprinnelige vekt. Blgtlegging av kornet gav den laveste volumgkningen,
med gkning pa 1,8 ganger opprinnelige vekt. For a se pa en helhetlig volumgkning etter
varmebehandling, ble gkning beregnet pa 45g byggkorn eller 45 g byggmel. Blgtlegging og deretter
koking av kornene gav 105g kokt byggris og koking 45 minutter gav 128g kokt byggris. Byggmel kokt i
20 minutter gav 137g grot.

Tabell 3.6 Innhold av totale frie syrer og totale fenoler(Folin Ciocalteus metode) i rd og behandlet
byggkorn, samt i kokevann

totale frie syrer

Totale frie
Prgve [ug]
FAF p-CAF CAF SAF [mg GAE]
Ra avskallet bygg (45g) 34,87 +3,465 | 22,05+1,260 |13,7 +0,95 0 138 +1,63
Blgtlagt korn (82,49g) 57,41 +2,126 | 8,505+0,352 (11,3+0,35] 8,15 +0,35|81,4+12,5

Kokt byggris15min.(105g) 76,57 +6,108 | 13,26 +1,153 |12,4+0,26|7,00+£0,71{53,9+3,26

Kokevann 64,50+0,581 | 10,78+0,635 |13,4+1,23(9,78+1,50|27,9+3,33

Tabell 3.7 Innhold av totale bundne syrer og totale fenoler(Folin Ciocalteus metode) i rd og kokt
byggkorn, samt i kokevann

totale bundne syrer

Totale bundne

Prove [ug]
FAB p-CAB CAB SAB [mg GAE]
Ra avs(';a;;t bYBE | 53355 +40,501 | 4259+ 2633 | 8334095 0 70,9 + 0,03
Blptlagt korn 17348 +593,74 | 4055+ 1205 | 343+16,3 | 341+82,5 | 558+230
(82,49g)
Kokt

+ + + + +
byggris15min.(105g) 16089 £ 526,01 | 3285+198,1 | 144 +13,7 | 258 £27,7 49,1+ 0,06

Kokevann 249,8+1,016 | 21,10+0,406 | 344+6,76 | 61,4+0,61 2,00 £0,03
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Etter blgtlegging og koking 15 minutter inneholdt byggrisen (105g ris) 53,9 mg GAE frie fenoler, som
tilsvarte en reduksjon av 84 mg sammenlignet med ubehandlet bygg (45 g avskallet korn). |
kokevannet ble det funnet igjen 27,9 mg GAE. Dette gav et tap av 56, 2 mg GAE, som tilsvarte 41 %
frie fenoler. Blgtlegging og koking hadde en positiv effekt pa frie FA. Den kokte risen inneholdt 76, 6
ug FA, mens i kokevannet ble det funnet igjen 64,5 pg. Dette tilsvarte en gkning pa 4 ggr av frie FA
(tabell 3.6).

| likhet med de frie fenolene, ble ogsa det totale bundne fenolinnholdet redusert som fglge av
blgtlegging og koking. Den kokte risen inneholdt 49,09 mg GAE, som tilsvarte et tap av 21,79 mg
GAE. Det ble funnet kun 2 mg GAE i kokevannet, som medfgrte et totalt tap av 19,79 mg GAE bundne
fenoler. Etter koking inneholdt risen 16 mg (16089 pg) bundne FA, og 0,250 mg (249,8 ug), som

tilsvarte et totalt tap av 7,1 mg FA (tabell 3.7).

Tabell 3.8 Innhold av totale frie syrer og totale fenoler(Folin- Ciocalteus metode) i rd og kokt byggkorn,
samt i kokevann

totale frie syrer Totale frie
Prove [ug]

FAF p-CAF CAF SAF [mg GAE]

Ra a"s(';a;;e)t bYEE | 348713465 | 22,05+ 1,260 | 13,73 £ 0,945 0 137,94+ 1,625
Kokt byggris
+ + +

ssmin(128g) | 4880%1018 | 12,203,089 0 0 66,14 + 5,266
Kokevann 48,73 £5,329

Tabell 3.9 Innhold av totale bundne syrer og totale fenoler(Folin Ciocalteus metode) i rd og kokt
byggkorn, samt i kokevann

totale bundne syrer

Totale bundne

Prgve [ug]
FAB p-CAB CAB SAB [mg GAE]
Raavskallet | o a0cc 40501 | 4259+2633 | 832,540,951 0 70,88+0,032
bygg (45g)

Kokt byggris

. 17851+1441,5 | 3412,3+362,65 | 368,62+93,03 | 332,57+53,99 | 60, 7315,968
45min.(128g)

Kokevann 3,647+0,515

Koking 45 minutter reduserte innholdet av bade totale bundne og frie fenoler. Etter koking inneholdt

risen (128 g) 66, 14 mg GAE frie fenoler, og tilsvarte et tap av 71,76 mg. Det ble funnet igjen 48,73
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mg GAE i kokevannet, og det totale tapet som fglge av koking var 23,03 mg GAE frie fenoler.
Mengden representerte et tap av 16,7 % frie fenoler. Det ble observert en gkt mengde av frie FA,
som gkte til 48,8 ug og tilsvarte en gkning pa 28 % (tabell 3.8). Den kokte byggrisen inneholdt 60,7
mg GAE bundne fenoler, og viste et tap av 10,2 mg GAE sammenlignet med ubehandlet korn. |
kokevann ble det funnet 3,66 mg GAE, og det totale tapet av bundne fenoler var 6,50 mg GAE som
tilsvarte 9 %.

Det ble imidlertid ikke utfgrt analyse av syrer i kokevannet ved 45 minutter koking, slik at det totale
tapet eller gkning av disse mengdene ikke ble observert.

Kokingen hadde en mindre effekt pa totale bundne fenoler. Etter koking inneholdt risen 60,73 mg
GAE, og 3,647 mg GAE ble funnet igjen i kokevann. Det totale tapet av bundne fenoler var 6,50 mg
GAE, som tilsvarte et tap av 9,2 % fenoler. Den kokte byggrisen inneholdt 17 851 mg bundne FA, som
tilsvarte et tap av 5 mg (5504 pg) FA. | likhet med frie syrer, ble det ikke utfgrt analyse a kokevannet.
(tabell 3.9).

Tabell 3.10 Innhold av totale frie syrer og totale fenoler(Folin Ciocalteus metode) i byggmel og gret
totale frie syrer

Totale frie
Prgve [ug]
FAF p-CAF CAF SAF | [mgGAE]
?XEgTeI 38,02+ 1,575 [29,48+0,945 |15,30+0,630 0 137 £ 6,30
g
Grot 20 18,89 +3,126 |6,313+1,201 |0 0 34,4 + 4,02
min (137g)

Tabell 3.11 Innhold av totale budne syrer og totale fenoler(Folin Ciocalteus metode) i byggmel og gret

totale bundne syrer Totale
Prgve [nel bundne
FAB p-CAB CAB SAB | [mg GAE]
Raavskallet | 5 a30e 4 40,501 | 4259+263,3 | 832,5£0,051 | 0 | 70,880,032
bygg (45g)
Byggmel (45 70,7 + 6,585
g)
. 163,8
Grot 20 min | o) 4272 20624 150,0 |258,5+39,08 |+ 30,39 + 1,007
(137g) 30,06

Etter koking inneholdt grgten 34,35 mg GAE frie fenoler, og tilsvarte et tap av 103 mg GAE. Bade
innholdet av frie FA og p- CA var redusert etter koking, og grgten inneholdt 18,89 ug FA og 6,313 pg
p- CA. Dette tilsvarte et tap av 19,13 og 23,17 ug av henholdsvis FA og p- CA (tabell 3.10).

