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Sammendrag

Surdeigsfermentering av korn, pseudokorn og belgvekster er en veletablert teknologi for
forbedring av egenskaper til produkter. Melkesyrebakterier er mye brukt til fermentering og
konservering, enten som naturlig forekommende mikrobiota eller starterkultur som resulterer i
forbedring av naringsverdi til fermenterte produkter. Ulike melkesyrebakterier i fermenterte
produkter gir stammespesifikke egenskaper. Fermentering ved bruk av surdeig er vist a gi
gode teknologiske egenskaper, bedre tekstur, gkt holdbarhet, mer aroma og bedre
biotilgjengelighet. Hensikten med oppgaven var & undersgke egenskapene til tjueto isolerte

melkesyrebakterier for a videre vurdere potensiale for bruk som starterkultur.

Innledningsvis i denne oppgaven ble tjueto isolerte melkesyrebakterier fra to tidligere
oppgaver undersgkt for sine funksjonelle egenskaper. Fem ulike meltyper ble brukt: bokhvete,
quinoa, fababgnne, ert og havre. Analysene for funksjonelle egenskaper viste forskjeller
mellom isolatene i evnen til & redusere pH og etablere seg i mediet, EPS produksjon, fytase og
proteolytisk aktivitet. @nskede egenskaper ble grunnlaget for utvelgelse av de seks isolatene

som ble med videre til forsgk i surdeig.

Metabolismeforsgk viste at celletall gkte etter 24 timers fermentering og en pafglgende pH-
reduksjon, samt viste forskjeller mellom konsentrasjoner av organiske syrer og karbohydrater
mellom isolatene. Isolatet CMG65 viste best evne til etanol- og CO2-produksjon, mens
isolatene VB29 og CM57 var de to med hgyest produksjon av melkesyre etter 24 timers
fermentering. VB17 og VB18-1 viste lav metabolsk aktivitet ved a ha lavt innhold av
organiske syrer, COz og en del flyktige komponenter, mest sannsynlig pa grunn av lavere
tilgang pa karbohydratene maltose og fruktose. Utregnede verdier av fytinsyre viste forskjell i
reduksjon av fytinsyre mellom isolatene, men det ble ikke funnet signifikant forskjell mellom
TO og T24.

Isolatene viste ulike egenskaper og pavirket surdeigsfermentering i ulik grad. Resultatene
viste at fem av isolatene pa hver sin mate har potensiale til videre bruk i en starterkultur og
surdeigsfermentering, mens den sjette (VB10) ikke viste like tilstrekkelige egenskaper. Videre
tester i laboratoriet og en pilotstudie ma gjennomfares for resultater kan overfares til bruk av

isolatene i industriell skala.



Abstract

Sourdough fermentation of cereals, pseudo-cereals and legumes is a well-established
technology for improving the properties of products. Lactic acid bacteria are widely used for
fermentation and preservation either through activity of the natural microbiota or addition of
starter culture that result in improvements of the nutritional value of fermented products.
Different lactic acid bacteria in fermented products provide strain-specific properties.
Fermentation using sourdough has been shown to provide good technological properties,
better texture, increased durability, higher aroma and better bioavailability. The purpose of
this thesis was to examine the properties of twenty-two isolated lactic acid bacteria and

further see if they potentially could be used as a starter culture.

In this thesis, twenty-two isolated lactic acid bacteria from previous assignments were
examined for their functional properties, to select six isolates to proceed with for testing in
sourdough. Five different types of flour were used: buckwheat, quinoa, faba bean, pea, and
oat. Analysis for functional properties showed differences between the isolates in their ability
to reduce pH and establish themselves in the medium, EPS production, phytase and
proteolytic activity. Desired properties became the base for selection of the six isolates that

went on to be tested in sourdough.

Metabolism experiments showed that cell growth increased after 24 hours of fermentation and
a subsequent pH reduction. Differences between concentrations of organic acids and
carbohydrates between the isolates were also found. The isolate CM65 showed the best ability
for ethanol and CO: production, while the two isolates VB29 and CM57 were the ones with
the highest production of lactic acid after 24 hours of fermentation. VB17 and VB18-1
showed low metabolic activity by having a low content of organic acids, CO2 and some
volatile components, most likely due to a lower supply of the carbohydrates maltose and
fructose. Calculated values of phytic acid showed a difference in reduction of phytic acid
between the isolates, but no significant difference was found between TO and T24.

The isolates showed different properties, and each had varying effects on sourdough
fermentation. The results showed that five of the isolates each have the potential to be used in
a starter culture and sourdough fermentation, while the sixth (VB10) had few attractive
properties. Further testing in the laboratory and a pilot study needs to be completed before the

use of these isolates can be considered to be applied on an industrial scale.
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1 Innledning

Den kontinuerlige veksten av verdensbefolkningen skaper et gkende press for @ mgte naerings-
og proteinbehovet. For a sikre global matsikkerhet vil ikke dyreproduksjon vaere nok til a
holde tritt med befolkningsveksten. Planteproteiner som korn, pseudokorn og belgfrukter er i
gkende etterspgrsel som alternative kilder. De fremmes i gkende grad av flere motivasjoner
som a redusere det gkologiske fotavtrykket til animalsk produksjon, gke dyrevelferden og
innholdet av verdifulle vitaminer og mineraler som har vist a gi god helseeffekt (Boukid &
Castellari, 2022).

Melkesyrebakterier, mikrobiota og karakterisering er sveert viktig for bade ernaringsmessig
og teknologisk forbedring av korn utover hvete. Forskning om biologisk mangfold og utvalg
av startkulturer for mel av slike korn har gkt de siste arene. Surdeigsfermentering med
velkarakterisert melkesyrebakterier kan potensielt veere et verktgy for a forbedre smak,
prosessevnen og motstanden mot mikrobiell gdeleggelse for en forlenget holdbarhet.
Melkesyrebakterier menes at forbedrer naringsverdien til fermenterte kornprodukter

ved flere aspekter som ved redusering av antinaringsstoffer som fytinsyre, syntetisering av
vitaminer, produksjon av antioksidantsstoffer og produksjon av aroma komponenter (Cakir et
al., 2020; Wang et al., 2021).

Basert pa den ventende veksten av flere vegetariske produkter pa markedet, og det anerkjente
potensialet til fermentering av melkesyrebakterier, vil det vare ngdvendig a anvende

starterkultur med gnskede egenskaper for a fa det optimale utbyttet av plantevekstene.

1.1Hensikten med oppgaven

Hensikten med oppgaven var a undersgke teknologiske egenskaper til isolerte
melkesyrebakterier, videre se hvordan de pavirker fermentering i surdeig og dermed vurdere
om de kan ha potensiale til & brukes i en starterkultur. For bestemmelse av isolater ble det
gjort en screening av pH, syredannelse, EPS produksjon, proteolytisk og fytase aktivitet, samt
karbohydratomsetning. Deretter ble utvalgte isolater ytterligere undersgkt for deres
egenskaper i surdeigsmedie. For & undersgke hvordan isolatene pavirket fermentering ble det

gjennomfart vekst- og metabolismeforsgk for & se pa vekst, pH-senking, produksjon og



omsetning av flyktige komponenter, organiske syrer og karbohydrater og CO2 i surdeigene.

Det ble ogsa gjennomfart analyse for reduksjon av fytinsyre fra frysetarket surdeig.



2 Teori

2.1 Korn, pseudokorn og belgvekster

Korn er en viktig matplante og star for over halvparten av verdens matenergi (Poutanen et al.,
2022). Korn er den dominerende maten av flere grunner. De er lett & dyrke av bgnder og sveert
naringsrike. Korn bestar av den stivelsesholdige endospermen med olje-vitamin og mineral
rike aleuronlaget som omgir det, og det ytterste fibrase lagene av kli. Fgr maling har det i
tillegg lang holdbarhetstid. Et tradisjonelt matkorn er havre. Havre kan veere diploid,
tetraploid eller heksaploid. Sammenlignet med andre kornsorter krever havredyrking ferre

behandlinger med insekt-, soppdrepende midler eller gjgdsel (Kamal et al., 2022).

Bokhvete og quinoa klassifiseres som pseudokorn. Pseudokorn er spiselige frg som tilhgrer
tofrebladede arter. De blir beskrevet som fremtidens korn pa grunn av deres hgye genetiske
variasjon, deres utmerkede naringsverdi og at de er glutenfrie. Pseudokorn er rike pa stivelse,
fiber og proteiner av hgy kvalitet med en balansert essensiell aminosyre sammensetning, i
tillegg til & veere gode kilder til mineralene kalsium, jern og sink (Martinez-Villaluenga et al.,
2020).

Belgvekster er tofrgbladede frg av plantene som tilhgrer familien Fabaceae. De er verdifulle
avlinger som kan tilpasse seg i mange land, de har gunstig effekt pa miljget siden de forbedrer
jordkvaliteten gjennom nitrogenfiksering og de er relativt rimelige. To av de mest kjente
belgfruktene er erter og fababgnner. De har en svert rik ernaringsprofil, med hgyt protein- og
kostfiber innhold, vitaminer og mineraler (Saha et al., 2022). @kende bevissthet om
belgvekstene sin helse og miljgfordeler har resultert i et skifte mot belgvekster som sunnere
alternativer til animalske produkter. De siste arene har interessen for plantebaserte kosthold
gkt, hvor beaerekraft og miljgeffekter er hovedarsakene for den gkende interessen. Med gkende
bevissthet om klimaendringer og vekst av verdensbefolkningen, er matprodukter viktig for a
bli mer baerekraftig. Et dyrebasert kosthold anses som en gkologisk belastning. Derfor er det
behov for & utvikle matprodukter fra alternative, mer beerekraftige kilder som planteproteiner
(Yang et al., 2023). Sammen kan pseudokorn og belgvekster gi en proteinsammensetning som
ligner pa kjett. Det har blitt funnet at proteinsammensetningen til belgvekster og

kornproteiner er komplementere til hverandre. Dette er fordi belgvekster er darligere i



svovelholdige aminosyrer som tryptofan, cytein og metionin, men rike pa lysininnhold, mens

sammensetningen i korn er omvendt (Rahate et al., 2021).

2.1.1 Havre

Havre (Avena sativa) som tilhgrer Poaceae-familien, er den syvende mest dyrkede
kornavlingen i verden, hvor forbruket har gkt de siste arene pa grunn av dens bevisste
helsefremmende egenskaper. Dyrking, klima og vekstforhold er hovedfaktorene som pavirker
havreproduksjonen. Havre er et ettarig gress som antas a veere av asiatisk opprinnelse. Far det
ble brukt som mat, ble det brukt til medisinske formal. Med utviklingen innen ernaring ble

havre anerkjent som en sunn matvare pa midten av 1980-tallet (Butt et al., 2008).

Havre er en viktig kilder til lgselige kostfibre som B-glukan, vitaminer, polyfenoler og
flavonoider, som effektivt kan senke kolestrolnivaet i blodet og redusere risikoen for
hjertesykdom og tarmsykdom. | likhet med andre korn er stivelse den mest dominerende
komponenten, >60% av kornvekten og spiller den viktigste rollen i a definere de strukturelle
og fysisk-kjemiske egenskapene til havrebasert mat. Havrestivelse i sin opprinnelige form har
ulempen med darlig skjeermotstand og har vist begrensinger i matapplikasjoner (Rostamabadi
et al., 2022). Innholdet av B-glukan i havre er rundt 1,8% som er hgyere enn i hvete med 1%.
Havre B-glukan har blitt rapportert a bidra til & redusere risikoen for kreft, fedme, diabetes og

hjerte-og karsykdommer (Guo et al., 2023).

Havre inneholder omtrent 12—20 % proteiner i hele kjernene, der proteinene er sammensatt av
4-15 % prolaminer, 50-80 % globuliner, 1-12 % albuminer og mindre enn 10 % gluteliner
(Mel & Malalgoda, 2021). Et hgyt globulininnhold gjer at havreproteiner har hgyere
varmestabilitet enn mange andre planteavledede proteiner. Havreprotein og proteinrike
ingredienser har vert av gkende interesse de siste arene for matformulering i matvarer som

havrebrgd, kakedeig og nudler (Yang et al., 2023).

2.1.2 Bokhvete

Bokhvete (Fagopyrum sp.) er en 50- 150 cm hgy ettarig urt som tilhgrer Polygonaceae-
familien. Den var en viktig avling i noen asiatiske og europeiske land fgr hveteproduksjonen

gkte. | dag dyrkes store mengde bokhvete i Brasil og Nord-Amerika. Det har vart en fornyet



interesse for & bruke bokhvetekorn i matproduksjon de siste arene. Bokhvete kan vokse pa
marginale land og under taffe forhold, den er en viktig matavling for matsikkerhet i ulike
regioner. Den gkende populariteten til bokhvete skyldes i stor grad attraktiv ernaringskvalitet
som den glutenfrie egenskap. Sammensetningen av bokhvetekorn ligner sammensetningen til
korn som hvete. Stivelse er hovedkomponenten, pa ca. 70%, etterfulgt av protein 12%,
kostfibre 10%, lipider 3%. Mindre komponenter med ernaringsmessig betydning er
polyfenoler, D-chiro-inositol og vitaminer, og disse hevdes a bidra til ulike helseeffekter som
anti-kreft og anti-inflammatoriske egenskaper (Zhu, 2021). Frgene blir i sin hele form malt til
mel. Under avskalingen av frget blir ikke det ytre skallet fjernet, som gjer at bokhvetemel
vanligvis har en ganske mark farge. Det brukes i stor grad i gret og andre korn- og mel retter
som en erstatning til hvetemel. Bokhvete mel har blitt brukt mye til produksjon av bokhvete
nudler, pasta, yoghurt og bakevarer. Proteinfraksjonen i bokhvete og hvete er forskjellig, og
bokhvete har derfor ikke like teknologiske egenskaper som hvete. Ved framstilling av
produkter har det derfor ofte blitt brukt en kombinasjon av bokhvete og vanlig hvetemel (Gao
etal., 2022).

2.1.3 Quinoa

Quinoa (Chenopodium quinoa) er en ettarig glutenfri plante som tilhgrer Chenopodiaceae-
familien som stammer fra Andes-regionen i Sgr-Amerika. Den har et bredt genetisk mangfold
som gjer at den kan tilpasse seg ulike tgffe miljger som hgyland og frost. De spiselige frgene
til quinoa er sma, runde og flate og blir konsumert etter eliminering av frgskallene som er rikt
pa saponiner. Frget blir enten konsumert hele eller bearbeidet til mel som kan brukes til bred
og bakverk. Sammensetningen av quinoa inkluderer stivelse (52-69%), kostfiber (7-9%),
betydelige mengder mineraler, vitaminer, lipider (4,0-7,6%), proteiner og essensielle
aminosyrer (Adetunji et al., 2021). Quinoa-planten er et fokus for oppmerksomhet pa grunn
av dens lave glykemiske indeks og hgye proteinverdi pa 12-16,6%, med en balansert
aminosyreprofil med hgyt innhold av lysin, som mangler i de fleste korn, og metionin (Nowak
et al., 2016). I tillegg har quinoa hgyere verdier av metionin og cystein enn det man finner i
belgfrukter, og kan derfor veere et verdifullt supplement til belgfrukter. Hovedmengden av
proteinene er plassert i embryoet, men ogsa resten av bestanddelene av quinoa-kornet
inneholder noe proteiner. De viktigste proteinfraksjonene av quinoa er 11S-type globuliner og
2S-albuminer som star for henholdsvis 27,9-60,2 % og 13,2-42,3 % av totale frgproteiner,

etterfulgt av gluteliner (18,1-31,6%). Prolaminer representerer en mindre proteinfraksjon



(0,5-19,3 % av totalt frgprotein) (Martinez-Villaluenga et al., 2020). Grunnet sitt haye
stivelsesinnhold har quinoa fysisk-kjemiske egenskaper som gjar den ideell for bruk som
fortykningsmidler i supper, sauser og mel. Den har stabilitet ved lav temperatur, lave

geleringspunkter og motstand mot retrogradering (Adetunji et al., 2021).

