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Sammendrag

Malet med denne oppgaven var & undersgke effekten av in situ eksopolysakkarid
produksjon ved melkesyre fermenterings pa teksturen til kikertpuré. Dette ble
undersgkt for & se om dette kan veere en alternativ metode til bruken av
tilsetningsstoffer for & produsere en plantebaserte burgere. Dette ble undersgkt ved a
farst screene 29 melkesyrebakterier for eksopolysakkarid produksjon, alle disse var
tidligere isolert fra plantemateriale pA NMBU. Her ble ogsa effekten av valget av
karbonkilde undersgkt ved & bruke tre forskjellige karbohydrater: sukrose, maltose,
og glukose. Av disse stammene ble det valgt ut seks eksopolysakkarid produserende
stammer som ble brukt til & fermentere kikertpuré, hvor vekst ble undersgkt ved a
male pH og observere teksturendringer. Det ble ogsa undersgkt om tilsetningen av
karbohydrat og aquafaba, og valget av inkuberingstemperatur hadde en effekt pa
puréene under fermentering. Det var ingen eller en liten effekt p& teksturen ved
tilsetning av aquafaba eller bruken av 22°C eller 30°C inkuberingstemperatuir, men
karbohydrat tilsetning sa ut til & ha en positiv effekt pa bade teksturen og pH

nedgang.

For a videre undersgke effekten av tre utvalgte eksopolysakkarid produserende
stammer og tilsetning av sukrose/maltose ble det utfgrt et metabolisme- og
reologiforsgk for & se hvordan innholdet av karbohydrater og organiske syrer, pH,
celletall, viskositet, tradtrekkenhet og viskoelastisitet ble pavirket under fermentering.
Disse ble fermentert ved 30°C i 24 t. Celletallet til alle prevene gkte fra ca. 6 log
kde/g til ca. 9 log kde/g. Innholdet av melkesyre, eddiksyre og fruktose gkte ved
tilsetningen av karbohydrat for to av stammene, og sukrose tilsetning gkte disse
mere. Fermentering med Limosilactobacillus fermentum TM336 og tilsetning av 5%

sukrose hadde den stgrste gkning i viskositet og elastiske egenskaper.

Til slutt ble det laget typer tre kikertburgere med forskjellige innhold av fermentert og
ikke-fermentert kikertpuré for a undersgke hvordan fermentert kikertpuré pavirket
vekttapet og teksturen til burgerne. Hvor kikertpuréen ble fermentert med Llb.
fermentum TM336, og tilsatt 5% sukrose og 17% aqufaba. Teksturen ble undersgkt
ved en «texture profile analysis». Bade vekttapet og teksturen ble ikke signifikant

pavirket ved tilsetningen av fermentert kikertpuré under dette forsgket.



Abstract

The objective of this master thesis was to investigate the effects of in situ
exopolysaccharide producing lactic acid bacteria on texture of chickpea puree. This
was investigated to see if this might be a good alternative to the usage of additives to
produce a plant-based chickpea burger. First 29 lactic acid bacteria strains were
screened for exopolysaccharide production, all these strains where earlier isolated on
NMBU. The effect of carbon source was also investigated by using three different
carbohydrates: glucose, sucrose, and maltose. Their where picked out six
exopolysaccharide producing lactic acid bacteria strains that then was used to
ferment chickpea puree, where the growth was investigated by measuring pH and
observing textural changes. It was also measured of the addition of carbohydrates
and aquafaba, and the choice of incubation temperature influenced the chickpea
puree under fermentation. There was no or a very small positive effect on texture by
adding aquafaba or changing the incubation temperature between 22°C or 30°C. But

the addition of carbohydrates had a positive effect on texture and pH reduction.

To further investigate the effect of three chosen exopolysaccharide producing lactic
acid bacteria stains and the addition of sucrose/maltose there was performed a
metabolism and rheological analysis to se have the contents of carbohydrates and
organic acids, pH, cell number, viscosity, and viscoelastic properties changed under
fermenting. These were fermented at 30°C for 24 h. The cell number changed from 6
log cfu/g to 9 log cfu/g for all the fermented tests. The contents of lactic acid, acetic
acid and fructose increased for two of the strains, and further increased when
sucrose was added. The strain Limosilactobacillus fermentum TM336 and usage of

5% sucrose gave the highest increase in viscosity and elastic properties.