Det totale bundne fenolinnholdet ble i likhet med frie redusert etter koking. Grgten inneholdt 30,39

mg GAE bundne fenoler, og tilsvarte et tap av 40,3 mg GAE. Bundne fenoler ble som fglge av koking

Silje Johansen Masteroppgave 2012 15. mai 2012



Universitetet for miljg- og biovitenskap 53

redusert med 57 %. Da det ikke var utfgrt analyser av bundne syrer i ubehandlet byggmel, ble
innholdet sammenlignet med avskallet bygg. Det ble observert et lavere innhold av syrer i grgt enn i
avskallet byggkorn. Mengden syrer funnet i avskallet bygg var 2-3 ganger hgyere enn i grgten (tabell
3.11)

Tabell 3.12 Antioksidantkapasitet (mmol Fe/100 g)i ubehandlet og behandlet bygg.

Prgve Frie Bundne
R4, avskallet bygg 1,84+0,1 0,88 +0,08
Blgtlagt bygg 0,87+0,03 |0,56+0,03
Blgtlagt+ kokt 15min | 0,68 £ 0,04 |0,47 £ 0,05
Kokevann 0,33+0,01 |0,01+0,00
Kokt 45min 0,78+0,05 |0,58+0,10
Kokevann 0,46 £+0,02 0,02 +0,01
Byggmel 1,57 +0,08 |0,70+0,06
Grot 0,44 £0,00 |0,30+0,02

Resultatene viste at antioksidantkapasiteten var hgyest i helkorn, avskallet korn og byggmel, mens

kokevann hadde lavest verdi. Ved behandling av kornet, ble antioksidantkapasiteten redusert.

3.4 Et sammensatt madltid, «Double Fresh» - forsgk

3.4.1 Introduksjon
Maltidet bestod av laks, brokkoli og bygg, som ble pakket i en plastskal med lukk og lagret ved 4 °C.

Byggrisen var forhandskokt i 45 minutter, mens brokkoli og laks ble innpakket som ra
komponenter(kun minimalt prosessert). Maltidet ble analysert bade fgr og etter mikrovarming.

Lagringstiden strakk over ni dager, og det var uttak ved dag 0,6 og 9.

| dette forsgket ble det kun utfgrt analyser pa brokkoli og bygg. Brokkolimaterialet ble kvernet i en
kjskkenmaskin, frysetgrket og knust til et fint pulver. Byggmaterialet ble frysetgrket direkte, og malt

til mel ved hjelp av en mglle.
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For a studere effekten av varming i mikrobglgeovn og maltidets lagringsevne, ble ra brokkoli buketter

og kokt byggryn fra dag 0 og kokt byggryn benyttet til sammenligning.

All prgvematerialet gjennomgikk en mikrobiologisk undersgkelse, hvor det totale antall bakterier ble
bestemt. Underspkelsen ble utfgrt av laboratorieingenigr i mikrobiologisk laboratorium ved Nofima
AS. Det totale antallet bakterier var ved dag 0, 1,98 + 0,50 og 5,10 * 0,54 log cfu/g for henholdsvis
bygg og brokkoli. Det ble observert et stabilt niva av bakterier i begge komponentene under lagring i
9 dager. Oppvarming i mikrobglgeovn gav imidlertid en stor reduksjon i bakterienivaet hos brokkoli,

mens byggrynene beholdt et jevnt og lavt niva. Total kim i hver prgve er vist i vedlegg.

3.4.2 Effekt av oppvarming i mikrobglgeovn og kjglelagring av et
sammensatt maltid.
Det var gnskelig a se effekten av mikrovarming og kjglelagring pa enkeltkomponenter i brokkoli, og

enkelt komponenter, totale fenoler, samt antioksidantkapasitet i bygg. Hvert maltid som ble
varmebehandlet gjennomgikk en sensorisk test, hvor konsistens, smak og utseende ble studert. Etter
fire minutter i mikrobglgeovn hadde brokkolibukettene en fin, mgrkegrgnn farge, men konsistensen
var noe blgt som fglge av lett overkoking. Byggrisen var gjennomvarm, og konsistensen var god.

Figur 3.13 viser et bilde av maltidet etter oppvarming i mikrobglgeovn.

Figur 3.13 Bildet av maltidet etter oppvarming i mikrobglgeovn. Foto: Oddvin Sgrheim, Nofima AS

| dette forsgket vil resultatdelen bli fremstilt i to deler:
3.4.2.1 Effekten av oppvarming og lagring pa brokkoli.
3.4.2.2 Effekten av koking og oppvarming i mikrobglgeovn, samt lagring pa bygg.

3.4.2.1 Effekt av mikrovarming og kjolelagring pd innholdsstoffer i brokkoli
Frie flavonoler og bundne fenoliske syrer ble analysert i brokkoli. Brokkoliprgven ble ekstrahert med

metanol og syrehydrolysert(frie flavonoler). Pelleten gikk videre igjennom en basehydrolyse, og
etylacetatekstraksjon(bundne fenoliske syrer). Figur 3.14 og 3.15 viser effekten av mikrovarming og
lagring pa henholdsvis frie flavonoler og bundne fenoliske syrer, sammenlignet med ra brokkoli fra

dag 0. Tallmaterialet som ligger til grunn for figurene er vist i vedlegg.
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Figur 3.14 Innhold av frie flavonoler i brokkoli i «Double Fresh» - forsgk. Innhold av quercetin og
kaempferol i ra brokkoli ved dag 0(n=5), dag 6(n= 5)og dag 9(n=5). U= ubehandlet maltid. B=
behandlet (varmet i mikrobglgeovn). Figuren er basert pa gjennomsnittlige verdier og
standardavvik. Tallmaterialet som ligger til grunn for figuren er vist i vedlegg

Lagring over ni dager hadde ingen signifikant effekt pad quercetin og kaempferol, men innholdet var
henholdsvis 71.5 £ 11.1 og 394 * 66.7 ug/g ts etter 6 dager lagring og tilsvarte en reduksjon pa 15 %
og 17 % sammenlignet med dag 0. Det var ingen signifikant effekt av varming i mikrobglgeovn, men

det ble observert en gkning av badde quercetin og kaempferol etter oppvarming dag 6.
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Figur 3.15 Innhold av bundne fenoliske syrer i brokkoli i «Double Fresh» - forsgk. Innhold av syrer i ra
brokkoli ved dag 0(n=5), dag 6(n= 5)og dag 9(n=5). U= ubehandlet maltid. B= behandlet (varmet i
mikrobglgeovn). Figuren er basert pa gjennomsnittlige verdier og standardavvik. Tallmaterialet som
ligger til grunn for figuren er vist i vedlegg.

Lagring over ni dager hadde ingen signifikant effekt pa bundne syrer, som var stabile gjennom
lagringen. Varming i mikro hadde en signifikant effekt pa bade SA og FA ved dag 6, og etter varming
var innholdet henholdsvis 422 + 29.8 og 215 + 29.7 ug/g ts og tilsvarte en gkning pa 35 % 0g 27 %
sammenlignet med f@gr behandling. Varming ved ni dager fgrte til en signifikant gkning av SA

innholdet, og tilsvarte en gkning pa 25 %.