2.1.4 Erter

Erter (Pisum savitum) er en plante i erteblomstfamilien (Fabaceae), som er tilpasset de
klimatiske forholdene i Sentral-Europa. For tiden brukes mesteparten av erteproteinet til for,
men med en gkende bevissthet om sunn og baerekraftig erneering er det en gkende trend a
bruke erteprotein i matprodukter (Tanger et al., 2020). Erter er rik pa protein, karbohydrater
og mineraler, hvor naringsinnholdet avhenger av miljgmessige og genetiske faktorer. De har
vanligvis et proteininnhold pa 20-35%, bestar av lite fett 1,5-2% og 60-65% karbohydrater,
hvor stivelse star for 40-50%. Erteprotein har en velbalansert aminosyreprofil, sammenlignet
med kornproteiner inneholder det hgye nivaer av lysin, leucin og fenylalanin, men relativt
mindre av de svovelholdige aminosyrene metionin og cystein (Lu et al., 2020). Erteprotein
kommer hovedsakelig i tre former: ertemel, erteproteinkonsentrat og erteproteinisolat.
Ertemel produseres ved tgrrmaling av avskallede erter, mens konsentrat produseres gjennom
syreutluting og isolat gjennom vatbehandlingsmetoder (Shanthakumar et al., 2022).
Erteprotein er et populert tilsetningsstoff, og har blitt inkorporert i flere plantebaserte
alternativer som biff, salatdressing, spagetti og hamburger. Ved tilsetning i kjattdeig ble
resultatet en biff som var mykere, mgrere og krevde mindre kraft 8 komprimere enn en
kjattbasert biff (Lu et al., 2020).

2.1.5 Fababgnner

Fababgnne, Vicia faba L., er en belgfrukt som tilhgrer Fabaceae familien. Det er en
eldgammel avling og blir brukt bade i menneskers og dyrs ernaring. Fababgnne har i lang tid
blitt brukt som mat i Midtasten. Det begynner a bli en gkende interesse for fababgnne i andre
deler av verden, som Europa og Australia, ettersom den er en barekraftig proteinkilde med
fordeler for menneskers helse (Augustin & Cole, 2022). Fababgnne blir sett pa som en av de
viktigste belgfruktene grunnet dens hgye ernzringsverdier. Den har et hgyt innhold av
proteiner, en av de hgyeste blant belgvekster, men dette kan variere mellom ulike genotyper
(25-40%). Fettinnholdet er lavt (1-3%), og inneholder mest karbohydrater (60-65%)

hovedsakelig i form av stivelse. Fababgnner har et lavere innhold av stivelse (42-47%) enn



erter og inneholder mye av aminosyrene lysin og arginin. Disse aminosyrene er viktige i et
plantebasert kosthold (Boukid & Castellari, 2022). Ulike ingredienser av fababgnne, som mel
og proteinrike fraksjoner har blitt brukt til & erstatte mel og proteinbaserte ingredienser som
tradisjonelt brukes i formuleringer som brad, pasta, kjatt- og melkeerstatninger (Augustin &
Cole, 2022).

2.1.6. Avvending av belgfruktmel i neeringsmidler

Etterhvert som forbrukernes bevissthet for sunnere matvalg og plantemat utvikler seg vil
neringsrike belgfrukt ingredienser bli et attraktivt alternativ i utviklingen av nye
hgyproteinprodukter. Nyere studier viser at fermentert belgfruktmel kan inkorporeres i
produksjon av matvarer som bakevarer og pasta. Belgfruktmel er kjent for & styrke
neeringsverdien med sitt innhold av proteiner, essensielle aminosyrer, vitaminer og mineraler,
til matvarer i tillegg til & ha funksjonelle egenskaper som god lgselighet, geldannelse,
skummende og emulgerende aktivitet (Augustin & Cole, 2022; Tas et al., 2022).

De karakteriske «bgnne»-smaken assosiert med belgfrukter er hovedarsaken til deres lave
popularitet for bruk som ingrediens. Smaken blir beskrevet som grann, jordaktig, harsk og
gjermete. Denne typen smak antas i stor grad a veere avledet fra nedbrytningen av lipider og
aminosyrer. Til tross for det relativt lave lipidinnholdet i bade bgnner og erter er begge
underbrukt pa grunn av deres bgnnesmak og andre ikke-flyktige smaker som bidrar til

bitterheten som er igjen etter baking (Chandra-Hioe et al., 2016).

Belgfrukter kan brukes som et helt frg eller males til mel og fraksjonert for a utvide
bruksomrader som en ingrediens. Ved produksjon av belgfruktmel utfares maleprosesser.
Prosessen involverer avskalling for a fjerne frgskallet, spalting for & spalte kimbladene og
maling for a redusere partikkelstarrelsen og produsere et mel. Frg kan forhandbehandles ved
blgtlegging for & bedre utbyttet og produktkvaliteten ved at det har vist & gi en reduksjon i
antinagringsstoffer som lektiner. Ettermalingsbehandlinger som varmebehandling av mel, kan
ogsa brukes og vil pavirke de erneringsmessige og funksjonelle egenskaper, samt at det ogsa

kan redusere utviklingen av bismak (Augustin & Cole, 2022).



2.2 Fermentering og surdeig

Fermentering er en velkjent naturlig prosess hvor karbohydrater brytes ned og organiske syrer
dannes. Det er en enkel og rimelig prosesseringsteknikk brukt i arhundrer for a forbedre
ernzringskvaliteten og fjerne ugnskede forbindelser. Surdeig er en blanding av mel og vann,
som fermenteres spontant med melkesyrebakterier som stammer fra mikrobiotaen til
deigingrediensene eller miljget. Surdeigs fermentering er en av de eldste matpreserverings-
prosessene, og kan dateres tilbake til gamle Egypt, hvor bade gl og bred ble produsert ved
hjelp av melkesyrebakterier i blanding med gjeer. Sammensetningen av melkesyrebakterier og
gjeer er avgjgrende for egenskapene til produktet. Denne deigen kan klassifiseres i fire typer i
henhold til produksjonsmetoden som brukes. Tradisjonelt lages surdeig (type I) gjennom flere
trinn med fermentering og er en lang prosess pa 5-7 dager for a fa en stabil mikrobiota. Farst
spontangjeres en deig sammensatt av mel og vann. Deretter brukes denne fermenterte mor-
deigen som inokulum for fermentering av en nylig tilberedt deig (Arora et al., 2021). |
surdeigstype 11 tilsettes utvalgte melkesyrebakterier som fermenterer deigen i 15-24 timer,
type Il er en dehydrering av type Il. Mens type IV er en blanding av | og I, vanligvis brukt i
laboratorier og noen bakerier. Denne typen surdeig bestar av a inokulere en startkultur til en

moden surdeig (Siepmann et al., 2019).

Behovet for 3 utvikle gjeeringsprosessen fra 1900-tallet og utover farte til at bakeriindustrien
erstattet tradisjonell surdeig med bakegjer. Men i dag har forbrukernes gkende interesse for
naturlig gjeering rettet industriproduksjonen mot bruk av type Il surdeig, der utvalgte
melkesyrebakterier tilsettes deigen som en starter. Dette gjer det mulig a redusere surdeigens
tilberedningstid, eker den mikrobiologiske sikkerhet, og standardisere bredkvaliteten.
Fermentering har vist & ha sensoriske, teknologiske, helse og ernaeringsmessige fordeler i
produktene det brukes i. Blant annet vil det gi bedre mineraltilgjengelighet, redusert innhold
av FODMAPS, redusert innhold av den glykemisk indeks, redusert gluteninnhold og bedre
holdbarhet pa produktet. Fermenterings betydning er hovedsakelig assosiert med
melkesyrebakteriens evne til a produsere organiske syrer som melkesyre og eddiksyre,
aromakomponenter og CO2. Samt deres pafglgende evne til a senke pH (Menezes et al.,
2021). pH-verdien i endelig deig varierer vanligvis fra 4,7 til 5,4 og regnes som en indeks for

en velutviklet surdeigsfermentering (Corsetti, 2013).



2.2.1 Melkesyrebakterier

Melkesyrebakterier er viktige mikroorganismer i produksjonen av fermenterte ravarer som
spiller en stor i rolle i neeringsmiddelindustrien. De farer til endringer i erngringsmessig og
funksjonell kvalitet i forhold til de opprinnelige ingrediensene. Siden melkesyrebakterier er
sveert viktig i flere matapplikasjoner, vil neringsmiddelindustrien alltid sgke etter stammer
med egenskaper for a forbedre sensorisk kvalitet og produktkvalitet. Utvalgte stammer brukes
farst og fremst pa grunn av deres evne til & produsere melkesyre fra karbohydrater og
pafelgende pH-reduksjon, men ogsa for deres evne til & forbedre kvaliteten og
funksjonaliteten til produktet. Bruk av melkesyrebakterier er en svaert gammel
konserveringsmetode og benyttes blant annet i meieri, korn og gregnnsakprodukter (Ayivi et
al., 2020). Melkesyrebakterier er regnet a veere gunstige og er generelt anerkjent som trygge
(GRAS-status) (Hernandez-Gonzaélez et al., 2021).

Melkesyrebakteriene tilhgrer rekken Firmicutes, klassen Bacilli og ordenen Lactobacillales.
Videre deles de inn i familiene Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae,
Lactobacillaceae, Leuconostocacae og Streptococcaceae (Doi, 2019).

For omfattet Lactobaillaceae-familien de tre slektene Lactobacillus, Paralactobacillus og
Pediococcus, men det har de siste tiarene veert en utvikling av genetiske
sekvenseringsmetoder som har det fart til at antallet arter i Lactobacillus-slekten har gkt, noe
som farte til et behov for & revidere og reklassifisere slekten i 2020 (Zheng et al., 2020).
Slekten Lactobacillus ble reklassifisert til 25 slekter og det ble foreslatt a inkludere
Leuconostocaceae i Lactobacillaceae-familien. Det farte til en reklassifisering av over 300
arter og 2 familier slatt sammen til én familie. Tabell 2.1 viser en oversikt over tidligere og

naveerende navn pa arter som omtales i denne oppgaven.

Tabell 2.1. Oversikt over tidligere og naveerende navn pa arter i slekten Lactobacillus som omtales i denne oppgaven.

Tidligere navn Naveaerende navn
Lactobacillus planturum Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus pentosus Lactiplantibacillus pentosus




Melkesyrebakterier er gram-positive, katalase-negative, ikke-sporulerende bakterier.

Melkesyrebakterier har behov for  skaffe seg energi for a aktivt vokse og er derfor avhengig

av tilstedeveerelsen av fermenterbare karbohydrater. Ved melkesyrefermentering klassifiseres

de etter deres reaksjonsvei for glukose, som enten kan vaere homofermentativ eller

heterofermentativ. Homofermentative bakterier benytter Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)

som reaksjonsvei, hvor melkesyre er hovedproduktet. For heterofermentativ benyttes

fosfoketolase-reaksjonsveien, hvor det i tillegg til melkesyre ogsa produseres COz, etanol og

eddiksyre (Lau et al., 2021; Nicolescu et al., 2023). Figur 2.1 viser de to reaksjonsveiene.
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Heterofermentative klassifiseres i to undergrupper, fakultativt heterofermentativ og obligat
heterofermentative. Forskjellen mellom den obligat og fakultativt heterofermentative er at
foruten & produsere en balansert andel av melkesyre og eddiksyre, kan sistnevnte produsere
CO2 som et av biproduktene uten tilstedevarelse av glukose, men ved & bruke glukonat (Lau
et al., 2021). Mens homofermentativ produserer mer melkesyre, som fglgelig senker pH og
gker den totale titrerbare surheten vil de heterofermentative bidrar til heving pa grunn av CO2-

produksjonen, i tillegg til & produsere flere smaksforbindelser (Martin-Garcia et al., 2023).

Noen stammer av forskjellige slekter har ogsa evnen til a syntetisere eksopolysakkarider
(EPS). Interessante og attraktive egenskaper for mat vises av EPS produsert av
melkesyrebakterier. Egenskaper som tykkelsesforbedring, munnfglelsesmodulering,
vannholdende kapasitet og helsemessige fordeler som a redusere blodkolesterol og prebiotiske
egenskaper. Typiske melkesyrebakterier tilhgrer slektene Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Leuconostoc og Pediococcus. EPS har ogsa vist a virke som hydrokolloider og
gir dermed en positiv effekt pa tekstur, smaksoppfatning og holdbarhet (Nicolescu et al.,
2023). EPS deles inn i homopolysakkarider (HoPS) og heteropolysakkarider (HePS). HoPS
bestar av én type monosakkarid enten fruktose eller glukose som danner den resulterende EPS
enten glukaner eller fruktaner, mens HePS produseres intracelluleert fra flere monosakkarider
(Guérin et al., 2020). Blant HoPS-er, har dekstran blitt mest undersgkt og vist & gi gode
egenskaper ved produksjon av fermenterte matvarer som forbedring av smak, tekstur, den

fuktighetsgivende og stabiliserende effekt (Diaz-Montes, 2021).

2.2.2 Gjeer

Surdeig er et komplekst biologisk system, hvor gjeer vanligvis er assosiert med
melkesyrebakterier. 30 forskjellige gjeerarter har blitt rapportert i surdeigsmiljget, men de
dominerende gjeerartene tilhgrer slektene Saccharomyces og Candida. Gjeerarter som finnes i
surdeig er et resultat av deres tilpasning til det stressende miljget skapt av
melkesyrebakteriene som er preget av lav pH, hgy karbohydratkonsentrasjon og hay
celletetthet. Gjeer bidrar selv til det spesifikke miljget og hindrer vekst av andre
mikroorganismer. Gjarceller metaboliserer fermenterbare sukkerarter, glukose, fruktose,
sukrose og maltose under anaerobe forhold og produserer COz, fungerer som et hevemiddel
og gker deigvolumet. | fermentering er gjer hovedsakelig ansvarlig for produksjon av COz,

men er ogsa med pa a produsere metabolitter som acetaldehyd som videre omdannes til
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etanol, hayverdige alkoholer, ester og aldehyder. | forhold til bakterier er gjeer vanligvis mer

robuste og taler mer stressende forhold (Martin-Garcia et al., 2023).

2.3 Antinaringsstoffer

En utfordring med belgvekster og korn er deres innhold av antingringsstoffer (ANS). ANS er
knyttet til utfordringer ved redusert fordgyelse og biotilgjengelighet av ulike naringsstoffer i
kroppen. Pa grunn av dette er det et gnske om a redusere forekomsten av ANS i kostholdet.
ANS inkluderer blant annet fytinsyre, lektiner, tanniner og saponiner. Disse ANS kan
reduseres ved hjelp av metoder som spiring og fermentering (Sozer et al., 2019). Tanniner er
sekundaere forbindelser som dannes i planteblader, frukt og bark. De inhiberer
fordgyelsesenzymer og reduserer opptak av naringsstoffer som proteiner og karbohydrater.
Saponiner er planteavlede sekundzre forbindelser som har vist hemmende aktiviteter av
fordgyelsesenzymer som amylase og glukosidase hvor effektene inkluderer redusert
neeringsopptak og redusert tarmabsorpsjon av flere naringsstoffer. Lektiner er en form for
sukkerbindende proteiner som lett fester seg til rade blodceller forarsaket av agglutinasjon
(Samtiya et al., 2020).