At the end there produced three chickpea burgers with different ratios of fermented to
non-fermented chickpea puree to investigate the effects of fermented puree on the
wight loss and textural changes. The fermented chickpea puree was fermented with
LIb. fermentum TM336 and 5% sucrose and 17% aquafaba. The burgers texture was
measured via a texture profile analysis. There were not any significant effects of the

addition of fermented chickpea puree under the work of this master thesis.
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1 Innledning

FN’s 17 beerekraftighetsmal er en arbeidsplan som gar ut pa a bekjempe fattigdom,
ulikhet og stoppe klimaendringene. Blant annet inngar malene om a stoppe sult,
forbedre folkehelsen og bevare artsmangfoldet i hav og pa land (FN-Sambandet,
2023). For & na disse malene med en gkende verdens befolkning ma det blant annet
skje endringer i matvanene til mange industrialiserte land i verden. Rundt en tredel av
all menneskeskapte klimagassutslipp er assosiert med matproduksjonen, de stgrste
andelene kommer fra husdyr, kunstgjadsel, og @deleggelse av skogareal. Ved & gke
andelen av vegetabilske produkter og redusere animalske produkters blant
konsumentene vil man kunne redusere utslippene assosiert med matproduksjon

betraktelig (Crippa et al., 2021; United-Nations, 2023).

| mange industrialiserte land har trender og konsumenters gkende fokus pa helse og
miljg fart til et gkt konsum av plante-baserte matprodukter (PBM). | tillegg gnsker
mange konsumenter mindre prosesserte produkter, i form av «Clean label». «Clean
Label» er et merke som brukes for & signalisere at produktet inneholder familicere
ingredienser for den generelle befolkningen, kan ogsa kalles «kjakken skaps
ingredienser», eller ingredienser den generelle befolkningen har enkel tilgang til
(Asioli et al., 2017). Dette har fort til en gkende utvikling av plantebasert
kjgtterstattere og kjgtt lignende produkter (Tachie et al.,, 2023). Blant de mest
populeere er «Beyond Meat» og Naturli (Ishag et al., 2022). Mange av disse
produktene har et hgyt innhold av hgyt prosesserte ingredienser som protein isolater
og tilsetningsstoffer for & gi de plantebaserte produktene egenskapene til produktet
de skal erstatte. Mange av disse kjgtterstatterne bruker ekstrudering for & danne
fiberlignende strukturer av protein isolater for & danne kjattlignende strukturer (He et
al., 2020; Ishaq et al., 2022). Lange ingredienslister med ukjente tilsetningsstoffer
gigr mange konsumenter skeptiske til hvordan disse produktene pavirker helsen
deres. Det er derfor interessant & undersgke hvordan en kunne produsert kjatt-
erstattere med nye prosesserings teknikker som reduserer mengden tilsetningsstoffer
ngdvendig for & danne akseptable produkter (Asioli et al., 2017). Et av disse
alternativene er bruken av fermentering hvor eksopolysakkarider produserende
melkesyrebakterier har blitt brukt for & forbedre teksturen i glutenfritt brad,
grennsakspurer, bgnner og i flere melkeprodukter (Juvonen et al., 2015; Tachie et
al., 2023; Yan et al., 2017).



For & etterligne animalske produkter blir ofte planter med et hayt protein innhold
brukt, oftest belgfrukter som soya, erter, sorte bgnner, kikerter osv. Disse
plantebaserte produktene har ogsa et hgrere innhold av fiber og et lavere innhold av
mettede fettsyrer i sammenligne med kjgtt, men alene har de en ufullstendig
aminosyreprofil (Tachie et al.,, 2023). Ved varmebehandling av mange av disse
belgfruktene blir det dannet en tykt flytende vaeske, ogsa kalt aquafaba. Aquafaba
produsert ved hermetisering av kikerter har i nyere tid blitt brukt som en erstatnings
for egg pa bakgrunn av dens emulgerende og skumdannende egenskaper (He et al.,
2021). Dette kan da veere en mulig ingrediens i kjgtterstattere.

1.1 Kikerter

Kikerter (Cicer arietinum L.) er en belgvekst som tilhgrer Fabaceae familien som har
veert dyrket av mennesker siden Neolittisk tid, og var en av de atte domestiserte
plantene pa denne tiden i Midtasten. | dag er belgveksten konsumert over hele
verden og produsert i over 50 land. Den stgrste andelen produseres i India, men
kikerter blir ogsa produsert i Pakistan, Tyrkia, Australia, USA, Mexico, Myanmar og
Etiopia (Sofi et al., 2020). Asia og Midtgsten har det hgyeste konsumet av kikerter
hvor de ogsa har mange tradisjonelle retter som hummus og falafel (Nersten, 2021).
Her er det ogsa et stort potensial til bruk i andre produkter. Kikerter kan deles inn i to
typer Desi og Kabuli som har noen sma variasjoner i naeringsinnholdet, men som

skilles i hovedsak ut i fra fargen pa plantens blomster.(Jukanti et al., 2012).