3.4.2.2 Effekt av mikrovarming og kjolelagring pd innholdsstoffer i bygg
Analysene som ble utfgrt pa bygg var totale fenoler og FRAP, samt frie og bundne fenoliske syrer.

Ved analyse av frie fenoliske syrer ble byggprgven ekstrahert med metanol og etylacetat. Pelleten ble
videre benyttet til analyse av bundne syrer, og ble hydrolysert med NaOH i 16 timer og ekstrahert
med etylacetat. Byggprgven benyttet til totale fenoler og FRAP, ble opparbeidet og analysert i
henhold til Folin-Ciocalteau’s metode og metode utarbeidet av Benzie og Strain, 1999. To uker etter
fgrste analyse av byggprgvene, ble det igjen utfgrt analyser, da av andre byggparalleller fra maltidet.

Det ble ikke utfgrt statistisk analyse pa andre analyserunde.

Figur 3.16 og 3.17 viser effekten av oppvarming og lagring pa innholdet av henholdsvis frie og
bundne fenoliske syrer fra fgrste analyseforsgk. Tallmaterialet som ligger til grunn for figurene er vist

i vedlegg.
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Figur 3.16 Innhold av totale frie fenoler, FRAP - verdi og frie fenoliske syrer i bygg i "Double Fresh"-
forsgket. U= ubehandlet maltid, B= behandlet maltid(varmet i mikrobglgeovn.) Totale fenoler= mg
GAE/100 g FRAP=mmol Fe/100 g Figuren er basert pa gjennomsnittlige verdier og standardavvik. Dag
0(n=6), dag 6(n=2) og dag 9(n= 2) Tallmaterialet som ligger til grunn for figuren er vist i vedlegg.

Det var ingen signifikant effekt av mikrovarming eller av lagring over ni dager pa innholdet av

fenoliske syrer i byggrisen. Det var heller ingen signifikant effekt pa det totale fenolinnholdet og FRAP

verdien, men det ble observert en gkning ved mikrovarming dag 6. Analysene som ble utfgrt to uker

etter fgrste analyserunde viste samme tendens, men det ble observert et tydelig lavere innhold av

totale fenoler og de enkelte syrene, sammenlignet med f@rste analyserunde. Det ble ikke detektert

CA og SA i prgvene. Tabell av andre analyserunde er vist i vedlegg.
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Figur 3.17 Innhold av totale bundne fenoler, FRAP verdi og fenoliske syrer i bygg i «<Double Fresh»
- forsgket. U= ubehandlet maltid, B= behandlet maltid(varmet i mikrobglgeovn.) Totale fenoler= mg
GAE/100 g FRAP= mmol Fe/100 g. Figuren er basert pa gjennomsnittlige verdier og standardavvik.
Dag 0(n=6), dag 6(n= 2) og dag 9(n= 2) Like bokstaver indikerer ingen signifikant forskjell.
Tallmaterialet som ligger til grunn for figuren er vist i vedlegg.

Det var ingen signifikant effekt av mikrovarming eller av lagring over ni dager, pa innholdt av totale
fenoler og fenoliske syrer i byggrisen. Det ble observert signifikante forskjeller i FRAP verdien. Lagring
over 6 dager hadde signifikant effekt pa antioksidantkapasitet i byggrisen, som ble redusert med 14

% sammenlignet med dag 0. Mikrovarming ved dag 6 viste ogsa en signifikant effekt pa FRAP verdien,

og gkte med 12 % sammenlignet med fgr varming. Lagring eller oppvarming ved ni dager hadde i

midlertidig ingen effekt.

| likhet med de frie syrene, viste andre analyserunde (to uker etter) et lavere innhold av de bundne

fenoliske syrene. Tabell av andre analyserunde er vist i vedlegg.
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4 Analyse

4.1 Brokkoli analyse

| denne oppgaven ble bade frie flavonoler og bundne syrer i blomsterknopper, stilker og hel bukett
studert. Resultatene viste at 60-97 % av flavonolene og syrene befant seg i blomsterknoppene (figur
3.2 og 3.3). Kaempferol var den dominerende av flavonolene, og innholdet var 5 ganger sa hgyt
innhold som quercetin. | syrene var det SA og FA som dominerte, og utgjorde 92 % av det totale
innholdet av syrene. Bukettene som var kuttet i to, inneholdt 33 % hgyere bundne syrer enn hele
bukettene. Ved sammenligning av flavonol og syreinnhold i hel brokkolibukett, var det totale
innholdet av flavonolene dobbelt sa hgyt som det totale syreinnholdet. Det totale innholdet av

fenoler analysert i dette forsgket varierte mellom 596- 920 pg/g ts hel brokkolibukett.

Det ble utfgrt to kokemetoder pa brokkoli, kok - og kjgl, og sous vide. Kok — og kj@l metoden ble
utfgrt ved to tider, 1.5 og 5 minutter. Resultatene viste en signifikant reduksjon av frie flavonoler,
mens blansjeringen hadde ingen signifikant effekt pa bundne syrer. Ved blansjering 1.5 minutt, ble
61 % og 54 % av quercetin og kaempferol bevart, mens etter 5 minutter var kun 42 % quercetin og 21
% av kaempferol bevart.

Sous vide - koking vil si at brokkolien ble vakuumpakket fgr koking. Fordelen med metoden er at
vannet blir bevart og brokkolien blir dermed beskyttet mot vannlgselige innholdsstoffer. | dette
forsgket hadde kokingen av halve brokkolibuketter og knopper + stilker ingen signifikant effekt pa de

frie flavonolene eller bundne syrene.

Det ble utfgrt en statistisk variansanalyse av kokemetodene pa brokkoli. Et klart skille fremstod
mellom kok - og kj@l og "sous vide"- metoden, og analysen indikerte en signifikant forskjell mellom
dem. Variabelplottet viste at det var kaempferol som bidro mest til fordelingen. Etter vekting av
prgvene, ble det fortsatt observert klare grupper som indikerte en signifikant forskjell mellom kok -
og kjgl og "sous vide"- metoden. Ved sammenligning mellom varmebehandling 3 og 8 min. med

"sous vide"- metodene, ble det observert mer spredte prgver og ingen klar signifikant forskjell.
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Figur 4.1 En PCA(prinsipalkomponentanalyse) for alle behandlinger av brokkoli. Analysen er utfgrt ved
bruk av programmet Unscrambler PCA(prinsipal komponent analyse)@verst: analyse av radata fra alle
behandlingene. Bla= kok - og kjgl metoden. Rgd = "sous vide"- metode (8min.). Grgnn = (3min.)Nederst:
Forklaring pa plottene. KKR= ra hele buketter.
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| forspket ble i tillegg effekten av kjglelagring studert. Kjglelagring er ofte kombinert med en
kokemetode, slik at enzymer blir inaktivert fgr lagringen. Lagring av blansjerte buketter hadde ingen
signifikant effekt pa frie flavonoler, og av bundne syrer var det kun p- CA som gkte signifikant. Det
ble imidlertid observert en gkning av alle syrene etter 7 dager. Bade flavonoler og syrer viste god
stabilitet ved lagringen.