Fytinsyre er hovedformen (70%) av fosfor i plantefrg og finnes i de fleste korn/pseudokorn og
belgfrukter i konsentrasjoner fra 1-3% (Kumari & Roy, 2023). Fytaseaktivitet avhenger av
ulike faktorer, inkludert temperatur, proteolyseresistens og substratspesifisitet. Enzymet fytase
defosforylerer fytinsyre til lavere former av myo-inositol fosfor og frigir uorganisk fosfat.
Overfloden av fytinsyre i korn er en bekymring i mat og dyreférindustrien siden fosfor i
denne formen er utilgjengelig for mennesker og en-magede dyr pa grunn av mangel pa
endogene fytase. | tillegg binder fytinsyre andre essensielle neringsstoffer som mineraler,
Ca®*, Zn?*, Mg?*, Mn?*, Fe?*/3*, proteiner og aminosyrer og reduserer dermed
biotilgjengeligheten av disse (Sharma et al., 2022).
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2.4 Metoder for identifisering av egenskaper til isolatene

2.4.1 API 50

API 50 CH-test ble utviklet for a identifisere bakterier, men kan ogsa brukes til a studere
substratfermenteringsmgnstre av ulike karbohydrater og deres derivater som heterosider,
polyalkoholer og uronsyrer. Kitet bestar av strimler med brgnner som inneholder ulike
substrater. Ved tilsetning av bakteriesuspensjonen vil den dehydrere karbonkilden som er i
kapslene. Under inkubering avslares eventuell fermentering ved en fargeendring forarsaket av
produksjon av syre og detektert av pH-indikatoren som er tilstede i mediet. Nar en
karbonkilde er metabolisert vil fargen endre seg til gul, bortsett fra kapsel 25 som vil bli svart
(Mekonnen et al., 2019).

2.4.2 Fytinsyre analyse

Fytinsyre analysesett er en kvantitativ metode for a male totalt tilgjengelig fosfor frigjort fra
en matpreve. Metoden innebarer syreekstraksjon av inositolfosfater etterfulgt av behandling
med en fytase som er spesifikk for fytinsyre og de lavere myoinositolfosfatformene. Nar det
tilsettes alkalisk fosfatase vil det endelige og siste fosfatet fra myo-inositol monofosfat
desforylere. Fargereagens som inneholder ammoniummolybdat tilsettes og det dannes 12-
molybdofosforsyre som vil i surt miljg reduseres til molybdenblatt. Totalt frigjort fosfat males
ved hjelp av modifisert kolorimetrisk metode og angis som gram per 100 g prevemateriale.
Fargereaksjonen gir en proporsjonal mengde molybdenblafarge med mengde uorganisk fosfat
i praven. Mengden kan kvantifiseres til fosfor ved a bruke standardkurven laget ved hjelp av

standarder med kjent innhold av fosfor (Megazyme, 2019).
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3 Materialer og metode

3.1 Opprinnelse til isolatene

Egenskapene til 22 isolater har blitt undersgkt. Isolatene har ulike profiler og ble utvalgt

basert pa en screening med repPCR gjort far denne masteroppgaven av Charlotte Bauer

Munch-Andersen. Arbeidet er per dags dato (14.05.23) ikke publisert. Isolatene som er blitt

brukt er isolert fra ulike belgvekster og kornarter ved surdeigsfermenteringsmetode. Det ble til

sammen sett pa 22 isolater. Fra Leirvik (2022) 4 fra havre, 2 fra bokhvete, 3 fra quinoa og fra

Andersen et al. (2020) 6 fra ert og 7 fra bgnne. Tabell 3.1 viser oversikt over 1D, artsgruppe,

hvilken meltype de er isolert fra og fermenteringstemperatur.

Tabell 3.1. Oversikt over id, melkesyrebakterier, meltype og fermenteringstemperatur.

Meltype, sort de er

Fermenterings

ID Artsgruppe isolert fra -temperatur
(°C)
CM3 Lb. Plantarum/pentosus Bgnne, vertigo 30
CM21  Lb. Plantarum/pentosus Banne, vertigo 30
CM25  Lb. Plantarum/pentosus Bonne, vertigo 30
CM57  Lb. Plantarum/pentosus Banne, vertigo 22
CM92 Lb. Plantarum/pentosus Ert, astronaut 22
CM54  Pediococcus pentosaceus Bonne, vertigo 22
CM87  Pediococcus pentosaceus Ert, Ingrid 22
CM62  Pediococcus pentosaceus/Enterococcus durans Bgnne, sampo 22
CM90  Lacticaseibacillus rhamnosus Ert, Ingrid 22
CM65  Leuconostoc mesenteroides/citreum Ert, Ingrid 22
CM40  Ikke identifisert Ert, astronaut 22
CM58  Ikke identifisert Benne, sampo 22
CM96  Ikke identifisert Ert, Ingrid 22
VB4 ;Zzgﬂ?;rsg?ges/pseudomesenteroides Havre 22
VB.17  Leuconostoc citreum Havre 22
VB.18-1 Pediococcus pentosaceus Havre 22
VB.25  Pediococcus pentosaceus Bokhvete 22
VB.10  Ikke identifisert Bokhvete 22
VB.13  Enterococcus durans Quinoa 22
VB.51 Lactiplantibacillus plantarum/pentosus Havre 22
VB.29  Lactiplantibacillus plantarum/pentosus Quinoa 22
VB.26 Ikke identifisert Quinoa 22
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3.2 Testing av funksjonelle egenskaper til isolater

750 ul overnattkultur i de Man Rogosa and Sharpe (MRS) buljong fra hvert isolat og 250 pl
steril 60% glyserol, tilsvarende en konsentrasjon pa 15% (v/v) glyserol ble overfart i cryorgr
0g oppbevart ved -80°C. Ved laging av overnattkultur ble isolatene 1% podet fra nedfrosset

frysekultur ved -80°C, til 5 ml MRS buljong og satt til inkubering ved 30°C over natten.

3.2.1 Vekstmedium

Det ble benyttet flytende buljongmedier og faste agarmedier til dyrking av bakterier. For &
studere vekst og syredannelse av isolatet i det opprinnelige melet ble det benyttet Sterile-
Flour-Extract (SFE)-medium. SFE-medie ble laget etter en metode beskrevet av Séez et al.
(2017) med noen modifikasjoner. Blandingen bestod av 200 g mel pr L destillert vann. Ert og
bgnne ble blandet i 2 timer ved 4°C og sentrifugert ved 800 rpm i 10 min, 4°C. Havre, quinoa
og bokhvete ble sentrifugert ved 5000 rpm grunnet gelering av stivelse under autoklavering.
10 ml av mediet ble overfart til 15 ml rgr og autoklavert ved 121°C i 20 min, og satt til kjgl
4°C frem til bruk. Chalmers buljong og agar til bestemmelse av fytase aktivitet ble laget etter

metode beskrevet av Syrokou et al. (2021).
@vrige vekstmedier ble laget i samsvar med produsentenes anbefalinger og autoklavert ved

121°C i 20 minutter. Alle mediene ble oppbevart mgrkt ved 4°C i tiden fra tillaging til de ble

benyttet. Tabell 3.2 viser en oversikt over de ulike agarer og buljong som ble benyttet.
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Tabell 3.2. Vekstmedier benyttet med inkubasjonstemperaturer og tider.

Inkubasjons-
temperatur Inkubasjons
Agar/Buljong | Produsent Konsentrasjon (g/l) | Vekst °C tid (dager)
Plate Count Totalt antall
Agar mesofile
(PCA) Merck KGaA | 22,5 bakterier 30 2-3
Melkesyre-
MRS buljong | Merck KGaA | 52,2 bakterier 30 1
SFE medie Melkesyre-
Bgnne Vestkorn 200 bakterier 22/30 1
SFE medie Melkesyre-
Ert Vestkorn 200 bakterier 22 1
SFE medie Melkesyre-
Havre Mgllerens 200 bakterier 22 1
SFE medie Det glutenfrie Melkesyre-
Bokhvete verksted 200 bakterier 22 1
SFE medie Det glutenfrie Melkesyre-
Quinoa verksted 200 bakterier 22 1
Oxoid LTD:
Basingstoke,
Hampshire, 1% tryptone,
England. 0,5 % gjeer ekstrakt,
Merck; 0,5% K2HPO4,
KGaA. 0,5% Di-NH4-H-
VWR citrat,
international | 5% sukrose EPS
Sukrose agar 1,5% agar produksjon | 30 2-3
PCA: Merck,
KGaA. 80/20 ratio, 2%
PCA+ Skummet skummet
skummet melkepulver: | melkeprotein lgsning | Proteolytisk
melk TINE tilsatt i PCA. aktivitet 22 1-2
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3.2.2 Syredannelsesegenskaper

For & se pa syredannelse ble det utfgrt pH-malinger samt bestemt antall kolonidannende
enheter. Overnatt kultur i MRS buljong ble inkubert ved 30°C og ble fortynnet med steril
MRS buljong slik at absorbans ble OD=1. OD600=1 tilsvarer rundt 10° CFU/mL. 100 ul av
standardisert kultur ble tilsatt i 2x4 rgr med 10 ml SFE medium (2 paralleller) og 1x4 rgr med
10 ml MRS buljong for kontroll.

3.2.2.1 pH-maling

For pH-malinger ble det benyttet et PHM92 lab pH-meter (Radiometer, Copenhagen,
Denmark). pH-metret ble kalibrert ved bruk av standard bufferlgsning ved pH 4,0 og 7,0
(Merck). pH ble malt ved 0, 3, 6 og 24 timer fermentering. Et nytt rgr ble apnet ved neste
tidspunkt, i mellomtiden sto rgrene i inkubator ved temperaturen de var isolert fra. Rarene ble

blandet med vortexmikser fer innholdet ble helt over i en pH-malekopp.

3.2.2.2 Celletelling «droplet plate count»

Bestemmelse av CFU/mL ble utfgrt ved bruk av standardisert kultur med droplet plate count
metode beskrevet av Naghili et al. (2013). For innstgpning i PCA ble kulturene for TO og T24
fortynnet for TO fra 10°til 103, og for T24 fra 10 til 10-. Skélen ble delt i fire og for hver
fortynning ble 4 draper plassert. Drapene fikk tarke for agarskalene ble inkubert i henhold til
informasjon i tabell 3.2. Gjennomsnitt av 2 paralleller av hver fortynning ble beregnet og

konsentrasjonen (CFU/mL) ble bestemt ved hjelp av fortynningsfaktoren.

3.2.3 EPS produksjon

Isolatene ble podet i MRS-buljong (1% inokulum) og podete rgr ble inkubert ved 30°C over
natt. Hvert isolat ble strgket ut pa sukroseagar-skaler ved hjelp av en podenal (2 isolater pr
skal). Skalene ble inkubert i henhold til informasjon i tabell 3.2. Etter inkubering ble skalene
undersgkt for vekst. Indikasjon pa EPS produksjon ble ansett som «store blate kolonier»,
«slimlag», eller «tradrekkende». Tradtrekkende ble undersgkt ved a fare en steril podenal til
en koloni og preve a dra denne opp, dersom det dannet en trad ble isolatet ansett som
tradtrekkende.
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3.2.4 Proteolytisk aktivitet

For & undersgke proteolytisk aktivitet hos isolatene ble det benyttet diffusjonsanalyse med
bruk av skummetmelkagar. Farst ble MRS skaler ved bruk av en podenal strgket med overnatt
kultur og inkubert ved 30°C i 3 dggn. Fra MRS skalene ble én enkeltkoloni plukket med en
steril tannpirker for hvert isolat og prikket pa skummetmelkagar-skaler. Det ble laget to
paralleller. Skalene ble inkubert i henhold til informasjon i tabell 3.2. Etter inkubering ble

eventuelle klaringssoner malt som indikasjon pa proteolytisk aktivitet.

3.2.5 Fytase aktivitet

Fytase aktivitet ble malt ved bruk av metode beskrevet av Syrokou et al. (2021) med mindre
modifikasjoner. Kort forklart ble fem ml modifisert Chalmers buljong podet med 50 pl
overnatt kultur og inkubert ved 30°C i 48 t. Buljongen ble rgrt godt rundt i flere ganger under
inkubering. 5 pl av hver kultur ble overfart til modifisert Chalmers agarskal og inkubert ved
30°C i 72 t. Etter inkubering ble agarskalene tilsatt 2% kobolt klorid, inkubert i 20 min far den

ble helt av og repetert. Eventuelle lyse ringer rundt koloniene ble sett etter.

3.2.6 Karbohydrat omsetning/API150

For a evaluere isolatene sin evne til vekst pa ulike karbohydrater, og om noen spesifikke
egenskaper var tilstede ble AP150 CH kit (bioMerieux, Frankrike) benyttet. Bakteriestammer
ble dyrket i 24 t i MRS buljong og deretter sentrifugert ved 6000 rpm i 10 min. Den
sentrifugerte biomassen ble suspendert i 2 ml ringers lgsning far 10 ul ble tilsatt i API 50
CHL-medium. Inkuberingsbrettet ble tilsatt destillert vann for & unnga uttgrking og det ble
lagt API karbohydrat strimler i inkubasjonssettet. Hver brgnn ble tilsatt bakteriesuspensjon.
For a forsegle brannene ble det tilsatt draper med steril parafin. Kitet ble inkubert ved 30°C i

to dagn, og avlest etter 24 og 48 t.
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3.3 Testing i surdeig

Ut ifra resultatene fra del 1, ble det tatt en avgjgrelse pa at isolatene som skulle testes videre
var CM65, CM57, VB17, VB18-1, VB10 og VB29.

3.3.1 Etablering av surdeig

For & etablere en steril surdeig ble en Thermomix TM6 (Vorwerk International & Co,

Wollerau, Sveits) brukt. Blandingsforhold mellom mel og vann var 10% melblanding med

90% sterilt vann. Blandingsforholdet skyldes forklistringen av stivelsen i melene. Ved bruk av

Thermomix ble mel og sterilisert desiltert vann tilsatt. Blandingen ble varmet opp til 100°C i
60 min, for deretter & bli skrudd opp til 121°C i 20 min. Etter deigen var nedkjglt til

romtemperatur ble det tilsatt vasket overnattkultur av isolat. Isolat ble farst sentrifugert i

Kubota 2010 sentrifuge (Kubota Corporation, Tokyo, Japan) ved 3500 rpm i 5 min, sa vasket

med 5 ml sitratvann, denne prosessen ble repetert 3 ganger. Videre ble OD600=1 justert med

ringers lgsning. 10 ml av kulturen (poding med 1%) ble tilsatt deigen med omrgring. Deigen

ble delt i 3 paralleller og inkubert ved 22°C. Tabell 3.3 viser oversikt over type mel, isolat,

innhold av mel og vann og utregnet deigutbytte.

Tabell 3.3 Etablering av surdeig i henhold til oppgitte mengder av isolat/kultur, mel og vann.

Prave Isolat Isolat/kultur Vann () Mel (g) Deigutbytte
(mL) (9)*

Havre VB.17 10 900 100 1000
(Mgllerens) VB 18-1
Bokhvete (Det | VB.10 10 900 100 1000
glutenfrie
verksted)
Quinoa (Det | VB.29 10 900 100 1000
glutenfrie
verksted)
Ert (Vestkorn) | CM.65 10 900 100 1000
Benne CM.57 10 900 100 1000
(Vestkorn)

*Deigutbyttet beregnes ut fra formelen: (vann g/mel g)*100/mel g (Corsetti, 2013).
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Ved etablering av surdeigene og etter 24 timer ble det tatt ut 25 g x 2 til nedfrysning og 30 g
prove til frysetarking fra deigen. Disse ble ferst fryst ned ved -20°C far de ble tatt med til -
80°C og deretter frysetarket.