Kikerter er en gkonomisk billig kilde til proteiner, essensielle aminosyrer, kostfiber og
mineraler. Tagrkede kikerter inneholder rundt 19% proteiner, 60% karbohydrater;
hvorav det meste i from av stivelse, og 17% kostfiber (Sofi et al., 2020). Proteinene
kan deles inn i gruppene albuminer, globuliner, prolaminer, gluteniner og rest
proteiner (Sofi et al., 2020). De har et lavere innhold av svovelholdige aminosyrer,
men hvis de blir konsumert sammen med kornprodukter vil de ha en mer komplett
aminosyreprofil. De har et noe hgyere innhold av fett sammenlignet med andre
belgvekster som erter, linser og rgde kidneybgnner pa 2-6%, hvor 85% er umettede
fettsyrer. En stor andel av disse fettsyrene er olje-, linol-, palmitin- og stearinsyre
(Jukanti et al., 2012).



Kikerter inneholder ogsa liten andel mono-, di- og oligosakkarider (totalt rundt 3-6%),
og i likhet med mange andre belgvekster har kikerter ogsa et relativt hgyt innhold av
oligosakkarider i sammenligning med andre belgvekster. Oligosakkarider er 3-10
monosakkarid kjeder som ikke blir absorbert eller nedbrutt i fordgyelses systemet hos
mennesker, men blir istedenfor brutt ned av bakteriefloraen i tykktarmen som farer til
gassdannelse og flatulens. Alfa-galaktosider er hovedgruppen oligosakkarider i
kikerter, og kan deles inn i raffinose familie oligosakkarider (RFO) og galaktosid
cyclitols (Jukanti et al., 2012).

Kikerter inneholder i likhet med andre belgvekster ogsa anti-naeringsstoffer (ANS).
Dette er stoffer som reduserer fordgyelse- og absorpsjonsgraden av naeringsstoff, og
som derved reduserer tilgjengeligheten til naeringsstoffene. De deles opp i protein og
ikke-protein ANS. Protein ANS er korte polypeptider som er sveert syre resistente og
som kompleksbindes og reduserer effekten til intestinale peptidaser og proteaser.
Ikke-protein ANS inkluderer fenylsyre, tanniner, fenoler og alkaloider, hvor disse har
evnen til & binde mineraler, redusere aktiviteten til noen enzymer og gir en bitter
smak (Jukanti et al., 2012). Innholdet av ANS blir redusert ved blgtlegging, koking og
hermetisering av kikertene (Jukanti et al., 2012; Sofi et al., 2020).

1.1.1 Aquafaba

Ved hermetisering eller koking av kikerter i vann blir det produsert en tykt flytende
veeske kalt aquafaba. Denne vaesken har en rekke funksjonelle egenskaper som a
veere emulgerende, og skum- og gel-danner. Disse egenskapene har blitt utnyttet i
produksjonen av egg-fri majones, marengs, dressing, og bakst. Aquafaba inneholder
en kombinasjon av karbohydrater (mono-, di- og oligosakkarider, og cellulose),
proteiner, mineraler, og ANS, og har et tarrstoffinnhold pa 5-10% (He et al., 2021).
Det eksakte innholdet av forskjellige komponenter vil variere etter type kikerter og
behandlingsmetode benyttet. En lengere koke tid kan gke mengden tarrstoff samt

redusere mengden av noen typer ANS (Alsalman et al., 2020).



De funksjonelle egenskapene gjgr at denne ingrediensen har et potensiale til a
erstatte bruken andre noen typer tilsetningsstoffer og dermed danne produkter med
et «Clean Label»-merke. | tillegg kan aquafaba brukes som en erstatning for egge
protein for de med en vegansk diet (He et al., 2021). Aquafaba har ogsa en noen
ulemper som dets innhold av oligosakkarider og andre ANS som kan fare til
mageproblemer. Aquafaba kan ogsa endre den sensoriske kvaliteten til et produkt
nar den brukes som en erstatning for melk og egg pa grunn av endring i smak og den

totale sensoriske opplevelsen (He et al., 2021).