Lagring av vakuumpakninger har flere fordeler som a eliminere risikoen for kontaminering under
lagring, hemmer usmak forarsaket av oksidering og redusere mikrobiologisk vekst. | dette forsgket
hadde lagring av sous vide kokt brokkoli ingen signifikant effekt pa frie flavonoler. Bundne FA gkte
fra 7-18 dager, og i tillegg ble det observert en gkning av SA (p- verdi = 0,048) etter 18 dager.
Lagringstiden hadde derimot en signifikant negativ effekt pa CA, som ikke ble funnet etter 14 dager

lagring.

4.2 Bygg analyser

Det totale innholdet av fenoler i helkorn av bygg, var i dette forsgket 621 mg GAE/100 g ts. Bygg blir
ofte avskallet, slipt og malt til mel, for a danne et spiselig produkt som kan brukes i brgd, grgt, supper
osv. | forsgket ble bade effekten av avskalling, maling og varmebehandlinger studert. Avskalling og
maling hadde lik effekt pa det totale fenolinnholdet og 75 % av fenoler ble bevart etter prosessering.
De frie fenoliske syrene ble signifikant redusert etter bade avskalling og maling, men siden det ikke
ble utfgrt analyse av bundne syrer i helkorn og byggmel, var det ikke mulig a se effekten av
prosesseringen pa det totale innholdet av syrer. Mesteparten av syrer sitter i skall og ytre lag, som

blir fiernet under avskalling.

Varmebehandlingene som ble utfgrt pa avskallet bygg var koking i 15 og 45 minutter, mens byggmel
ble kokt til grgt i 20 minutter. Varmebehandling gker vannbindingskapasiteten i kornet slik at det
gker i volum, og kornet blir mykt og spiselig. Det ble i dette forsgket studert effekten av blgtlagt og
kokt korn. Korn som blir blgtlagt fgrst, trenger mindre koketid. Blgtlegging og koking 15 minutter gav
en byggris pa 105 g, som inneholdt totalt 103 mg GAE fenoler. Kokingen hadde sterkest effekt pa frie
fenoler, og den kokte byggrisen hadde bevarte 39 % av frie fenoler. Ved koking dras fenolene ut i
kokevannet, sakalt “utlekking”, og i dette forsgket ble det funnet igjen 28 mg GAE i kokevann. Det var
langt mindre tap av bundne fenoler i bade byggris og vann. Totalt var 49 % av fenolene igjen etter
koking. Blptlegging og koking 15 minutter gav en gkning av frie FA, mens et tap av 7,1 mg bundne FA.
Da frie FA utgjorde kun 0,2 % av bundne FA, vil ikke gkningen i frie syrer veie opp for det store tapet

av bundne syrer.
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Koking av avskallet bygg i 45 minutter gav en stgrre porsjon ris (128 g)enn ved 15 minutter, og risen
inneholdt 127 mg GAE. Dette tilsvarte 24 mg GAE mer enn ved koking 15 minutter. Den kokte risen
hadde bevart 48 % av de frie fenolene, og 48, 7 mg GAE hadde lekket ut i vannet. Det var kun en liten

prosentandel som ble tapt av bundne fenoler, og totalt bevarte risen 61 % av fenolene.

Koking av byggmel til grgt hadde en st@rre effekt pa de bundne fenolene, enn de andre
kokemetodene. Grgten hadde bevart 25 % av frie fenoler og 43 % av bundne fenoler. Det var ikke
utfgrt analyser pa bundne syrer, men 50 % av frie FA ble tapt. Det totale fenolinnholdet som ble

bevart i grgten var 31 %, som var langt mindre enn ved koking av avskallet bygg.

Antioksidantkapasiteten var hgyest i frie fenoler og ubehandlet korn, og ble svekket som fglge av

behandling.

4.3 Et sammensatt madltid «Double Fresh» - forsok.

Det ble utfgrt analyse av brokkoli og bygg satt sammen med laks til et helt maltid. Hensikten med
dette forsgket var a studere effekten av komponentene satt sammen, holdbarheten til maltidet og
hvilken effekt oppvarmingen av maltidet hadde pa komponentene i ravarene. Resultatene viste ingen
signifikant effekt av verken lagring eller varming i mikrobglgeovn pa frie flavonoler i brokkoli eller frie
syrer i bygg. Det var kun bundne syrer i brokkoli som gkte signifikant ved varming, og tilsvarte en
gkning pa 25-35 %. Antioksidantkapasiteten til bundne fenoler i bygg @kte signifikant ved
oppvarming, og reduserte som fglge av lagring over 6 dager. Resultatene viste god stabilitet av
komponentene ved lagring over ni dager, og et lavt bakterieniva ble observert gjennom hele

lagringen.

Silje Johansen Masteroppgave 2012 15. mai 2012



Universitetet for miljg- og biovitenskap 63

5 Diskusjon

Enkle fenoler og polyfenoler er helsefremmende komponenter som finnes i nesten all mat. Maten vi
spiser blir som oftest behandlet for a danne et smakfullt og spiselig produkt. | oppgaven har
prosesseringer som avskalling, maling, og koking av bygg blitt studert, mens i brokkoli ble
varmebehandling og kjglelagring studert. Komponentene ble ogsa satt sammen, med laks, til et helt
maltid, for a se hvor stor andel som blir bevart etter industriprosessering og tilberedning i hjemmet,
samt hvor holdbart maltidet er med tanke pa komponentene. En viktig del ved oppgaven var a

sammenligne de ulike behandlingene, for a finne den mest skdnsomme behandlingen.

5.1 Innhold av fenoler i brokkoli og bygg

Det gar ikke a angi et generelt gyldig tall pa det totale innholdet av fenoler i brokkoli eller bygg, fordi
dette varierer avhengig av blant annet sort, vekstforhold og hvordan ravaren blir lagret og
prosessert. Samtidig vil biologisk utviklingsgrad ved hgsting vaere en viktig faktor, og en studie viser
at det totale innholdet av flavonoider, sinapinsyre og ferulsyrederivater gkte med modningsgrad av

brokkoli[ Vallejo® et al., 2003].

Variasjonen i innholdet av flavonoler og syrer varierte mellom 596- 920 pg/g ts hel brokkolibukett,
hvor totale syrer utgjorde omtrent halve mengden av totale flavonoler, stemmer overens med Price
et al., 1998, som fant det totale innholdet av quercetin og kaempferol aglykoner til mellom 43- 94
ug/g ferskvare. | likhet med dette forsgket, ble flavonolene syrehydrolysert. Vallejo® et al., 2003 viser
i sin studie et varierende innhold av totale syrer i 3 sorter av brokkoli ved flere utviklingsstadier, og i
fasen som tilsvarte minimal prosessering var det totale innholdet i en av sortene 95,2 mg/kg
ferskvare. Det totale syreinnholdet inkluderte 6 derivater av sinapin og ferulsyre. Sinapinsyre og
ferulsyre var de to dominerende syrene i dette forspket, men det totale innholdet av de to syrene

varierte mellom 165- 295 pg/g ts.

| denne oppgaven ble mesteparten av fenolene funnet i blomsterknoppene av en brokkoli. Dette kan
forklares ved at blomsterknoppene har stgrre overflateareal, og de er mer eksponert for sollys som
induserer dannelse av fenolene. Siden stilkene er skjermet for lys danner de derfor et lavere
fenolinnhold. Fordelingen av fenolene er i samsvar med den som ble funnet av Bengtsson et al.
(2006), dvs. 10-15 ganger hgyere flavonoidinnhold i knoppene. Det ble funnet hgyere innhold av

syrer i halve buketter. Planten kan gke dannelse av syrene ved stress som kutting[Ascensao og
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Dubery, 2003; Dixon og Paiva, 1995]. Siden brokkolien var dyrket pa samme sted og ellers behandlet

likt, kan dette veere en forklaring pa det hgyere innholdet i halve buketter.