3.3.2 Vekst- og metabolisme forsgk i surdeig

Det ble gjennomfart CO2-analyse for & se pa produksjon av CO2 , «high performance liquid
chromatography» (HPLC) for & se pa sammensetning av karbohydrater og organiske syrer, og
«head space gas chromatography» (HSGC) for a bestemme flyktige aromakomponenter.
Yiterligere ble fytinsyreinnholdet bestemt. Analysene ble utfart pa nylig lagd surdeig podet
med de ulike isolatene TO og etter inkubasjon ved 22°C T24. Ved uttak til de ulike analysene
ble det tatt ut prave til utplating og utfgrt pH-malinger. Celletall ble estimert ved innstgpning
pa PCA agar. For a8 male COz2 ble det tatt ut prave ved TO som ble inkubert i headspace-
praveglass i 24 t far CO2 gass ble malt. Figur 3.1 illustrerer forsgksoppsettet for hver surdeig.

+ =

P.V‘_‘
: Inkuberes 24t ved 22/ 30°C |q
Mel + vann + isolat kultur .g.
oo / pH-maling
L By
*q r oy
pH-maling \ i \
\ Utplating pa PCA-agar
N =
Utplating pa PCA-agar Surdeig ved TO Surdeig ved T24 \ HSGC-analyse
— - HPLC-analyse
HSGC-analyse e
Prave til CO2-
HPLC-analyse analyse =
" CO2-analyse

Figur 3.1.

Forsgksoppsett for hver surdeig. Surdeigen ble etablert med steril deig og tilsatt vasket og standardisert (OD600=1) isolat.
Ved TO ble deigen delt i 3 for & tilsvare 3 paralleller. Det ble tatt ut pragver til utplating pA PCA-agar, pH-maling, CO2-
analyse( som ble malt etter 24 t), HPLC analyse, HSGC analyse samt prave til frysetarking for bestemmelse av fytinsyre
Surdeigen ble inkubert ved 22°C i 24 timer. Ved T24 ble det tatt ut praver til utplating p4 PCA-agar, pH-maling, HPLC
analyse, HSGC analyse samt prave til frysetarking for fytinsyre analyse. lllustrasjonen er laget i BioRender.com.
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3.3.2.1HPLC

Det ble gjennomfgrt HPLC for bestemmelse av innhold av organiske syrer og karbohydrater i
surdeigene far og etter fermentering, TO og T24. Metoden ble gjennomfart etter beskrivelse
av Grgnnevik et al. (2011) med noen modifikasjoner. Prgvene ble godt blandet far 1,00 g av
hver prgve ble veid inn i hvert sitt 10 ml rgr. Prgvene ble sa tilsatt 2,5 ml ionebyttet vann, 200
ul 0,5 M H2S04 (Merck, Tyskland) og 8 ml acetonnitril (Merck). Etter tilsetning av
acetonnitril ble prgvene ristet for hand, deretter satt i en MultiRS-60 BIOSAN vendemaskin
(Montebello Diagnostics A/S, Oslo, Norge) i 30 min. Videre ble pravene sentrifugert i
romtemperatur, 15 min ved 3400 rpm i en Kubota 2010 sentrifuge (Kubota Corporation,
Tokyo, Japan). Supernatanten ble videre filtrert med 0,2 um PTFE Membran (Acrodisc CR 13
mm Syringe Filter, PALL, Storbritannia) over i et HPLC-rar.

Analysen ble gjennomfart ved bruk av et HPLC-instrument Agilent Technologies 1260
Infinity 11 (Agilent Technologies, Singapore), med pumpe, autosampler, kolonneovn, DAD-
UV detektor, og RI-detektor (Agilent Technologies). Programvaren som ble benyttet var
OpenLab CDS (Agilent Technologies). 25 ul av prgven ble injisert og kjgrt gjennom en
forkolonnen Cation-H refill (Bio Rad Laboratories, Hercules, CA), separert med en Aminex
HPX-87H kolonne ( Bio-Rad Laboratories). Kolonnetemperatur var satt til 32°C. Mobile fase
var 5 mM H2S04 (Merck), med en hastighet pa 0,4 mL/min. Standardlgsninger ble preparert
og analysert pa samme mate som prgvene. Komponentene i prgvene ble identifisert pa
bakgrunn av retensjonstid sammenlignet med standardlgsningene. Standarder benyttet av
karbohydrater var maltose, fruktose, laktose og glukose (Merck). Av organiske syrer ble
sitronsyre, melkesyre, eddiksyre, urinsyre og pyro-glutaminsyre (Sigma-Aldrich, Kina)
benyttet til standardlgsninger. RI-detektor ble benyttet for a detektere karbohydratene og
eddiksyre, mens organiske syrer ble detektert ved hjelp av en DAD-UV detektor.

3.3.2.2 HSGC

| TO og T24 surdeigene ble det gjennomfart maling av flyktige forbindelser ved bruk av
HSGC, modifisert etter en metode tidligere beskrevet av Grgnnevik et al. (2011). Prgvene ble
godt blandet fer 10,00 g prave ble overfart til headspace-flasker (Machery Nagel, Dueren,
Tyskland). Headspaceflaskene ble forseglet med teflonbelagt septa med aluminiumring
(PFTAJ/SI septa, Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA). Flaskene ble plassert i en
Agilent Technologies 7679A automatisk headspace sampler med et 6890 GC system (Agilent
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Technologies) og en flamme ioniseringsdetektor. Helium (Aga, Norge) ble benyttet som
baeregass med en total flow pa 11,1 ml/min. Vilkarene for headspaceflaskene var 50°C med en
forvarmingstid pa 45 min, med miksing satt til 70 shakes/min. Headspaceflaskene var
trykksatt til 10 PSIG i 1,50 min far injeksjon og injeksjonstiden var pa 0,5 min. For
separering av komponentene ble det benyttet en CP-SIL 5CB GC kolonne (Varian,
Middelburg, Nederland). Kolonnen hadde en lengde pa 25 meter, med indre diameter pa 0,53
mm og filmtykkelse pa 0,5 um. Fglgende temperaturprogram ble brukt under analysen 53°C,
1 min; gkning med 15°C min™ til 70°C, 2 min; gkning med 22°C min til 130°C, 3 min.

Flyktige komponentene ble separert basert pa komponentens ulike flyktighetsgrad og affinitet
til kolonnens stasjonere fase. Identifisering og kvantifisering av de ulike forbindelsene ble
gjennomfart ved kalibrering med standardlgsninger med kjent konsentrasjon av fglgende
komponenter: acetaldehyd, diacetyl, 2-butanon, 2-metyl-1-propanol (Sigma-Aldrich), acetoin,

aceton, etanol, iso-butyl-acetat, 2-butanol og 2.3-pentadion (Merck, Tyskland).

3.3.2.3 Maling av COz2 produksjon

Det ble utfart en kvantitativ analyse av CO2-produksjon i prgvene ved hjelp av en CO2
analysator (ADC 225 Mk3, Analytical Development, Hoddeson, England) etter en metode
beskrevet av Narvhus et al. (1993) med noen endringer. Ved TO ble 10,0 g av deigen fra hver
av de 3 parallellene veid opp i hvert sitt sterile headspace-pragveglass, forseglet med sterile
septa med aluminiumring (20-CBT3 septa, Agilient tecnologies, Wilmington, DE, USA).
Prgvene ble inkubert i 24 t ved 22°C fgr CO2 ble malt. Etter 24 timer ble glassene ristet i 2
min. Med en engangssprayte ble 0,5 ml av gassfasen injisert inn i gummislangen til CO2

analysatoren. Standardkurven i Vedlegg 6 ble benyttet for omregning til ppm.

3.3.2.4 Analyse av fytinsyre

Fytinsyreinnhold i frysetarket deig ble bestemt ved bruk av Phytic acid (Total Phosphorus)
Assay Kit fra Megazyme (Megazyme, Irland). Phytic acid (Total Phosphorus) Assay Kit er
en metode som maler totalt innhold av tilgjengelig fosfor i neeringsmidler. Ut ifra det totale
innholdet av fosfor kan en regne tilbake til innholdet av fytinsyre. For fullstendig beskrivelse

av metoden henvises det til protokollen Megazyme (2019).
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For & lage standardkurven med kjent innhold av fosfor ble det laget fem standardlgsninger
med kjente fosforkonsentrasjoner, 0,0,5, 2,5, 5,0 og 7,5 pg/mL i 15 mL Falconrgr (15 ml
CELLSTAR Polyproylene Tube, Greiner Bio-One International BmbH, Germany).
Standardlgsningen var stabil i 1 uke ved lagring ved 4°C. Nytt uttak av 1 ml standardlgsning
ble gjort ved nytt pravetak. Fargereagenset bestar av 10% askorbinsyre (VWR Chemicals,
USA) lgst i destillert vann og 95% svovelsyre, og 5% ammoniummolybdat lgst i destillert
vann. Fargereagenset ble tillaget ved a blande 1 del ammoniummolybdatlgsning i 5 deler

askorbinsyrelgsning og ble blandet sammen pa samme dag som det skulle anvendes.

Dagen for ble det veid opp 1,00 g av frysetarket pravematerialet og tilsatt 20 ml 0.66 M
saltsyre og tilfart en magnet. Glassbegeret ble dekket til med aluminiumsfolie og plassert pa
en magnetrgrer (RET basic, IKA Labortechnik, Janke & Kunkel GmbH & Co KG, Germany)
for rgring over natten i romtemperatur. Deretter ble 1 ml av pravematerialet overfert til 1,5 ml
eppendorfrar (Microtubes MCT-150, Axygen, Mexico) og sentrifugert (Micromax, IEC,
USA) ved 13 000 rpm i 10 minutter. 0,5 ml av supernatanten ble overfort til et nytt
eppendorfrar og tilsatt 0,5 ml 0,75 M natriumhydroksidlgsning for ngytralisering. Det
ngytraliserte prevematerialet ble brukt videre til enzymatisk defosforylisering reaksjon. Det
ble laget to replikater for fritt og to for totalt fosfor. Fra enzymatisk
defosforyleringsreaksjonen ble 1 ml av supernatant benyttet videre til den kolorimetriske
bestemmelsen av fritt og totalt fosfor i hver prave. Prgven ble tilsatt 0,5 ml fargereagens med
ammoniummolydbat fer de ble blandet med vortexmikser (Vortex-Genie 2, Scientific, Inc,
USA) og inkubert i vannbad ved 40°C i en time. Etter inkubering ble praver igjen blandet med
vortexmikser. Standardlgsning med fosfor fikk tilsvarende behandling. 1 ml ble overfart til
1,5 ml plastkyvetter (Semi-micro cuvette, PS, 1,5 ml, Brand GMBH+ Co KG, Germany). De
ble sa malt i spektrofotometer (Spectramax M2, Molecular Devices, USA) ved 655 nm innen
tre timer. Det ble laget en standardkurve ut fra absorbansmalingene fra standardlgsningene
som viste sammenheng mellom absorbans og konsentrasjon av fosfor. Konsentrasjonen av

fosfor i prgvene ble beregnet med formelen nedenfor.

Mgjennomsnitt * 20 x F
10 000 = 1.0 x v

c(fosfor) = * AA fosfor [ g ]

100g
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For & beregne fytinsyreinnholdet ut fra innholdet av fosfor ble det antatt at fosfor utgjer

28,2% av fytinsyre, og at all fosfor som ble frigitt i prevene kommer fra fytinsyre. Utregning

av mengde fytinsyre vises med ligningen nedenfor.

Fosfor (ﬁ)
0.282

c(fytinsyre) = [9/100g]

3.4 Databehandling og statistiske analyser

Microsoft Office Excel ble benyttet til databehandling av radata og fremstilling av figurer.
RStudio ble brukt til utfgrelse av statistiske analyser og for analysene ble det benyttet et
signifikansniva pa p < 0,05. Enveis og toveis variansanalyser (ANOVA) ble benyttet for a
finne signifikante forskjeller i fytinsyre, karbohydrater og organiske syrer. Det ble utfart en
«principal component analysis» (PCA) av analyse resultatene fra pH-malinger, cellevekst,
HSGC, HPLC og CO2-produksjon. Dette ble gjort for & se pa korrelasjon og sammenhenger
mellom komponentene. Cluster dendrogram ble laget i RStudio for & lage grupperinger av

isolatene for videre forsgk.
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4 Resultater

4.1 Syredannelsesegenskaper til isolatene

4.1.1 pH

Tjueto isolater ble podet i SFE-medium og MRS. Endring i pH fra TO til T24 med de 22
isolatene ble undersgkt. Figur 4.1 A viser pH far og etter fermentering for de syv isolatene
isolert fra faba bgnne i SFE media. Ved TO la pH pa 6,46-6,28. pH holdt seg stabil de farste
timene, men sank raskt etter 6 timer inntil 24 timer. For isolat CM21 var det en rask nedgang
etter 3 timer. Etter fermentering var sterst pH-reduksjon a se i isolat CM58 (1,88) og CM57
(1,77). Minst reduksjon var a finne i isolatene CM3 (0,39) og CM54 (0,54). pH reduksjon fra
sterst til lavest var som fglger CM58 > CM57 > CM62 > CM21 > CM25 > CM54 > CM3.
Figur 4.1B viser pH nedgangen i MRS media. | MRS media & pH ved TO pa 5,81-5,6. pH
reduksjon fra starst til lavest var som fglger CM21> CM3> CM25> CM58> CM57> CM54>
CM62.

A) B)
pH i SFE pH i MRS
7 6
6.5 5.5
O
—0=—CM 3 —8=—CM 3
6 CM 21 > cM 21
CM 25 CM 25
I 55 L 45
= CM 57 — CM 57
—=@=—CM 54 —@—CM 54
5 4
—0—CM 62 @ =@=CM 62
—@=—CM 58 —@=—CM 58
45 3.5
4 3
TO T3 T6 T24 TO T3 T6 T24

Figur 4.1 pH i isolater isolert fra bgnne i SFE (A) og MRS-medium gjennom 24 t (B).
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Figur 4.2 A viser pH ved TO0 og T24 for isolater isolert fra ert-mel i SFE medie. Ved TO Ia pH
pa 6,61-6,56. | alle 6 isolatene holdt pH seg stabil fra TO til T6, mens etter T6 var det en

hgyere reduksjon. Etter fermentering var sterst pH reduksjon a observere i isolat CM40 (2,31)
og CM92 (1,75). Minst reduksjon var a finne i isolat CM87 (0,45) og CM90 (0,71). pH
reduksjon fra sterst til lavest var som fglger CM40 > CM92 > CM65 > CM96 > CM90>
CMB87. Figur 4.2 B viser pH nedgangen i MRS medie. | MRS medie 14 pH ved T0 pa 5,7-
5,62. pH reduksjon fra sterst til lavest var som fglger CM40> CM65> CM96> CM87>

CM92> CM90.
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Figur 4.2 pH i isolater isolert fra ert i SFE (A) og MRS-medium gjennom 24 t (B).
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Figur 4.3 viser pH ved TO og T24 for isolater isolert fra havre-, bokhvete- og quinoamel. |
SFE 13 pH pa 6,38-6,2 ved TO. pH-en til de 9 isolatene holdt seg stabil fra TO til T6, mens

etter T6 var det en hgyere reduksjon. Etter fermentering var starst pH reduksjon & observere i

isolat havre VB51 (2,57) og quinoa VB26 (2,52). Minst reduksjon var a finne i havre

isolatene VB18-1 (1,55) og VB17 (1,93). pH i bokhvete isolatene (VB10 og VB25) var relativ
lik hverandre. pH reduksjon fra sterst til lavest var som fglger VB51(havre) > VVB26(quinoa)

> VB29(quinoa) > VB4 (havre) > VB13(quinoa)> VB10(bokhvete) > VB25(bokhvete)
>VB17(havre) > VB18-1(havre). Figur 4.3 B viser pH nedgangen i MRS media. | MRS
media la pH ved TO pa 5,7-5,63. pH reduksjon fra starst til lavest var som fglger
VB29(quinoa) > VB10(bokhvete) > VB51(havre) > VB18-1(havre)> VB25(bokhvete) >
VB26(quinoa) >VB13(quinoa) > VB4(havre)> VB17(havre).
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T T
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Figur 4.3 pH i isolater isolert fra havre, quinoa og bokhvete gjennom 24 t i SFE (A) og MRS-medium (B).
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4.1.2 Mikrobiell vekst

Isolatene ble platet ut ved tid 0 (T0) og etter 24 timers (T24) fermentering pa PCA for a

bestemme celletall. Resultat fra mikrobiell vekst er vist i tabell 4.1. Starst celletall gkning var

a observere hos CM58 med gkning pa 8,78 log CFU/ml etterfulgt av CM96 (6,2), CM57
(6,1), CM62 (6,06) og CM92 (5,89). Lavest gkning var i isolatene CM21 (1,1), CM3 (1,32)

CM90 (2,33), VB26 (2,74) og VB51 (2,90).

Tabell 4.1. Celletall (log CFU/mL) i de 22 isolatene ved Ot og 24t i SFE-medium. Celletall er
gjennomsnittsverdier av 2 paralleller og er oppgitt med standardavvik.

Celletall (log cfu/ml) Forskjell  Fermentering-
Isolat T0 T24  TO-T24 gecn)“perat”r
CM3 6,58+0,02 7,940,1 1,32 30
CM21 6,68+0,06 7,78+0,06 1,1 30
CM 25 6,57+0,01 11,75+2,57 5,18 30
CM 57 5,54+0,01 11,64+0,01 6,1 22
CM 92 5,68+0,11 11,57+0,01 5,89 22
CM 54 6,49+0,02 11,69+0,01 5,2 22
CM 87 5,72+0,03 10,72+0,04 5 22
CM 62 5,53£0,01 11,59+0,08 6,06 22
CM 90 6,18+0,48 8,51+0,05 2,33 22
CM 65 6,49+0,04 11,61+0,03 5,12 22
CM 40 6,36+0,11 11,65+0,16 5,29 22
CM 58 3,12+1,68 11,9+0,02 8,78 22
CM 96 5,69+0,02 11,89+0,08 6,2 22
VB 25 6,63+0,01 10,54+0,01 3,91 22
VB 26 5,87+0,04 8,61+0,05 2,74 22
VB 29 6,54+0,51 10,65+0,04 4,11 22
VB 13 5,8340,05 10,83+0,17 5 22
VB 18-1 6,79+0,52 10,62+0,02 3,83 22
VB 17 7,61+0,08 10,67+0,05 3,06 22
VB 4 7,74+0,03 10,65+3,65 2,91 22
VB 10 6,72+0,02 11,51+0,03 4,79 22
VB 51 6,76+0,02 9,65+0,05 2,89 22
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4.2 Funksjonelle egenskaper til isolatene

4.2.1 EPS produksjon, proteolytisk og fytase aktivitet

Alle isolater ble testet for EPS produksjon, proteolytisk og fytase aktivitet. Tabell 4.2 viser
om isolatene var EPS positive (+) eller negative (-), hvordan koloniene til de EPS+ stammene
sa ut, samt om det var proteolytisk- og fytase aktivitet. Totalt var det 7 av isolatene som var
EPS produserende. Dette var isolat VB18-1, CM65, VB17, CM51, VB4, VB25 og VB13. De
5 farstnevnte hadde dannet store blgte kolonier mens den siste VB13 hadde kun en stor blgt
koloni. En av de EPS+ dannet et tynnflytende slimlag pa skalen, dette var VB25. Skalene
kategorisert som EPS — viste ingen/sveert lite vekst, og ingen tegn til tradtrekkende

egenskaper.

Tabell 4.2 EPS produksjon (+/-), gjennomsnittlig klaringssoner (diameter, cm) for proteolytisk aktivitet og
fytase aktivitet (+/-) hos de 22 isolatene.

Proteolytisk Fytase

ID aktivitet aktivitet Eps o Observasjon
CM3 0,25 cm + -

CM21 0,4 cm - -

CM25 0,25 cm + -

CM57 0,25 cm + -

CM92 0,2 cm* - ,

CM54 0,55cm + -

CM87 0,01 cm -

CM62 0,15 cm -

VB.18-1 0,15 cm + + Store blgte kolonier
VB.25 0,01 cm* + + Slimlag pa skal, tynnflytende
CM65 0,2cm + + Store blgte kolonier
VB.17 0,25 cm + + Store blgte kolonier
VB.4 - - + Store blgte kolonier
CM90 - - -

VB.51 0,2 cm + + Store blgte kolonier
VB.29 0,15 cm + -

VB.13 0,01 cm + + En stor blgt koloni
CM40 0,2 cm - -

CM58 0,05 cm + -

CM96 0,2 cm* + -

VB.10 0,05 cm + -

VB.26 0,15cm - -

* Indikerer dannelse av klaringssone pa en av parallellene
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Ut ifra 2 paralleller ble gjennomsnittet pa klarlingssoner ved proteolytisk aktivitet regnet ut.
Analysene viste variasjon i stgrrelse pa klaringssone blant isolatene, det var kun isolat VB4 og
VB10 som ikke viste klaringssone. Starst klaringssoner ble malt pa isolatene CM21(0,4 cm)
og CM54 (0,55 cm). CM92, VB25 og CM96 viste klaringssone hos kun én av parallellene.
Fytase aktivitet ble observert i 14 av isolatene, dette var CM3, CM25, CM57, CM54, VB18-1,
VB25, CM65, VB17, VB51, VB29, VB13, CM58, CM96 og VB10.

4.2.2 Artsbestemmelse og karbohydrat omsetning

Ved bruk av APl 50 CH-test ble de ukjente isolatene identifisert og isolatene sin evne til &
metabolisere 48 karbohydrater testet. Tabell 4.3 viser oversikt over artsgruppen til de ukjente

isolatene. Resterende isolater fikk bekreftet at de kom fra tidligere til nevnt artsgruppe.

Tabell 4.3. Artshestemmelse ved bruk av AP150 CH-test av ukjente isolater

ID Artsgruppe
CM40 Lb. plantarum
CM58 Lb. plantarum
CM96 Lb. pentosus
VB26 Lb. plantarum
VB10 P. pentosaceus

Tabell 4.4 viser karbohydratene som ble metabolisert ved 48t, dette er indikert med gult eller
svart som observasjon pa metabolisme. Isolatene hadde flere likhetstrekk. De viktigste
karbohydratene som ble metabolisert av alle isolatene var D-glukose, D-fruktose og D-
maltose. CM54, VB18-1, VB25, VB4, VB51,VB10, CM96 VB13 og VB29 viste evnen til &
utnytte D-xylose. D-laktose ble metabolisert av alle utenom CM54, VB18-1, VB4, VB13,
VB10 og VB17. Raffinose ble metabolisert av CM92, CM62, CM65, VB4, VB51 og VB29.
Sukrose ble metabolisert av alle utenom CM54, VB18-1, CM90 og VB10.
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Tabell 4.4. AP150 CH-test brukt til & studere bakterievekst fra de 22 isolatene pa ulike karbohydrater. Tabellen viser kun karbohydratene som bakteriene hadde vekst pa etter 48 timer.

48

47

39 40 42 44

32 34 35 36

29 30 31

24 25 26 27 28

22 23

21

10 11 12 13 15 16 18 19 20

6

5

Potassium 2-
ketogluconate

Potassium
lgluconate

L-fucose

D-tagatose

D-turanose

Gentiobiose

IAmidon

D-raffinose

D-melezitose

D-trehalose

D-saccharose

D-melibiose

D-laktose

D-maltose

D-cellobiose

Salicin

Esculin ferric sitrat

IArbutin

IAmygdalin

N-
lacetvlalucosamine

Metyl-alpha-D-
glukopyranoside

Metyl-alpha-D-
mannopyranoside

D-sorbitol

D-mannitol

Dulcitol

L-rhamnose

D-mannose

D-fruktose

D-glukose

D-galaktose

D-xylose

D-ribose

L-arabinose

ID

CM3

CcMm21

CM25

CM57

CM92

CM54

CcM87

CM62

VB.18-1

VB.25

CM65

VB.17
VB.4

CM90

VB.51

VB.29

VB.13

CM40

CM58

CM96

VB.10

VB.26

Karbohydrat




4.3 Valg av isolater for videre testing av egenskaper

Far videre forsgk av egenskaper ble gjennomfart ble seks isolater valgt. Grunnlaget for valg
av isolatene var fra resultatene fra del 1. Figur 4.4 viser et cluster dendrogram, som har
gruppert isolatene etter de ulike egenskapene. Ut i fra innledende forsgk ble det valgt at isolat
for ert CM®65, for bgnne CM57, for havre VB17 og VB18-1, for bokhvete VB10 og for quinoa
VB29 ble tatt med til videre forsgk. Det ble valgt et isolat fra hver meltype, samt to fra havre.
To fra havre ble valgt siden de viste ulikheter i karbohydratomsetning. Uten om det falt valget
pa nevnte isolater siden 3 av dem (CM®65, VB17, VB18-1) viste evnen til EPS produksjon,
alle viste evnen til proteolytisk og fytase aktivitet, evnen til & senke pH i bade MRS og SFE
og tilfredsstillende cellevekst. Deres evne til & senke pH til <5 etter 24 timers fermentering ble

vektlagt.
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Figur 4.4 Cluster dendrogram laget etter resultatene fra 4.1 og 4.2. Dendrogrammet ble brukt til & vise ulikheter
og likheter mellom isolatene far valg av isolater til videre forsgk.
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4.4 Vekst og metabolismeforsgk for utvalgte isolater

4.4.1 Celletall, pH og CO2- produksjon

Celletall og pH i surdeigene for og etter 24 timers inkubering er gjengitt i tabell 4.5. @kningen
av celletall pa PCA-skalene i lgpet av 24 timers inkubering var mellom 2,85 log CFU/mL
(VB10) og 3,13 log CFU/mL (VB18-1). Isolat VB29 i quinoa hadde en gkning pa 3,05 log
CFU/mL. Mens VB17, CM65 og CM57 hadde noe lignende gkning med 2,92 log CFU/mL,
2,91 log CFU/mL og 2,89 log CFU/mL etter fermentering. pH gikk ned i alle surdeigene i
lapet av fermenteringstiden. Der den sterste nedgangen var i quinoa-deigen med isolat VB29
med en nedgang pa 1,36 pH-enheter. VB29 var den eneste av surdeigene som hadde en pH pa
4 etter 24 timers fermentering. Surdeigene av havre med isolat VB17 og VB18-1 hadde
tilneermet lik nedgang i pH pa 0,85 og 0,65 pH-enheter. Surdeigen av ert CM65 og bgnne
CM57 gikk fra 1,03 og 1,2 pH-enheter. Disse fire kom seg ned til pH 5. Surdeigen av
bokhvete med isolat VB10 hadde minst nedgang med 0,36 pH-enheter og holdt seg pa pH 6.

Tabell 4.5 Celletall og pH i de ulike surdeigene av ert, bgnne, havre, bokhvete og quinoa rett etter poding (T0)
og etter 24 timers inkubering (T24). Celletall og pH-verdier oppgitt er gjennomsnittsverdier av 2 paralleller og er
oppgitt med standardavvik. PCA-agar ble brukt for tilstedevaerelse av melkesyrebakterier.

Celletall log CFU/mL pH

TO T24 T0 T24
CM65 6,73+0,05 9,64+0,04 6,31+0,02  5,28+0,01
CM57 6,72+0,18 9,61+0,03 6,38+0,01  5,18+0,03
VB17 6,73+0,03 9,65+0,03 6,37+0,02  5,72+0,01
VB18-1 6,62+0,12 9,75+0,09 6,25+0,01 5,4+0,07
VB10 6,8+0,07 9,65+0,08 6,42+0,15  6,06+0,04
VB29 6,9+0,03 9,95£0,11 6,2£0,03  4,84+0,04

CO: ble malt etter 24 timers inkubering i 3 paralleller. Figur 4.5 viser at gjennomsnittlig CO2-
produksjon var hgyest i ert-deigen med isolat CM65 med en snittproduksjon pa 671 ppm COz,
etterfulgt av VB17 med 118 ppm. De andre surdeigene hadde tydeligere lavere produksjon
hvor bgnnedeigen med isolat CM57 hadde lavest produksjon pa 20 ppm CO: etterfulgt av
VB18-1 med 44 ppm. VB10 og VVB29 var tilsvarende like med 64 og 62 ppm.
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Figur 4.5 Gjennomsnittsverdier av 3 paralleller fra CO2-malinger ved 24 timers inkubering. Vertikale linjer
representerer standardavvik.

4.4.2 Omsetning av karbohydrater og produksjon av organiske syrer.

Det ble foretatt HPLC-analyse for & undersgke omsetning av karbohydrater og produksjon av
organiske syrer. | lgpet av 24 timers fermentering blir karbohydrater omsatt til blant annet
melkesyre og eddiksyre. Figur 4.6 viser konsentrasjon av maltose, glukose og fruktose far og
etter 24 timers fermentering. Surdeigen fra bokhvete med VB10 var den eneste surdeigen
hvor det ikke ble funnet noe maltose, men ble detektert med laktose. Dette er mest sannsynlig
ikke laktose, men en ukjent komponent med samme retensjonstid pa 10,91 min. Ukjent
komponent ble malt til 886,06 ppm far fermentering som ble redusert til 709,21 ppm etter

fermentering.

I de resterende surdeigene ble det i lgpet av fermentering en nedgang i konsentrasjon av
maltose. Hayest konsentrasjon av maltose ble malt i benne surdeig med CM57 til 889,98 ppm
far fermentering og redusert til 447,97 etter fermentering. De laveste startkonsentrasjonene
ble malt i havre-surdeigene. I surdeig med VB17 ble startkonsentrasjonen malt til 364,97 ppm
og var 120,64 ppm etter fermentering, mens i surdeig med VB18-1 var konsentrasjonen pa
688,19 ppm og var 165,62 ppm etter fermentering. Mellom de to isolatene ble det vist ingen
signifikant forskjell ved T24 (p-verdi > 0,05). | surdeig av ert med CM65 og quinoa med
VB29 ble det malt hgyere maltose start- og slutt konsentrasjoner pa henholdsvis, 796,38 ppm
til 208,81 ppm og 851,60 ppm til 805,68 ppm.
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Det var signifikant forskjell mellom TO og T24 for CM65 (p-verdi<0,008), VB17(p-verdi<
0.001) og VB18-1 (p-verdi< 0,001).

Etter fermentering var det en nedgang i konsentrasjon av glukose og fruktose i alle surdeiger.
I surdeig med VB17 og CM65 ble all glukose brutt ned under fermentering, de hadde i tillegg
lavest startkonsentrasjon. Det ble funnet signifikant forskjell mellom TO og T24 for alle
isolater (p-verdi < 0,001). | surdeig med VB29 ble det malt hgy startkonsentrasjon pa 2048,53
ppm glukose og 1018,01 ppm fruktose. Lavest start- og sluttkonsentrasjon av fruktose ble
funnet i surdeigene med VB10 og VBL17. Det var signifikant forskjell ved T24 av fruktose for
CM®65 (p-verdi < 0,01), CM57 (p-verdi < 0,03), VB17 (p-verdi < 0,001), VB18 (p-verdi <
0,004), og VB10 (p-verdi < 0,005).
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Figur 4.6 Konsentrasjon av maltose, glukose og fruktose i surdeigene ved T0O og T24. Verdiene for T24 er
gjennomsnittsverdier fra tre parallelle malinger og er oppgitt med standardavvik.