Offentlige kostrad anbefaler a gke inntaket av helkorn, og det totale fenolinnholdet i helkorn var i
dette forspgket 621 mg GAE/ 100g. Det var hgyest innhold av frie fenoler som viste sterkest
antioksidantkapasitet. Det bgr nevnes at ved bruk av Folin Ciocalteus metode til 3 male totale
fenoler, inngdr ogsa maling av blant annet karotenoider og aminosyrer. Slik at det totale reelle
innholdet av fenoler, kan bli noe overdrevent. Helkorn blir imidlertid avskallet eller malt til mel for a
danne et spiselig korn. | forsgket hadde avskalling og maling lik effekt pa det totale fenolinnholdet,
og kun bundne fenoler ble signifikant redusert etter prosessering. Etter avskalling og maling var 75 %
av totale fenoler bevart. Effekten av avskalling var stgrre for belgvekster, hvor Towo et al., 2003
viser i sin studie at 31-48 % av totale fenoler ble bevart etter avskalling av belgvekster. De frie syrene
ble signifikant redusert, men det ble ikke utfgrt analyse av bundne syrer i avskallet bygg og byggmel
slik at det ikke var mulig a se effekten pa det totale syreinnholdet. Hernanz et al., 2001 viste at sa
mye som 77-87 % av det totale innholdet av syrene befinner seg i de ytre lagene. De ytre lagene
fiernes under avskalling og kan forklare det store tapet av bundne fenoler som fglge av
prosesseringene. Dette vil si at mesteparten av syrene forsvinner allerede fgr tilberedning av kornet,
og det naeringsrike avfallet blir kastet. En mulighet til 3 utnytte innholdsstoffene i skallet, kan vaere a
bruke skallet som et tilskudd i andre matvarer. Imidlertid vil varmebehandling gke frie syreinnholdet,

og kompenserer for de tapte frie syrene ved avskalling (vil bli diskutert senere).

Ved a sammenligne innholdet av fenoliske syrer i bygg og brokkoli, vil 45 g bygg gi et inntak av 28 mg
bundne syrer, mens 200g brokkolibuketter inneholder 5 mg. Det vil si at 6 porsjoner av 200 g
brokkoli, som nesten er det totale anbefalte inntaket av grgnnsaker per dag (250 g), har det samme
innholdet av bundne syrer. Dette er imidlertid sett bort ifra varmebehandling av ravarene som har en

stor effekt.

5.2 Varmebehandling av brokkoli

| denne oppgaven ble brokkoli kokt ved hjelp av to ulike metode, kok — og kj@l og sous vide. Det viste
seg at koking i vann hadde stgrst effekt pa flavonolene. Etter 1.5 minutter koking var 61 % og 54 % av
quercetin og kaempferol mengden bevart, og ved lenger koketid tapte brokkolien ytterligere
flavonoler. Dette kan forklares ved at cellenes integritet og cellevegger blir gdelagt av
varmebehandlingen, slik at komponenter lekker ut i kokevann og fenolinnholdet reduseres i

brokkolien. Prosessen er en funksjon av temperatur, tid og volum pa kokevannet[ Vallejo® et al.,
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2003]. I likhet med dette forsgket, viste studien at koking i vann hadde stgrst effekt pa innholdet av
flavonoider. Price et al.(1998), viser i sin studie at kun 14- 28 % av flavonol glykosidene var igjen etter
15 min. koking av brokkoli. Dette var noe lavere enn i vart forsgk, og kan skyldes at var koketid var
kortere (1,5 og 5 min.)

Sous vide- koking hadde derimot ingen signifikant effekt pa flavonoler og bundne syrer, som kan
forklares av mindre lekkasje av komponentene ut i kokevann, og at vakuumpakningen beskytter
komponentene mot oksidering. Mikrovarming («Double Fresh» - forsgket) hadde en signifikant
gkning av bade bundne syrer, som gkte med henholdsvis 35 % og 27 %. Dette kan delvis veere pa
grunn av forskjeller i fordelingen av stilker og knopper i hvert maltid, og et av maltidene kan ha
innholdt st@rre andel stilker eller knopper enn det andre. En annen forklaring kan vaere at varmingen
brgt cellulzere bindinger, slik at de bundne syrene ble mer tilgjengelige for ekstraksjon. Funnene
stemmer overens med Turkmen et al.(2005), men var motstridene med Vallejo® et al.(2003), som
viste et tap av 97 % flavonoider og 74 % sinapinsyrederivater ved mikrovarming. De forklarte dette
med at komponenter ble nedbrutt i vanndamp. En studie viser ogsa at ved bruk av mindre vann og
lavere energi, gir mikrovarming best bevaring av fenoler [Lopez — Berenguer et al., 2007]. Ved
sammenligning av metodene tyder det pa at koking med mindre kontakt med vannet, vil gke andelen

av fenoler som bevares i brokkoli.

5.3 Varmebehandling av bygg

Bygg tar lang tid a koke, og kan vaere en av grunnene til et lavt forbruk i mange hjem. Bygg ble kokt i
bade 15 og 45 minutter, og det viste seg at lenger koketid gir stgrre porsjon byggris og inntak av
fenolene. Unntaket var koking av byggmel, som gav st@rre porsjon grgt, men lavere andel fenoler
bevart. |fglge Towo et al., 2003, ble 86 % av totale fenoler bevart etter blgtlegging av korn, og etter
koking ble kun 21 % av fenolene bevart. | dette forsgket var tallene hgyere, og 49 % av totale fenoler
ble bevart etter bade blgtlegging og koking. Det ble imidlertid benyttet en annen metode til maling
av totale fenoler, og kan vzere en forklaring. Kokingen gkte ogsa tilgjengeligheten av frie syrer, mens
bundne syrer gikk tapt. En arsak til tapet av bundne syrer kan vaere kjemisk og enzymatisk
nedbrytning, som dekarboksylering, og som igjen kan gjgre syrene mer tilgjengelige for hydrolyse i
tarmen. Funnene i dette forsgket er motstridende til Gallegos-Infante et al.(2009) som viser i sin
studie at bade det totale fenolinnholdet og antioksidantkapasitet gkte som fglge av koking, og
forklarte gkningen med degradering av fenolene. Etter koking ble det funnet store mengder fenoler i
kokevannet, og analysen av vannet viste at komponentene hadde generelt lekket ut uendret fra

byggrisen.
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Varming i mikrobglgeovn («Double Fresh») hadde ingen signifikant effekt pa frie og bundne syrer,
mens antioksidantkapasiteten gkte som fglge av varmebehandling. Forklaring kan vare den raske

oppvarmingen, og at byggrisen ikke var i kontakt med vann.