35



Endring i konsentrasjon av sitronsyre, melkesyre og eddiksyre er gjengitt i figur 4.7.
Melkesyre ble ikke detektert ved TO, men ble funnet i alle surdeigene ved T24. Hagyest
konsentrasjon ble funnet i quinoa med VVB29 og bgnne med CM57 med henholdsvis 1447,29
ppm og 1438,05 ppm. Surdeig av ert med CM65 hadde en konsentrasjon pa 1308,99 ppm,
mens havre surdeigene var noe lavere med 512,21 ppm hos VB17 og 548,92 ppm i VB18-1.
Lavest konsentrasjon var i bokhvete med VB10 med 457,44 ppm. Det var signifikante
forskjeller i melkesyre mellom TO og T24 for CM65 (p-verdi < 0,03), VB17 (p-verdi < 0,01),
VB18-1 (p-verdi < 0,01), VB10 (p-verdi < 0,001) og VB29 (p-verdi < 0,004). Det var ingen
signifikant forskjell mellom TO og T24 for CM57 (p-verdi > 0,05).

Sitronsyre ble ikke funnet i surdeig av bokhvete med VB10, men i resterende surdeiger.
Hoyest startkonsentrasjon var i ert surdeig med CM65 med 1027,60 ppm, men det ble ikke
detektert noe etter fermentering. | surdeig med CM57 var det en liten gkning i konsentrasjon
fra 618,33 ppm til 647,31 ppm etter fermentering. For havre med VB18-1 og quinoa med
VB29 var det reduksjon i konsentrasjon fra 149,88 ppm til 18,62 ppm og 147,60 ppm til
130,54 ppm. For havre med VB17 ble det vist en startkonsentrasjon pa 109,31 ppm, men ikke
detektert ved T24. Det var signifikant forskjell (p-verdi < 0,001) mellom TO og T24 for
CM65, VB17 og VB18-1.

Konsentrasjon av eddiksyre ble ikke detektert i surdeig av quinoa med VB29. Hayest
produksjon var i surdeig av ert med CM65 etterfulgt av havre med VB17. Lavest produksjon
var i surdeig av benne med CM57. | surdeig av havre med VB18-1 og bokhvete med VB10
ble det ikke funnet eddiksyre fer fermentering, men i T24 var det nesten like hgye
konsentrasjoner pa 197,25 ppm og 125,38 ppm. Det var signifikant forskjell (p-verdi < 0,001)
mellom TO og T24 for VB17, VB18-1 og VB10.

36



1800.00

1600.00

1400.00 I I

£ 1200.00

2 L

S 100000 T

‘@

(941

S 800.00

<

£ 600.00 5 [

O .

S I I I i

400.00

200.00 — I -
—_— _— I I - i i

0.00 -
= 3 2 z = 3 g § § § & %
L ™~ ~ - = [
8 g 5 55 % 5 % g g 8 g 3
= s = s § faa) ! o] - o iy o)
~ ] © ] > 2 o g = g =

>

Sitronsyre Melkesyre Eddiksyre (RI)

Figur 4.7 Konsentrasjon av organiske syrer, sitronsyre, melkesyre og eddiksyre i surdeigene ved TO og T24
fermentering. Verdiene for T24 er gjennomsnittsverdier fra 3 paralleller og er oppgitt med standardavvik.

4.4.3 Produksjon av flyktige komponenter

Produksjon av flyktige komponenter i lgpet av 24 timers fermentering ble malt i surdeigene
ved at analyser ble utfgrt far og etter 24 timers inkubering. Malte verdier av komponenter av
interesse ved TO og T24 av surdeigene er gjengitt i tabell 4.6.
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Tabell 4.6. Flyktige komponenter i surdeigene ved TO og T24 malt med HSGC i ppm. For T24 er verdiene gjennomsnittsverdier fra tre malinger og er oppgitt med standardavvik.

Komponenter Acetaldehyd Etanol Aceton Diacetyl Acetoin
CM 65 TO 0,86 4,49 0,78 n.d. 2,354
CM65T24 1,28+0,02 327,77+0,02 0,95+0,22 1,44+0,07 4,19+0,52
CM57TO0 0,7 2,34 0,65 n.d. n.d.
CM 57 T24 0,66+0,06 3,562+1,19 0,95+0,11 0,62+0,12 n.d.
VB 17 TO 0,05 13,1 0,44 n.d. n.d.
VB 17 T24 0,37+0,07 166,91+7,31 0,39+0,04 0,11+0,06 0,2
VB 18-1 TO 0,14 3,76 0,34 n.d. n.d.

VB. 18-1 T24 0,17+0,01 95,45+5,04 0,32+0,04 n.d. n.d.
VB 10 TO 0,24 5,16 0,31 n.d. n.d.
VB 10 T24 0,26+0,05 55,13+16,84 0,36+0,12 0,12+0,01 n.d.
VB 29 TO 0,72 4,44 0,2 n.d. n.d.
VB 29 T24 0,69+0,02 5,74+0,87 0,27+0,05 0,29+0,02 1,822+0,52

n.d= ikke detektert
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Det ble detektert acetaldehyd i alle prgvene. | surdeig med CM57 og VB29 var verdiene lave
og okte ikke etter 24 timer. Mens for CM65 og VB17 var det en gkning etter 24 timer. For
CM&65 fra 0,86 ppm til 1,28+0,02 ppm og VB17 fra 0,05 ppm til 0,37+0,07 ppm. VB10 og
VB18-1 hadde en minimal gkning fra 0,24 ppm til 0,26+0,05 ppm og 0,14 ppm til 0,17+0,01

ppm

Etanol var til stede i alle surdeiger. Hgyest produksjon var a finne med CM65 fra 4,49 ppm til
327,77+0,02 ppm. Etterfulgt av surdeig av havre med VB17 og VB18-1 med 13,10 ppm til
166,91+7,31 ppm og 3,76 ppm til 95,45+5,04 ppm. | surdeig med VB29 og CM57 var det en
minimal gkning pa henholdsvis 4,44 ppm til 5,74+0,87 ppm og 2,34 ppm til 3,52+1,19 ppm.
VB10 hadde en litt hgyere produksjon fra 5,16 ppm til 55,13+16,84 ppm.

Aceton ble funnet i alle surdeigene i lave konsentrasjoner og minimal gkning etter
fermentering. Diacetyl ble detektert i alle surdeiger utenom havre med VB18-1 etter
fermentering. Hayest produksjon var a finne i surdeig med CM65 med konsentrasjon pa 1,44
+0,07 ppm etter fermentering. Hayest konsentrasjon av acetoin var a finne i surdeig med
CM65 fra 2,354 ppm til 4,190 +0,52 ppm. Det var ellers a finne i lav konsentrasjon med
VB17 og VB29 etter fermentering.

4.4.4 Principal component analysis (PCA)

For a evaluere korrelasjon og sammenhenger mellom pH, cellevekst, de flyktige
komponentene acetaldehyd, etanol, aceton, diacetyl og acetoin, CO2-produksjon,
karbohydratene glukose, fruktose og maltose, og organiske syrer melkesyre, sitronsyre og
eddiksyre, ble det gjennomfert en PCA vist i figur 4.8. Dataene som er brukt i PCA-plottet er

for TO en parallell, mens for T24 er det tall fra alle tre uttakene.

De to farste komponentene (PC1 og PC2) forklarer 65% av variasjonene i dataene. pH,
acetoin, aceton og melkesyre korrelerer sterkt med hverandre. Alle TO isolatene korrelerer
positivt med pH. TO uttakene korrelerer med glukose, maltose og fruktose. Celletall, etanol og
eddiksyre korrelerer sterkt med hverandre. De tre uttakene for T24 ligger i naerheten av
hverandre og viser til jevne paralleller. CM57 T24 korrelerer med acetaldehyd, acetoin og
melkesyre. CM65 T24 er veldig ulik enn de andre fem isolatene da den ligger langt ifra de

andre, og viser til hgyest produksjon av COz2, eddiksyre, etanol og diacetyl. Mens VB29 T24
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korrelerer med maltose og fruktose. VB17, VB18-1, og VB10 T24 korrelerer med hverandre
og ble detektert med lave nivaer av acetaldehyd, acetoin, aceton og melkesyre. Hayt celletall

korrelerer med T24 surdeigene.
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Figur 4.8 PCA-plott som viser korrelasjon mellom variablene og isolatene ved TO og T24, 3 gjentak for T24.

4.4.5 Innhold av fytinsyre

De frysetagrkede surdeigene ble malt for fritt og totalt fosfor ved kolorimetrisk bestemmelse.
Resultatene fra de spektrofotometrieske malingene ble brukt til & beregne innholdet av fosfor i
prevene, som deretter ble beregnet til fytinsyre. Figur 4.9 viser beregnet innhold av totalt
fosfor og fytinsyre oppgitt i g/100 g DM. Etter 24 timers fermentering viste beregnet innhold
av fytinsyre en minking i fire av surdeigene. Surdeig av havre med VB17 hadde et
fytinsyreinnhold pa 1,246 som ble redusert til 0,9534 g/100g DM. Lavest fytinsyreverdier var
a finne i surdeig av ert med CM65 som ved TO hadde et fytinsyreinnhold pa 0,992 g/100g DM
og ble redusert til 0,888 g/100g DM etter fermentering. | surdeig med CM57 var innholdet pa
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1,555 g/100g DM fer det ble redusert til 1,427 g/100g DM. VB10 fra 1,333 til 1,281g/100g
DM. For beregnede verdier av VB18-1 og VB29 viste det ingen reduksjon av fytinsyre, men i
stedet en gkning. VB 18-1 hadde henholdsvis et innhold pa 1,1289 til 1,171 g/100g DM, mens
VB29 hadde 0,978 til 0,989 g/100g DM etter fermentering. Ved utregning av signifikant
forskjell mellom fosfor- og fytinsyreinnhold ved TO og T24 ble det vist at det var ingen
signifikant forskjell (p-verdi > 0,05).
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Figur 4.9 Innhold av fosfor og fytinsyre (g/100 g DM) i frysetarket surdeiger ved TO og T24. Standardavvik for
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5 Diskusjon

Melkesyrefermentering farer til endringer i erngeringsmessig og funksjonell kvalitet i forhold
til de opprinnelige ingrediensene. Ved a pode inn utvalgte melkesyrebakterier kan en
kontrollere effektiviteten av fermenteringsprosessen. En far bedre kontroll over
fermenteringsprosessen, oppnar gnskede teknologiske egenskaper, og forbedrer metabolske
produksjoner. Melkesyrebakterier brukes farst og fremst pa grunn av deres evne til &
produsere melkesyre fra karbohydrater og pafalgende pH-reduksjon, men ogsa for deres evne
til & forbedre kvaliteten, sensorisk og funksjonaliteten til fermentert mat (Castellone et al.,
2021). Av denne grunn var malet med denne oppgaven a studere egenskapene til isolerte
melkesyrebakterier, og se om de har potensiale til & kunne brukes som en starterkultur i

surdeigsfermentering.

Poding i SFE viste variasjon i cellevekst mellom de tjueto isolatene. Generelt sa det ut til at
dyrkingssted SFE ga tilfredsstillende god vekst, men OD600=1 kan ha vert for hgy
konsentrasjon for flere isolater da det ga celletall mellom 7,78-11,90 log CFU/mL.
Sammenlignet med andre studier hvor tilfredsstillende cellevekst etter 24 timers fermentering
har ligget mellom 7,0-9,6 log CFU/mL (Bartkiene et al., 2020; Limbad et al., 2020). For hgyt
celletall gir en risiko for & uttemme substratet og vil dermed ikke gi en effektiv nok
fermentering, da det farer til konkurranse om nering eller en kan risikere en for rask forsuring
av deigen som foringer kvalitet. Resultatene i denne oppgaven viste ingen klare forskjeller
mellom celleveksten til isolatene fra samme art. Hayest celletall ble funnet i isolat CM57,
CM25, CM92 og CM96. CM96 tilhgrer Lb. pentosus ut ifra API50, men de andre isolatene
tilhgrer Lb. plantarum. Lb. plantarum har i surdeig vist seg a dominere. Denne dominansen
kommer av at de er mer robuste ved at de har kapasitet til stor tilpasning til ulike
miljgforhold, allsidig metabolisme og storspektret antimikrobiell aktivitet (Montemurro et al.,
2020).

Alle isolatene viste evnen til a senke pH bade i MRS og SFE. Forklaringen pa den raske pH
nedgangen er i hovedsak melkesyrebakteriens evne til a produsere melkesyre som syrliggjer
og senker pH. pH-verdiene var generelt lavere i MRS medie enn SFE. MRS-medium er et rikt
medium med en blanding av ulike karbonkilder og komplekse nitrogenkilder som bidrar til
vekst, mens SFE er laget av sterilt mel hvor stivelsen blir gelatinisert, noe som kan bidra til

mindre gode vekstbetingelser. Lactiplantibacillus plantarum/pentosus har vist tidligere a gi
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lav pH i SFE. Dette stemmer overens med resultatene her hvor isolatene VB29 og VB51 som
tilhgrer denne arten hadde lavest pH (Gunduz et al., 2022). Det samme ble sett for
Enterococcus durans, VB13 (Séez et al., 2017). Det har tidligere blitt rapportert at Leu.
mesenteroides, Lb. plantarum og P. pentosaceus ogsa skal gi tilfredsstillende vekst i SFE
(Alfonzo et al., 2013). Isolatene CM3, CM21, CM25, CM54, CM87 ga ikke forventet pH, da
pH etter 24 timer 1& ved >5. Arsaker til at pH-en ikke reduseres s& mye som forventet kan
skyldes blant annet substrattilgjengelighet og vekstbetingelser. Det ble ikke funnet noen
tidligere studier med informasjon ved bruk av SFE for de Leu. citreum eller Lacticaseibacillus

rhamnos.

Proteolytisk aktivitet er en gnsket egenskap ved surdeigsfermentering, det bidrar til forbedring
av deigbakeprosessen ved at enzymene forkorter eltetiden, myker deigen og gker volumet
(Lancetti et al., 2021). Det ble malt synlig aktivitet i tjue av tjueto isolater, hvor det var starre
grad hos enkelte isolater. Isolat CM54 hadde hgyest grad av aktivitet og tilhgrte slekten
Pediococcus. Andre isolater som viste hgy aktivitet var CM3, CM21, CM25, CM57 alle av
arten Lb. plantarum/pentosus. Evnen til proteolytisk aktivitet har flere ganger blitt rapportert
for melkesyrebakteriene fra slektene Lactobacillus, Lactococcus og Pediococcus, som
samsvarer med resultatene i denne oppgaven (Lim et al., 2019). Grad av aktivitet mellom
isolatene fra samme slekt var her tilsvarende likt. Det er uvisst om isolatene er genetisk like,
men likheten i aktivitet kan skyldes at isolatene stammer fra samme type plantebasert mel.
Metoden som ble brukt for proteolytisk aktivitet var basert pA melkeproteiner, resultatene

burde derfor sjekkes ytterligere med andre protein som substrat.

Syv av tjueto isolater viste evnen til & produsere EPS. Dette var isolat CM65 fra Leu.
mesenteroides/citreum, VB17 tilhgrende Leu. citreum, VB51 tilhgrende Lb.
plantarum/pentosus, VVB13 tilhgrende E. durans, tre isolater tilhgrende P. pentosaceus
CM62, VB25 og VB18-1. Disse slektene har fra tidligere studier vist evnen til EPS
produksjon og var i samhold med teorien (Guérin et al., 2020; Rahnama Vosough et al.,
2021). EPS produsert fra melkesyrebakterier er en attraktiv egenskap. De har vist potensial til
a forbedre kvaliteten til glutenfrie bakeriprodukter ved at de positivt pavirker de
teksturmessige egenskapene, og tilbyr et naturlig alternativ til kommersielt brukte
hydrokolloider (EImansy et al., 2022; Franco et al., 2020).
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Evalueringen av den metabolske profilen til isolatene via AP1 50 CH ga en generell
identifikasjon over deres evne til & utnytte ulike karbohydrater. Glukose, fruktose og maltose
var blant karbohydratene som alle isolatene viste evnen til & metabolisere. Det ble bemerket at
det var likheter mellom isolatene som var isolert fra samme ramateriale. Opprinnelsen til
melkesyrebakterier har vist i tidligere forskning a vaere med pa a pavirke deres evne til
metabolisere karbohydrater (Leska et al., 2022). Isolatene kunne fermentere et bredere spekter

av karbohydrater, noe som bgr vurderes nermere ved utvikling av nye matvarer.