Helseeffekten forbundet med fenoliske komponenter gjelder ikke bare mengden som inntas, men
ogsa hvordan komponentene fordgyes, absorberes og metaboliseres i kroppen. Selv om flere studier
viser den totale mengden av komponentene i en ravare, kan mengden av de "tilgjengelige
komponentene" variere i samme ravare. Det ble vist i denne oppgaven at varmebehandling frigjorde
komponentene fra matriksen, og de ble enten vasket ut i kokevann eller oppkonsentrert i byggrisen.
Frigigringen av komponentene skjedde sannsynlig pa grunn av nedbrytning av celleveggen i
materialet eller at de ble omdannet til mer aktive molekyleere molekyler, som kan vaere en del av
forklaringen til bade gkningen av frie syrer og det store tapet av bundne syrer i bygg. Dette viste at
den totale mengden av fenoler ble enten fysisk tapt som fglge av avskalling og maling eller kjemisk
nedbrutt ved varmebehandling, men samtidig ble komponentene trolig mer tilgjengelige for

absorpsjon dvs. gkt biotilgjengelighet.

5.4 Effekt av lagring pa flavonoler og fenoliske syrer

Kjglelagring er en mye brukt metode i industrien til a forlenge holdbarheten til produktet, og i denne
oppgaven ble det vist at metoden gav god bevaring av bade flavonoler og fenoliske syrer. Lagring av
maltidet («Double Fresh»)over ni dager viste ingen tegn til endring av fenolinnholdet, og det ble vist
et stabilt bakterieniva i bade brokkoli og bygg det, og tyder pa at ved slik innpakning kan
lagringstiden til rdvarene forlenges. Stabiliteten av komponentene kan delvis forklares ved at
innpakning og kjglelagring har redusert lufttilgang, og begrenser oksidasjon og mikrobiologisk
aktivitet. Da det ikke ble studert komponenter i laks i denne oppgaven, kan det ikke konkluderes

med forlenget holdbarhet av hele maltidet.

5.5 Kjemisk analysemetode

For analyse av fenoliske komponenter i brokkoli og bygg, ble det benyttet to tidligere utarbeidete
metoder pa Nofima[ Rybarczyk, 2011; Hole et al., 2009]. Basert pa disse to metodene ble det utviklet
en ny metode for analyse av frie flavonoler og bundne fenoliske syrer i brokkoli. | begge metoder ble

fenolene ekstrahert, isolert og oppkonsentrert og deretter analysert pa HPLC.
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For ekstraksjon ble bade brokkoli og bygg frysetgrket, og malt til pulver. Frysetgrking var et kritisk
punkt i prgveprepareringen, og det var viktig at materialet var nedfryst helt til tgrkingen ble satt i
gang. Opptining av materialet gker enzymaktivitet og degradering av fenolene. Dette kan vaere
arsaken til det lave innholdet fenoler i andre analyserunde i « Double Fresh» - forsgket, hvor det tok
lang tid fgr frysetgrkeren ble startet og byggprgvene begynte a tine(kapittel 3.9.2., og vedlegg for
tallverdier 3.18-3.21).

Det ble ikke detektert sinapinsyre i ra avskallet bygg, men kun etter varmebehandling. Dette
stemmer overens med Hernanz et al., 2001, som i sin studie av 11 byggsorter ikke detekterte
sinapinsyre. Samme studie viser at innholdet av ferulsyre og p- kumarinsyre varierte mellom

henholdsvis 359- 624 og 79- 260 ug/g ts, og det ble funnet liknende mengder i dette forsgket.

Det er lite studier publisert pa bundne fenoliske syrer i brokkoli. Dette gjgr det vanskelig &
sammenligne utbyttet av metoden som ble brukt i oppgaven med andre studier. | fglge Vallejo® et al.,
2003 varierte syreinnholdet mellom 5,6- 14,4 mg/kg ferskvare i brokkoli, og liknende mengder ble

funnet i dette forsgket. Hvorvidt metoden gav et optimalt utbytte, trengs det mer studier pa.

| resultatene ble det fremstilt store avvik i pr@vene, og kan tolkes pa flere mater. Store avvik kan
antyde biologisk variasjon og ulik effekt av varmebehandling, eller de kan ha oppstatt som et resultat
av for eksempel feil ved innveiing, ulikheter i pipetteringsvolum og lignende. Enkeltverdier som skilte

n.s

seg ut med for alt lave eller hgye verdier i forhold gjennomsnittsverdiene, "sakalte uteliggere", ble

fiernet fra beregningene.

5.6 Videre arbeid

Denne oppgaven er en del av et stgrre prosjekt som handler om a fa en bedre forstaelse av
samspillet mellom maltid, fordgyelsessystemet og immunforsvaret. Resultatene fra oppgaven er
verdifull for videre arbeid i prosjektet.

Fenoliske komponentene som finnes i stgrst mengde i maten, behgver ngdvendigvis ikke a veere de
mest aktive i kroppen. Ved videre arbeid ville det veert interessant a studere effekten av
komponentene i en simulert fordgyelse (in vitro), bade pa mengden fenoler og profil. Dette fordi

prosessering kan pavirke biotilgjengeligheten til komponentene. | tillegg ville det veere interessant a
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studere fenolenes antioksidantkapasitet under fordgyelsen, og samspill med andre komponenter i

maten.

Silje Johansen Masteroppgave 2012 15. mai 2012



Universitetet for miljg- og biovitenskap 69

6 Konklusjon

| dette arbeidet ble det vist at ulike varmebehandlingsmetoder har ulik effekt pa innholdet av
fenoler. Kokemetoder som benyttet mindre vann og kortere koketid bevarte stgrst andel av
fenolene. Etter varmebehandling viste fenolene god stabilitet ved kjglelagring, og det kan

konkluderes at brokkoli og bygg er gode kilder til fenoler selv etter varmebehandling og lagring.

¢ Industriprosessering som avskalling og maling, hadde en signifikant effekt pa frie fenoliske
syrer og totale bundne fenoler.

e Industriprosesseringer som sous vide og kok — kjgl hadde ulik effekt pa fenolene, og sous vide
var den mest skdnsomme metoden.

o Kjglelagring av prosessert brokkoli hadde ingen signifikant effekt pa frie flavonoler og
bundne fenoliske syrer, og komponentene var stabile over 18 dager.

e Oppvarming av maltidet bestaende av laks, brokkoli og bygg hadde kun en signifikant effekt
pa bundne syrer i brokkoli. Lagring av maltidet over ni dager hadde ingen effekt pa flavonoler
og fenoliske syrer, og lagringstiden til maltidet kan forlenges med tanke pa disse to ravarene.

e Ved sammenligning av bundne fenoliske syrer i ra brokkoli og bygg, var bygg en mye stgrre

kilde til komponentene.
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Vedleggsliste

1. Eksempel pa utregnet mengde fenoliske komponenter i prgve.

2. Tallmaterialer som ligger til grunn for figurer.
3. Oppskrift pa varmebehandling av bygg.

4. Totalkim i bygg og brokkoli fra «Double Fresh»- forsgk.
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1. Eksempel pad utregnet mengde fenoliske komponenter i prove.

Hver komponent i prgven blir identifisert og kvantifisert ved & sammenligne retensjonstid,
toppsymmetri og UV- spekter med en kjent standardrekke. Mengde av komponentene i prgven, blir
uttrykt som mg/L.
| dette regneeksempelet brukes ferulsyre, 50mg/L. Det ble veid inn 0,200g byggpreve og som ble
ekstrahert med etylacetat. Ekstraktet ble deretter inndampet ved bruk av en speed vac og relgst i
2mL 25 % MeOH.