Til videre metabolisme forsgk ble seks isolater valgt pa bakgrunn av deres evne til pH-
reduksjon, samt ulike funksjonelle egenskaper, hvor 3 av de var EPS+, mens alle viste
proteolytisk og fytase aktivitet. For & undersgke bakterievekst i surdeig ble det utfert analyse
av celletall og pH fer og etter fermentering. Surdeig fermentert fra de heterofermentative
stammene ga generelt hgyt celletall, lave pH-verdier og hgye syreverdier. Lb.plantarum
CM57, Leuconostoc CM65 og VB17, hadde CFU-verdier >9 log cfu/ml som ligner pa
tidligere rapporterte tall (Fazeli et al., 2004). Det var hgy endring i celletallene fra TO til T24 i
metabolismeforsgkene. Dette viser til god produksjon av syre og gode vekstvilkar som ideell

temperatur (22), pH-verdi mellom 4,5-6,5 og hgy tilgang pa karbohydrater.

Fermentering av karbohydrater til melke-og eddiksyre av melkesyrebakteriene er en av de
viktigste fermenteringsprosessene i surdeig. Avhengig av typen stamme melkesyrebakteriene
tilhgrer kan de metabolisere karbohydrater til ulike metabolitter. Isolat VB18-1 tilhgrende P.
pentosaceus, og VB29 tilhgrende Lb. plantarum/pentosus, er homofermentativ og vil
produsere melkesyre som hovedendeprodukt fra karbohydratene. Som endeprodukt i
fermentering var det melkesyre de begge produserte mest av samt lav produksjon av CO2. Av
de seks isolatene hadde VB29 hgyest produksjon av melkesyre og viste hgyt innhold av
maltose, glukose og fruktose. Den hadde derfor optimale forhold for vekst noe som ble vist i
at den hadde hgyest celletall etter fermentering. Ifalge API identitet er VB10 tilhgrende P.
pentosaceus, som er homofermentativ. Identiteten gar overens med den lave produksjon av

COz2 og at den hadde melkesyre som hovedendeprodukt.
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Isolat CM65 og VVB17 som tilhgrer den heterofermentative Leuconostoc, vil ha endeprodukter
som melkesyre, etanol, eddiksyre, CO2 og acetat (Martin-Garcia et al., 2023). CO2 produsert i
lopet av 24 timers fermentering var betraktelig hgyere i surdeig av ert med CM65 enn de
andre surdeigene som samsvarer med at den ogsa hadde hgyest etanolproduksjon. VB17 og
CM57 kommer ogsa fra heterofermentative bakterier, likevel viste de CO2 produksjon
innenfor hva en homofermentativ melkesyrebakterie produserer, ca. 40-200 ppm (Lahtinen et
al., 2012). CM57 er fakultativ heterofermentativ og vil kun produsere CO2 under spesifikke
forhold eller fra spesifikke subrater. For VB17 kan en arsak til den lave produksjon vere den

lave tilgangen pa karbohydrater.

Som forventet var det en pH-nedgang i alle surdeigene i lgpet av fermenteringstiden. Fem av
isolatene surgjorde surdeigen til rundt pH 5, som tidligere har blitt rapportert til vellykket
fermentering (Corsetti, 2013). Denne oppfarselen er gnskelig siden rask vekst og pH-
reduksjon er viktig for a sikre konkuranseevnen til melkesyrebakteriestammen i en surdeig
(Vuyst et al., 2014). pH-reduksjonen samsvarer med at karbohydratene var redusert under
fermentering hos disse isolatene. Tidligere studie av Paramithiotis et al. (2005), har ogsa
funnet at homofermentative stammer surgjorde surdeigene mer sammenlignet med
heterofermentative. De homofermentative stammer i denne oppgaven (VB29, VB18-1 og
VB10) viste blandet oppfarsel. VB29 var den av de seks isolatene som ga hgyest pH
reduksjon, mens VB18-1 viste hayere pH enn flere av heterofermentative i surdeig, det gjorde
i tillegg VB10 som ikke hadde tilfredsstillende pH reduksjon, da denne var pa over pH 6. |
MRS og SFE derimot var de tre blant isolatene med lavest pH. Dette tyder pa forskjeller i
mediet, hvor forsuringshastigheten avhenger av mange faktorer som type mel/medie,
deigutbytte og fermenteringstemperatur. Det har blitt erkjent at jo hgyere deigutbytte, desto
rasker skjer forsuringen, pa grunn av bedre diffusjon av de produserte organiske syrene til
miljget (Chavan & Chavan, 2011). Deigutbyttet var her hgyt som vanligvis betyr en flytende
deig, men pa grunn av gelering var ikke deigen sa flytende. Dette kan ha pavirket
diffusjonsevnen. | dette tilfellet er nok den hgye pH-verdien forarsaket av type mel som har
pavirket syredannelse. Hay slutt-pH kan ha blitt pavirket av tilstedeverelsen av forbindelser
med hgy bufferkapasitet som proteiner og kostfiber i materialene (Xie et al., 2021). VB10
hadde ogsa hgy tilstedeveerelse av fruktose og glukose etter fermentering, som ogsa kan veere

en grunn til den hgye slutt pH-en.
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Etanol er viktig smakskomponent i surdeig. Produksjon av etanol varierte mye mellom
surdeigene. | PCA-plottet viste CM65 hgy korrelasjon med denne komponenten. Surdeig med
CMG65 hadde en god del hgyere produksjon av etanol enn de andre. Etanol produseres fra
heterofermentative melkesyrebakterier, og var nest hgyest med VB17, mens med CM57 ble
det detektert lav konsentrasjon. Tilsvarende hadde de tre homofermentative isolatene lav
konsentrasjon som forventet. Alle surdeigene ble detektert med en lav konsentrasjon av
acetaldehyd. Acetaldehyd har blitt beskrevet a gi en skarp, fruktig og floral lukt og har blitt

funnet fermentert surdeig og i brad direkte fermentert med bakegjeer (Nissen et al., 2020).

Isolat CM65 og VB17 produserte hgyest konsentrasjon av eddiksyre, mens CM57 var den av
de heterofermentative med hgyest produksjon melkesyre. Innhold av eddiksyre er relevant til
aromaprofilen, nar det i sma konsentrasjoner virker som en smaksforsterker. Den lavere
produksjonen av eddiksyre fra CM57 er i samsvar med resultatene fra HPLC, som viste hgy
tilstedeveerelse av monosakkarider, spesielt maltose ved 24 timer, som er substratet for
eddiksyreproduksjon. CM57 tilhgrende Lb. plantarum foretrekker glukose og fruktose som
karbonkilde og har vist a gi lavere eddiksyreproduksjon med maltose (Vuyst et al., 2014).
Videre har det blitt rapportert at Leu. mesenteroides produserer mer eddiksyre enn Lb.
plantarum, men produserer mindre melkesyre enn Lb. plantarum under fermentering av ren
kultur (Liu et al., 2022). Det var uforventet at isolat VB18-1 og VB10 som er
homofermentative hadde produksjon av eddiksyre. En mulig forklaring kan veere at det har
blitt vist at enkelte stammer fra P. pentosaceus kan omgjare sukker med fem karboner som
xylose, til eddiksyre (Wade et al., 2019). VB18-1 og VB10 var to av isolatene som viste
evnen til & utnytte xylose i AP150-kit.

Ved maling av karbohydrater viste VB10 innhold av en ukjent komponent med retensjonstid
pa 10,91 min isteden for maltose. Dette stammer fra at VB10 kommer fra bokhvete mel som
inneholder veldig lavt innehold av maltose (0,11%) (Sturza et al., 2020). Alle isolatene viste
produksjon av melkesyre, som er overens med teorien. Malte verdier av melkesyre var hgyest
I surdeigen med quinoa med VB29 og lavest i begge surdeigene av havre med VB17 og
VB18-1, noe som sannsynligvis hgrer sammen med att det var vesentlig hgyere konsentrasjon
av maltose og glukose ved TO for VB29-surdeigen enn for begge havre-surdeigene. Ved bruk
av API50 CH-kit ble det observert at alle isolatene hadde evnen til a utnytte glukose, fruktose

og maltose. Dette ble ogsa observert ved HPLC, nar det etter fermentering ble malt en
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nedgang i komponentene. Mens VB17, VB18-1 og VB10 viste ikke evnen til & utnytte

laktose da de ikke har enzymet til & bryte det ned.

De fleste Leuconostoc er sitratforgjerende og dette stemmer med resultatene i dette forsgket
hvor isolatene Leu. mesenteroides/citreum CM®65 og Leu. citreum VB17 fullstendig reduserte
sitronsyreinnholdet. Det ble heller ikke detektert sitronsyre i VB10, som tyder pa at den ogsa
er sitratforgjeerende. Disse isolatene produserte i tillegg konsentrasjon av diacetyl og acetoin.
Konsentrasjonen fra CM65 kan komme av at det i Leu. mesenteroides stammer har blitt vist at
de inneholder gener som koder for acetolaktatsyntase og diacetylreduktase som omdanner

pyruvat til diacetyl og /eller acetoin (Chun et al., 2017).

Fytase er ett kjent antinaeringsstoff og er viktig for fytatdefosforylering og gkt
mineralbiotilgjengelighet. Derfor er bruk av fytase-aktive melkesyrebakterier under
surdeigsfermentering av fytinsyre-rike plantevekster/mel/belgvekster av interesse. Fytase
aktivitet ble pavist i fjorten isolater, og viste som forventet likheter mellom isolatene som var
isolert fra samme art. Tidligere studie har vist fytase-aktive melkesyrebakterie arter som Leu.
citreum, P. pentosaceus og Lb. plantarum (Mohammadi-Kouchesfahani et al., 2019). En
reduksjon av fytinsyre kan bidra til bedre biotilgjengelighet for mange andre komponenter
som protein, vitaminer og mineraler. | tidligere studier har fermentering med
melkesyrebakterier hatt suksess i reduksjon av antingringsstoffer i belgfrukter og korn (Cakir
et al., 2020). | denne oppgaven viste fermentering ingen signifikant forskjell
fytinsyreinnholdet i surdeig med noen av isolatene mellom TO og T24. De seks utvalgte
isolatene viste alle evnen til fytase aktivitet. Det er brukt to ulike medier, hvor fytase aktivitet
test ble utfart i sterilt medie, mens fytinsyre ble detektert i frysetarket surdeig. De ulike
mediene har ulik innvirkning pa fytase-enzym aktivitet og fast sterilt medie gir en mer

kontrollert prosess.

Isolat VB18-1 og VB29 viste en gkning i utregnet fytinsyreinnhold, noe som mest sannsynlig
hadde med feilkilder av metoden & gjere. Det skal tilsettes svaert sma mengder av bufferne og
dette kan fort ha satt seg fast i siden av Eppendorfraret eller at viktige draper satt igjen i
pipetten som derfor har unngatt og blitt rert inn. Metoden som er benyttet har ogsa noen
svakheter som kan fare til feilestimering av fytinsyreinnhold. Kitet fra Megazyme skiller ikke
mellom fosfat frigitt fra fytinsyre (IP6) og fosfat frigitt fra andre former myo-inositol fosfater

som IP5, IP4, IP3, IP2 og IP1. IP6 og IP5 har starre evne til & danne komplekser med kationer
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og proteiner. De har derfor starre negativ helseeffekt enn lavere formere av myo-inositol
fosfater. Det er mulig at innholdet av fytinsyre har blitt mer redusert enn det som er observert
her siden metoden baserer seg pa at alt fosfat i preven kommer fra fytinsyre vil mengden dette
overestimeres dersom noe av fytinsyren har blitt brutt ned til lavere myo-inositol fosfater (Ma
et al., 2007).

48



6 Oppsummering og videre forsking

I denne oppgaven ble melkesyrebakterie isolater sine egenskaper undersgkt med tanke pa at
de skal brukes videre i en starterkultur og til utvikling av produkter. En rekke isolater ble
testet for sine funksjonelle egenskaper, og videre ble seks isolater tatt med videre til testing i
surdeig. Det ble undersgkt hvordan tilsetningen av isolatet pavirket cellevekst, pH, innhold av
organiske syrer og karbohydrater, aromatiske komponenter og CO2-produksjon. Til slutt ble

deres evne til & redusere fytinsyre undersgkt.

De screenede isolater viste ulike egenskaper for EPS produksjon, proteolytisk og fytase
aktivitet og fermenteringsmanster. Seks isolater med forskjellig profil ble utvalgt pa bakgrunn
av screening. Metabolisme studiene for det seks isolatene viste forskjeller mellom isolatene.
CM®65 hadde hgy metabolsk aktivitet da den produserte hgyest konsentrasjon av CO2 og
eddiksyre. VB17 , VB18-1 og VB10 viste lav produksjon av organiske syrer. Mens VB29 og
CM57 var de med hgyest produksjon av melkesyre. PCA plottet viste at CM65 var mest ulik
de andre isolatene ved T24 og at forskjellen mellom de andre isolatene ved T24 var mest styrt

av ulikheter i konsentrasjon av acetaldehyd, acetoin og melkesyre.

Basert pa resultatene i denne oppgaven var det spesielt to isolater som har stort potensiale til a
brukes videre i en startkultur. Mens VB29 ga hgyest produksjon av melkesyre, lavest pH
verdi og god vekst, ga CM65 hgyest produksjon av CO2 og de aromatiske komponentene.
Egenskapene til disse isolatene er lovende for surdeigsfermentering, men ma testes videre for
deres egnethet i produkter i et laboratorium og pilot far de eventuelt kan brukes i industriell
skala. VB10 viste lite tiltrekkende egenskaper i surdeig. Mens de tre siste CM57, VB17 og
VB18-1 ogsa kan vurderes, da de viste alle evnen til & redusere pH samt god cellevekst.
CM57 viste samtidig god produksjon av melkesyre, VB17 og VB18-1 viste god proteolytisk

aktivitet samt evnen til EPS produksjon.

Til gjentak og videre arbeid er det flere retninger en kan ta. For & fa oversikt over melet sine
naturlige egenskaper burde det blitt lagd kontroll deiger uten varmebehandling, for a se
pavirkningen den hadde. Dette ble her kun gjort for ert med isolat CM65 med pH-maling og
utplating pa PCA ved T0 og T24. Det ble ikke detektert forskjell i resultatene mellom de to
deigene med og uten varmebehandling, men burde gjgres for de andre meltypene med og uten

isolat for & fa pavirkningen av varmebehandlingen bekreftet. En er avhengig av at
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varmebehandlingen var nok til 4 inaktivere og drepe mikroorgansier i melet far poding av
isolat. Det kan derfor ogsa veere hensiktsmessig a teste lengre varmebehandling eller andre
typer varmebehandling/steriliserings metoder. Det ble ikke tid til & utfere produktutviklings
forsgk i denne oppgaven, men dette vil ogsa vare et naturlig neste skritt. Ingen av isolatene
hadde alle egenskaper en gjerne skulle hatt i en starterkultur, videre oppgaver kan se om det a
lage en kombinasjon av isolatene kan veere optimalt, teste det sammen med gjeer og videre

bruke det som en starter i et produkt.