Mengde ferulsyre blir videre omgjort til mg/kg ved hjelp av likning 1.

ma/kg= mg/L x fortynningsvolum(mL) x 10°
vekt(g)

mg/kg= 50 x 2 x 1000 _ 500
200

Hvor,
mg/L er resultat fra HPLC, 50mg/L
Fortynningsvolum, 2mL

Vekt, innveid materialet 0,200g

Torrstoff prosenten i byggmaterialet ble bestemt i forkant, og mengden ferulsyre blir omgjort til ug/g

tgrrvekt ved hjelp av likning 2.

po/g tv=_malkg x 100 ug/g tv=_500x 100 _ 553
terrstoffprosent an

Prgven inneholdt 556ug/g terrvekt.
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2. Tallmaterialer til grunn for figurer

Tallmaterialet som ligger til grunn for figur 3.2

He/g
torrstoff
Brokkoliprgve Del Quercetin SE  Kaempferol SE Antall paralleller
Hele Stilker 19,3 2,40 30 120 4
Knopper 172 33,6 975 165 5
Hel bukett 86,4 16,6 449 744 4
Halve Stilker 29,5 1,63 67,8 191 2
Knopper 184 41,9 977 950 2
Hel bukett 94 18,6 450 28,60 2
Knopper +
Knopper+stilk stilker 179 45,0 874 141 3

Tallmaterialet som ligger til grunn for figur

3.3
ug/g ts
Antall
Brokkoliprgve Del p- CA Stdav CA Stdav FA Stdav SA Stdav paralleller
Hel bukett Stilker 2,11 1,44 8,50 2,96 134 5,08 90,4 184 4
Knopper 14,9 2,62 21,0 7,50 174 40,7 307 79,6 5
Hel
bukett 7,41 1,76 13,1 5,01 80 19,7 150 45 4
Halv bukett Stilker 464,459 0,00 7.60,11.0 0,00 18.64,20.0 0,00 93.7,103 0,00 2
Knopper 21.1,22.31 0,00 36.0,22.0 0,00 219 0,0 357 0,0 2
Hel
bukett 11.6,12.0 0,00 19.5,15.6 0,00 103 0,0 204,3 0,0 2
Knopper
Knopper+stilker + stilker 14,0 0,60 25,2 1,98 150 18,6 283 384 3
Tallmaterialet som ligger til grunn for figur 3.4
ug/g torrvekt Antall analyse-
Brokkoliprgve Quercetin Std Kaempferol Std paralleller
Hel bukett ra 86,4 16,6 449 74,4 4
Hel bukett blansjert (1.5) 53,0 14,4 242 33,1 4
Hel bukett blansjert (5) 36,2 7,74 959 0,48 2
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Tallmaterialet som ligger til grunn for figur 3.5

Hg/g tv
Antall analyse-
Brokkoliprgve p-CA Std CA Std FA Std SA Std paralleller
Hel bukett ra 7,41 1,76 13 50 80 19,7 150 45 4
Hel bukett blansjert (1.5) 10,7 1,41 14,1 3,49 71,5 22,3 148 651 3
Hel bukett blansjert (5) 11,9 0,06 488 1,39 49,9 5,39 125 21,0 2

* Gjennomsnittlig verdi

Tallmaterialet som ligger til grunn for figur 3.6.
Begge analyseverdier er gitt ved n=2

He/g
torrstoff
Antall

Brokkoliprgve Quercetin Std Kaempferol Std paralleller
Ra bukett 107,811 O 470,430 0 2
Sousvide (8) 134 18,4 571 90,0 3
Ra kn.+ st. 179 45,0 874 141 3
Sousvide (3) 178,217 O 761,918 111 2

Tallmaterialet som ligger til grunn for figur 3.7. Begge analyseverdiene er

vist ved n=2

He/g

t@rrstoff

Antall
Brokkoliprgve p- CA Std CA Std FA Std SA Std paralleller
Ra bukett 11.6,12.04 0 19.5,5.60 0 103,118 0 204,258 0 2
Sousvide (8) 11,8 0,35 19,17 9,51 115 39,1 258 78,8 3
Ra kn.+ st. 14,0 0,60 25,2 1,98 150 18,6 283 384 3
Sousvide (3) 14.9,189 O 17.0,6.87 0 147,209 0 276,408 0 2
Tallmaterialet som ligger til grunn for figur 3.8
ug/g tv Antall analyse-

Brokkoli Quercetin Stdav Kaempferol Stdav paralleller
dag 0 (1.5) 53,0 14,4 242 33,1 4
dag 7 (1.5) 56,8 9,28 257 25,3 3
dag 0 (5) 36,2 7,74 95,9 0,48 2
dag 7 (5) 39,6 6,31 115 9,83 3
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Tallmaterialet som ligger til grunn for figur 3.9

Brokkoliprgve

Hug/g tv
Antall analyse-
p-CA Stdav CA Stdav FA Stdav SA Stdav paralleller

dag 0 (1.5)
dag 7 (1.5)
dag 0 (5)
dag 7 (5)

10,0 1,68 11,1 6,58 62,13 26,2 148 65,14 3
13,3 1,87 12,5 8,04 824 22,0 213 59,1 3
11,9 0,06 4,88 1,39 49,89 5,39 125 210 2
14,4 4,46 4,82 834 67,2 8,36 189 42,9 2

Tallmaterialet som ligger til grunn for figur 3.10. Begge
analyseverdiene er vist ved n=2

ug/g

tarrstoff
Brokkolipreve Quercetin Stdav Kaempferol Stdav Antall paralleller
Dag 0 (8) 134 18,4 571 90,0 3
Dag 7 (8) 109 12,3 559 349 5
Dag 14 (8) 135 27,3 614 81,9 3
Dag 18 (8) 94,1 5,76 524 279 3
Dag 0 (3) 180,217 0,0 761,218 0 2
Dag 7 (3) 157 15,2 774 97,2 5
Dag 14 (3) 162 145 875 126 3
Dag 18 (3) 193 60,7 937 134 3

Tallmaterialet som ligger til grunn for figur 3.11

Brokkoliprove

He/g
tarrstof
f
Antall
p-CA stdav CA stdav FA stdav SA stdav  paralleller

Dag 0 (8)
Dag 7 (8)
Dag 14 (8)
Dag 18 (8)

12,8 3,29 19,67 9,51 115 39,1 258 78,8 3

11,38 2,241 16,44 4,101 110,00 18,39 254,51 40,77 5
10,89 1,021 0,00 O 96,18 4,679 211,00 13,115 3
12,03 1,4773 0,00 O 111,86 27,15 252,00 51,64 3

Tallmaterialet som ligger til grunn for figur 3.12

Brokkoliprgve

He/g
tv

Antall analyse-
p-CA Stdav CA Stdav FA Stdav SA Stdav paralleller

Dag 0 (3)
Dag 7 (3)
Dag 14 (3)
Dag 18 (3)

169 2,86 11,9 7,16 178 43,6 342 93,2 2
15,418 2,1006 18,71 5,707 164 26,99 328 39,335 5
16,07 0,504 9,83 5,685 168 7,481 322,67 155 3
19,27 10,4277 15,34 5,35 225 4,874 422 10,883 3
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Tallmaterialet som ligger til grunn for
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figur 3.16
ug/g tv Antall analyse-
Brokkoliprgve Quercetin  Stdav Kaempferol Stdav paralleller
Dag0 85,7 7,77 480 47,9 5
Dag 6 U. 71,5 11,1 394 66,7 5
Dag 6 B. 78,2 15,5 436 64,1 5
Dag9 U. 61,3 15,4 403 61,8 5
Dag 9 B. 70,9 22,2 385 51,2 5
Tallmaterialet som ligger til grunn for figur 3.17
He/g
tv Antall analyse-
Brokkoliprgve p-CA Stdav CA Stdav FA Stdav SA Stdav paralleller
16 27
Dag0 176 3,11 143 591 5 441 5 694 5
15 27
Dag6 U. 173 227 230699 6 31,7 5 51,2 5
21 42
Dag 6 B. 215 299 252 7,04 4 297 2 298 5
15 25
Dag9 U. 180 199 23,178 8 260 7 507 5
16 34
Dag 9 B. 174 184 151 595 7 215 1 51,1 5
Tallmaterialet som ligger til grunn for figur 3.18
ug/g terrvekt
Antall
Byggprove CA SA p- CA FA analyse-
Frie stdav Frie stdav Frie stdav Frie stdav  paralleller
Ra bygg 0,00 0,00 0,00 0,00 0,49 0,06 0,78 0,06 2
Dag0 (1) 0,79 0,13 1,36 0,20 1,76 0,27 8,44 0,95 6
Dag6U.(1) 0,84 0,09 1,35 0,01 1,70 0,16 8,35 1,05 2
Dag6B.(1) 0,93 0,02 1,41 0,10 1,82 0,05 8,97 0,34 2
Dag9U.(1) 1,00 0,18 1,51 0,06 1,39 0,33 9,59 2,09 2
Dag9B.(1) 0,94 0,06 1,39 0,04 1,75 0,16 8,96 0,79 2
Dag6 U.(2) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,77 0,09 3,94 0,24 2
Dag6B.(2) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,83 0,08 4,26 0,46 2
Dag9U.(2) 0,00 0,00 0,00 0,00 1,40 0,78 4,40 0,70 2
Dag9B.(2) 0,00 0,00 0,00 0,00 1,02 0,08 4,48 0,26 2
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Tallmaterialet som ligger til grunn for
figur 3.19
Totale fenoler(mg FRAP(mmol Antall
Byggprave GAE/100g tv) FE/100g tv) analyse-
Frie std awvik Frie  std avvik parallell
Ra bygg 307 65,9 4,08 0,20 4
Dag 0 (1) 194 23,0 1,69 0,26 6
Dag 6 U.(1) 206 0,00 1,67 0,00 2
Dag 6 B.(1) 224 5,66 1,87 0,14 2
Dag 9 U.(1) 201 21,9 1,57 0,19 2
Dag 9 B.(1) 196 12,0 1,56 0,03 2
Dag 6 U.(2) 163 6,79 1,5 0,20 2
Dag 6 B.(2) 162 2,73 2,1 0,9 2
Dag 9 U.(2) 178 0,24 1,1 0,10 2
Dag 9 B.(2) 187 6,62 1,6 0,10 2
Tallmaterialet som ligger til grunn for
figur 3.20
ug/g terrvekt
Antall
Byggprove CA SA p- CA FA analyse-
Bund std Bund std Bund std
Bundne  std avvik ne awik ne awik ne avvik  paralleller
Ra bygg 20,0 0,00 0 0 946 585 519 090 2
Dag 0(1) 4,82 3,84 0 0 57,1 550 547 248 6
Dag 6 U.(1) 4,90 6,92 0 0 558 0,57 543 134 2
Dag 6 B.(1) 6,62 0,33 0 0 49,3 0,14 527 141 2
Dag 9 U.(1) 0,00 0,00 0 0 50,2 10,3 531 170 2
Dag 9 B.(1) 8,31 3,24 0 0 56,4 0,64 542 2,83 2
Dag 6 U.(2) 6,70 0,00 0,00 0,00 493 420 495 957 2
Dag 6 B.(2) 6,28 0,17 0,00 000 526 1,81 48 9,57 2
Dag 9 U.(2) 6,80 0,00 0,00 0,00 484 2,73 492 109 2
Dag 9 B.(2) 6,08 0,22 0,00 0,00 562 879 500 094 2
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Tallmaterialet som ligger til grunn for figur 3.21
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Byggprove Totale fenoler(mg GAE/100g tv) FRAP Antall analyse-
Bundne std avvik Bundne std avvik parallell
Ra bygg 158 1,74 1,98 0,00 4
Dag 0(1) 203 7,39 2,10 0,06 6
Dag 6 U.(1) 181 26,2 1,81 0,06 2
Dag 6 B.(1) 196 4,20 2,06 0,01 2
Dag 9 U.(1) 197 7,77 1,99 0,08 2
Dag 9 B.(1) 196 4,95 2,11 0,16 2
Dag 6 U.(2) 192 10,6 2,44 0,10 2
Dag 6 B.(2) 197 3,16 2,47 0,00 2
Dag 9 U.(2) 209 1,48 2,64 0,00 2
Dag 9 B.(2) 173 20,7 2,24 0,20 2

3. Oppskrift pd varmebehandling av bygg

Oppskrift pa varmebehandling av bygg

Korntype: Prosessering

Blandingsforhold

Avskallet bygg Blgtlegging + koking

Bygg blandet med vann

stod i romtemperatur

i ca 18-24 timer.

Blgtlagt bygg ble kokt i 15 minutter
Kokevann fryst ned

Avskallet bygg Koking
Bygg ble kokt i 45 minutter
Kokevann fryst ned

Byggmel Koking

Bygg ble kokt i 20 minutter

45g bygg +300ml vann

45g bygg +300ml vann

45g  byggmel +300ml
vann
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4. Totalkim i bygg og brokkoli fra «Double Fresh»- forsgk

Total kim i bygg fra «Double Fresh»- forsgk

Total antall bakterie(PCA)
Dag Byggryn CFU,prg LogCFU,prg Stdav.

Dag0
For 1 180 2,26 0,50
2 280 2,45
3 40 1,60
4 20 1,30
5 200 2,30
Dag 6
For 1 20 1,30 0,84
2 20 1,30
3 1320 3,12
4 240 2,38
5 20 1,30
Etter 6 20 1,30 0,00
7 20 1,30
8 20 1,30
9 20 1,30
10 20 1,30
Dag9
Fgr 1 2200 3,34 0,76
2 40 1,60
3 40 1,60
4 40 1,60
5 80 1,90
Etter 6 40 1,60 0,14
7 20 1,30
8 20 1,30
9 20 1,30
10 20 1,30

Totalkim i brokkoli fra «Double Fresh»- forsgk

Total antall bakterier (PCA)
Log CFU, prg Stdav.

Dag Brokkoli CFU, prg

Dag0

For 1 140000 5,15 0,54
2 26000 4,41
3 820000 5,91
4 110000 5,04
5 94000 4,97

Dag 6

For 1 1700000 6,23 0,66
2 3900000 6,59
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3 13000000 7,11
4 280000 5,45
5 580000 5,76
Etter 6 20 1,30 0,00
7 20 1,30
8 20 1,30
9 20 1,30
10 20 1,30
Dag9
For 1 700000 5,85 0,97
2 360000 5,56
3 260000 5,41
4 420000 5,62
5 55000000 7,74
Etter 6 20 1,30 0,30
7 20 1,30
8 60 1,78
9 40 1,60
10 100 2,00
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