For videre studier kan en vurdere & se om isolatene har effekt pa andre antinaringsstoffer enn
fytinsyre, som alkaloider, tanniner og lektiner. | denne oppgaven ble det ikke vist noen
signifikant forskjell i reduksjon av fytinsyre for TO og T24. For a se hele effekten er det &
anbefale & male fytinsyreinnholdet far varmebehandling, slik at man har en ekstra verdi a

sammenligne med.
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Vedlegg

Vedlegg 1 pH-mélinger i tjueto isolater i MRS-buljong ved TO, T3, T6 og T24.

T0 T3 T6 T24
CM3 5,62 5,95 4,97 3,88
CM 21 5,81 5,52 4,99 3,92
CM 25 5,6 5,54 5,08 3,89
CM 57 5,66 5,71 5,67 4,4
CM 92 5,66 5,71 5,69 4,71
CM 54 5,65 5,74 5,68 4,61
CM 87 5,65 5,64 5,62 4,61
CM 62 5,65 5,63 5,61 4,63
CM 90 5,62 5,6 5,58 5,02
CM 65 5,7 5,63 5,95 4,53
CM 40 5,68 5,67 5,57 4,34
CM 58 5,65 5,62 5,6 4,3
CM 96 5,67 5,66 5,65 4,58
VB.4 5,7 5,69 5,57 4,56
VB.17 5,67 5,68 5,53 4,56
VB.18-1 5,67 5,7 5,46 4,44
VB.25 5,63 5,65 5,64 4,45
VB.10 5,7 5,68 5,58 4,42
VB.13 5,65 5,59 5,95 4,5
VB.51 5,7 5,65 5,61 4,47
VB.29 5,66 5,58 5,57 4,37
VB.26 5,66 5,58 5,56 4,51
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Vedlegg 2 pH-malinger i tjueto isolater i SFE ved T0, T3, T6 og T24.

TOA TOB T3A T3B T6A T6B T24A T24B
CM3 6,3 6,27 6,33 6,31 6,3 6,28 594 584
CM 21 6,28 6,32 6,42 6,46 595 582 5,55 5,61
CM 25 6,32 6,32 6,3 6,34 6,27 6,16 5,68 572
CM 57 6,41 6,42 641 6,41 636 636 467 461
CM 92 6,62 6,59 6,62 6,62 661 661 487 4,82
CM 54 6,46 6,45 6,43 6,45 642 6,39 59 591
CM 87 6,4 6,558 6,53 6,59 652 6,48 6,1 6,12
CM 62 6,41 6,4 6,42 6,41 639 6,38 5,26 5,28
CM 90 6,63 6,57 6,61 6,56 6,6 6,55 59 5,89
CM 65 6,59 6,61 6,54 6,5 648 6,47 51 4,9
CM 40 6,59 6,63 6,57 6,55 6,51 6,5 443 4,43
CM 58 6,42 6,41 641 64 637 639 453 4,56
CM 96 6,61 6,6 6,58 6,55 655 6,54 557 555
VB.4 6,26 6,28 592 59 551 5,56 3,97 3,98
VB.17 6,27 6,19 5,85 584 541 543 432 4,29
VB.18-
1 6,28 6,32 6,02 6,02 561 563 4,74 4776
VB.25 6,38 6,37 6,37 6,36 6,25 6,26 432 4,32
VB.10 6,4 6,4 6,34 6,32 6,05 606 433 432
VB.13 6,2 6,19 6,1 6,07 6 6 401 3,9
VB.51 6,26 6,23 6,15 6,11 6,03 578 3,68 3,69
VB.29 6,2 6,22 6,1 6,1 6,09 6,08 3,76 3,68
VB.26 6,19 6,21 6,13 6,11 6,09 6,08 3,69 3,69
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Vedlegg 3 Celletall ved utplating av de tjueto isolatene fra MRS og SFE p& PCA-agar ved TO og T24, 2 paralleller for SFE

MRS TO MRS T24 SFETOA SFETOB SFET24A SFE T24B

CM3 10"-3*56  10"-5*46 10n-3*38  10"-3*41  107-5*8 10n-5*11
CM 21 10n-3*37  10"-5*50 10n-3*48  10"-3*40  10"-5*6 10"-5*5
CM 25 10"-3*41  10"-5*47 107-3*37  107-3*38  107-8*56  107-5*13
CM 57 10"-3*41  10"-5*42 10"-2*35  10M-2*36 107-8*44  10"-8*43
CM 92 10"-3*50  10"-5*58 10n-2*48  10"-2*34  10"-8*37  10"-8*36
CM 54 10"-3*70  10"-6*44 107-3*31  107-3*33  107-8*49  107-8*50
CM 87 107-2*51  10"-5*40 10h-2*52  10"-2*47  10M-7*53  107-7*47
CM 62 10n-2*31  10"-5*44 10n-2*34  10M-2*33  10"-8*39  107-8*50
CM 90 10n-2*20  10"-5*18 10"-3*15  10M-2*31  107-5*32  107-5*27
CM 65 107-3*15  10"-5*24 107-3*31  107-3*27  107-8*41  107-8*45
CM 40 10"-3*30  10"-5*44 10n-3*23  10"-3*33  10"-8*45  10"-8*76
CM 58 10n-2*46  10"-5*49 10n-2*33  10M-2*31  10"-8*80  107-8*75
CM 96 107-2*60  107-5*49 10n-2*49  10M-2*52  107-8*77  107-8*101
VB 25 10"-3*43  10"-5*65 10n-3*43  10M-3*42  10"-7*35  10M-7*34
VB 26 10"-3*35  10"-5*60 10n-2*74  10M-2*65  10"-5*41  107-5*35
VB 29 10"-3*38  10"-6*45 107-3*35  10M-2*67  10M-7*45  107-7*40
VB 13 10n-2*68  10"-5*57 10n-2*68  10M-2*57  10h-7*67  107-7*39
VB 18-1 10n-3*38  10"-6*57 10n-3*62  10"-4*34  10"-7*42  10"-7*45
VB 17 10"-3*52  10"-5*25 10M4*41 10"-4*32  10"-7*47  107-7*55
VB 4 107-3*53  10"-5*40 10n-4*55  10M-4*61  10"-5*31  10"-8*45
VB 10 10n-3*42  10"-6*43 10n-3*52  10"-3*55  10"-8*32  107-8*35
VB 51 10"-3*39  10"-6*51 10"-3*57  10"-3*54  10"-6*45  10"-6*38

Vedlegg 4 pH-malinger i surdeig ved metabolismeforsgk i seks utvalgte isolater ved TO , T18 og T24 med 3 paralleller

CM 65 CM 57 VB 17 VB 18-1 VB.10 VB.29
TOA 6,32 6,38 6,27 6,38 6,42 6,23
T0B 6,31 6,39 6,24 6,37 6,43 6,19
TOC 6,34 6,39 6,25 6,37 6,17 6,18
T18A 53 5,44 5,41 6,08 6,13 4,89
T18B 5,32 5,44 5,41 5,95 6,13 4,89
T18C 5,31 5,43 5,38 5,83 6,17 4,87
T24A 5,28 5,16 5,41 5,76 6,1 4,88
T24B 5,29 521 5,41 5,77 6,11 4,81
T24C 5,27 52 5,39 5,65 6,03 4,86
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Vedlegg 5 Celletall i surdeig ved metabolismeforsgk i seks utvalgte isolater ved TO, T18 og T24 med 3 paralleller

CM 65 CM 57 VB 17 VB 18-1 VB.10 VB.29
TOA 54*10M-5  63*10"-5  55*107-5 32*10"-5 57*107-5 75*107-5
T0B 63*10M-5  78*10"-5  57*10M-5 39*10"-5 73*10"-5 79*10"-5
TOC 67*10"-5  35*10"-5  49*107-5 56*10"-5 75*10"-5 85*10"-5
T24A 50*10"-8  45*10"-8  66*10"-8 67*10"-8 57*10"-8 65*10"-8
T24B 43*10"-8  40*10"-8  71*10"-8 61*10"-8 45*10"-8 94*10"-8
T24C 41*107-8  39*107-8  76*10"-8 45*10"-8 39*107-8  103*107-8

Vedlegg 6 Kalibreringskurve for beregning av CO: innhold

Calibration of CO2 in milk

Y=76,3X
Y= areal i prgven
X=CO, i prgven (ppm eller mg/kg)
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Vedlegg 7 Areal i pravene ved CO: analyse med 3 paralleller og utregnede gjennomsnitt og mengde CO2

CO2
Gjentak A B C Gjennomsnitt | (ppm)
Ert CM 65 1| 40883| 64140| 48720 51247 671
Bonne CM 57 1 1272 1580 1753 1535 20
2 1492 1479 1755 1575 20
VB 17 1 7985| 9566 9331 8960 117
2 8830 9316 9007 9051 119
Havre
VB 18-1 1 3980| 3198 2998 3392 44
2 4398 | 2604 2930 3311 43
Bokhvete VB.10 1 4440| 4566 5420 4808 63
2 4496| 5132 5282 4970 65
Quinoa VB.29 1 4983| 4032 5388 4801 63
2 4620| 4266 4807 4564 60
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Vedlegg 8 Hele API 50 CH tabellen, inkludert karbohydrater som bakteriene ikke viste vekst pa.

ID/Nr

0O 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49

CM3

CM21

CM25

CM57

CM92

CMb54

CM87

CM62

VB.18-1

VB.25

CM65

VB.17

VB.4

CM90

VB.51

VB.29

VB.13

CM40

CM58

CM96

VB.10

VB.26
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Vedlegg 9 Rédata for HSGC-analyse. Konsentrasjonene er oppgitt i ppm. Malingene er utfart ved TO og T24, og 3 paralleller for T24.

I1so-

butylacetate

Komponenter Acetaldehyd Etanol Aceton Diacetyl 2-butanon 2-butanol 2-metyl-1- 2.3- Acetoin
propanol  pentadion
CM57T0 0,70 2,34 0,65 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
CM 57 T24 0,66 3,52 0,95 0,62 0,054 0,194 0,107 0,667 n.d.
CM65TO0 0,86 4,49 0,78 n.d. n.d. n.d. 0,116 n.d. 2,354
CM 65 T24 1,28 327,77 0,95 1,44 n.d. n.d. 0,094 0,361 4,190
VB 17 TO 0,05 13,10 0,44 n.d. n.d. n.d. 0,084 n.d. n.d.
VB 17 T24 0,37 166,91 0,39 0,11 0,004 n.d. n.d. 0,614 0,200
VB 18-1 TO 0,14 3,76 0,34 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,282 n.d.
VB. 18-1 T24 0,17 9545 0,32 n.d. n.d. n.d. 0,096 n.d. n.d.
VB 10 TO 0,24 5,16 0,31 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
VB 10 T24 0,26 55,13 0,36 0,12 0,029 0,115 0,211 0,065 n.d.
VB 29 TO 0,72 4,44 0,20 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,655 n.d.
VB 29 T24 0,69 5,74 0,27 0,29 n.d. n.d. 0,081 0,187 1,822

0,008
0,014
n.d.
0,005

n.d.

0,002

n.d.

n.d.

n.d.

0,003

n.d.

n.d.
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Vedlegg 10 Rédata fra HPLC-analyse. Konsentrasjoner er oppgitt i ppm. Mélingene er utfgrt ved poing ved TO og T24 og 3 paralleller for T24

ID Maltose Laktose Sitronsyre  Glukose Fruktose Melkesyre  Eddiksyre (RI)  Urinsyre DL-pyroglutamin syre
CM 57 T0 889,98 n.d. 618,33 531,37 827,28 n.d. 44,18 30,61 n.d.
CM 57 T24.1 371,74 n.d. 603,03 206,45 568,58 1363,37 93,89 27,88 n.d.
CM 57 T24.2 625,83 n.d. 800,25 187,27 481,21 1820,91 106,91 37,97 n.d.
CM57T 243 346,33 n.d. 538,64 196,31 478,68 1129,85 69,80 30,95 n.d.
CM 65 TO 796,38 n.d. 1027,60 465,93 1101,84 n.d. 40,79 n.d. 29,18
CM 65 T24.1/2 204,38 n.d. n.d. n.d. 590,72 1271,16 424,97 n.d. 26,79
CM 65 T24.3 213,24 n.d. n.d. n.d. 603,53 1346,83 507,39 n.d. 28,92
VB 17 TO 364,97 n.d. 109,31 428,30 718,77 n.d. 45,96 n.d. 20,85
VB 17 T24.1 113,53 n.d. n.d. n.d. 181,75 496,87 237,50 n.d. 19,65
VB 17 T24.2 123,94 n.d. n.d. n.d. 201,91 571,41 269,55 n.d. 22,20
VB 17 T24 3 124,45 n.d. n.d. n.d. 201,33 468,37 243,81 n.d. 19,82
VB 18-1 TO 698,19 n.d. 149,88 548,09 860,90 n.d. n.d. n.d. 28,68
VB 18-1 T24.1 168,84 n.d. 18,07 46,34 470,58 621,68 217,86 n.d. 23,45
VB 18-1 T24.2 151,85 n.d. 16,64 56,16 432,54 496,22 179,58 n.d. 19,84
VB 18-1T24 3 176,16 n.d. 21,15 76,79 478,25 528,87 194,89 n.d. 23,61
VB10TOA n.d. 886,06 n.d. 564,12 486,17 n.d. n.d. n.d. 17,65
VB 10 T24 .1 n.d. 736,13 n.d. 319,09 417,43 449,28 122,58 n.d. 16,15
VB 10 T24 2 n.d. 708,94 n.d. 319,12 410,35 474,52 126,12 n.d. 16,07
VB 10 T24 3 n.d. 682,55 n.d. 333,84 408,31 448,52 127,46 n.d. 15,60
VB 29 TO A 851,60 n.d. 147,60 2048,53 1018,01 n.d. n.d. n.d. 13,97
VB 29 T24 .1 867,23 n.d. 135,49 977,33 1021,43 1481,26 n.d. n.d. 13,98
VB 29 T24.2 748,01 n.d. 124,32 933,73 979,57 1354,84 n.d. n.d. 12,82
VB 29 T24 3 801,82 n.d. 131,83 961,27 1009,50 1505,78 n.d. n.d. 13,29
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Vedlegg 11 Radata for fytinsyre-analyse. Utregnede fosfor og fytinsyre verdier i g/100 g DM. Ved 3 paralleller, ved TO og

T24.

Fosfor | Fytinsyre
CM65T01(0,2798| 0,9921
2| 0,277| 0,9823

310,2737| 10,9913

CM65T24 A|0,1915| 0,6791
CM65T24 B|0,2898| 11,0275
CM 65124 C|0,2703| 0,9587
CM57T701(0,4385] 1,5551
210,4359| 11,5457

310,4419| 1,5669

CM 57124 A|0,3747| 1,3287
CM57T24B(0,4113| 1,4586
CM 57 T24 C|0,4219 1,496
VB 17 T01/0,3514 1,246
2(0,3536| 1,2539

3/0,3555| 11,2608

VB 17 T24 A[0,1943 0,689
VB 17T24B(0,3308| 1,1732
VB 17 T24 C|0,2814 0,998
VB 18-1T01(0,3184| 11,1289
2| 0,31] 1,0994

30,3203 11,1358

VB 18-1 T24 A|0,3197( 11,1338
VB 18-1T24 B[0,3306| 1,1722
VB 18-1T24 C|0,3406| 1,2077
VB.29 T01]0,2759( 0,9783
210,2864| 1,0157

310,2745( 10,9734

VB.29 T24 A[0,2864| 1,0157
VB.29 724 B|0,2837| 1,0059
VB.29 T24 C| 0,267| 0,9468
VB.10 T0 10,3758 11,3327
210,3714| 11,3169

3| 0,37 1,312

VB.10 T24 A[0,3325| 11,1791
VB.10 T24 B|0,3791| 11,3445
VB.10 T24 C| 0,373| 11,3228
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