1.2 Fermentering

Alle levende organismer er avhengig av energi for & leve. For & kunne produsere
energi brukes redoksreaksjoner for & overfgre energien til en mer brukbar variant for
organismen. Her vil en komponent bli oksidert (reduksjonsmiddelet) for a redusere
(oksidant) et annet. For mange aerobe organismer er det oksygen som tar rollen som
reduksjonsmiddel, mens anaerobe organismer kan bruke bade organiske og
uorganiske substrater som reduksjonsmiddel. For begge typene respirasjon blir
meste parten av energien produsert ved elektron transport fosforylering for & danne
ATP. Fermentering er en type anaerob redoksreaksjons mekanisme hvor energien
som blir produsert kommer fra substrat niva fosforylering, som danner en mye lavere
mengde ATP i sammenligning med respirasjon. | sveert mange
fermenteringsprosesser blir et substrat bruk som bade reduksjonsmiddel og
oksidasjonsmiddel. Dette farer til at substratet blir kun delvis oksidert, noe som farer
til at mye av energien blir igjen i endeproduktet. Typen endeprodukt varierer mellom

arter, men kan brukes til kategorisering av fermenteringstyper (Muller, 2008).

Noen av de vanligste typene endeprodukt er etanol, CO2, melkesyre, propionsyre,
butandiol, smarsyre, H2, ravsyre, maursyre og eddiksyre. Mens de vanligste substrat
er sakkarider (heksoser og pentoser), aminosyrer og andre organiske syrer (Miller,
2008).

Mikroorganismers evne til & fermentere substrater har lenge blitt utnyttet i produksjon
og konservering av matvarer gjennom historien, en teknikk som fremdeles er mye
brukt. Blant annet brukes fermentering til & produsere en rekke meieriprodukter som
yoghurt, kulturmelk, reamme og ost, samt i kjatt- og fiskebaserte produkter som pglser
og rakfisk, og vegetabilske produkter som gl, vin, sauerkraut og brgd (Mannaa et al.,
2021). Melkesyre-, eddiksyre- og etanolfermentering er noen av de mest brukte i
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matvareindustrien i dag hvor bakterier og gjeer blir brukt. Den vanligste etanol
produsenten i matindustrien er Saccharomyces cerevisiae, hvor den konverterer et
glukosemolekyl til 2 etanol og 2 CO2 molekyler. Noe som brukes i gl, vin, og brad.
Mens melkesyre blir i hovedsak produsert av en gruppe bakterier Kkalt
melkesyrebakterier. Disse blir som nevnt brukt i mange meieriprodukter, rakfisk,
palser og sauerkraut (Mtiller, 2008).

Ved a produsere store mengder melkesyre, etanol og/eller eddiksyre; som alle
fungerer som antimikrobielle midler ved hgye konsentrasjoner, blir veksthastigheten
til mange typer mikroorganismer redusert noe som forlenger holdbarhetstiden pa
produktet (Maller, 2008). Etanol fungerer ved & interagere og @delegge deler av
cellens strukturer i plasma og cellemembranen til mikroorganismer (Liu & Qureshi,
2009). Melkesyre og mange andre svake organiske syrer vil ikke-dissosiere og vil da
kunne enklere transporteres over cellemembranen til mikroorganisme og syrene det
indre miljget deres. Denne syrningen vil fare til denaturering av mange proteiner som
gdelegger de eller reduserer deres effektivitet, som da fagrer til en redusert
veksthastighet eller celleded (Peetermans et al., 2021). Syrningen kan ogsa fare til
teksturendringer i produktet pa grunn av denaturering og/eller koagulering av
proteiner. Dette skjer p& grunn av at pH naermer seg pKa-verdien til proteinene slik at
den totale ladningen til proteinene blir ngytrale, som igjen fagrer til mindre
frastgtningen og at proteinene kan koagulere. Dette blir utnyttet i for eksempel
produksjonen av yoghurt, reamme og kulturmelk (Leroy & De Vuyst, 2004).

Melkesyrebakterier (MSB) er en av de viktigste fermenterings organismene i mat
produksjon, og som nevnt brukt til & produsere yoghurt, kulturmelk, sauerkraut,
palser, surdeig og vin (Leroy & De Vuyst, 2004). Disse bakteriene kan grupperes
etter om de produserer ett eller flere endeprodukter under fermentering, ogsa kalt
hhv homo- og heterofermentative. Homofermentative (HoF) MSB produserer
hovedsakelig melkesyre og 2 ATP ved oksidering av glukose, mens
heterofermentative (HeF) vil produsere bade melkesyre, etanol/eddiksyre og/eller
CO2 og 1 ATP (Figur 1). Heterofermentative MSB har ogsa muligheten til & bruke
pentoser som substrat noe som mange Homofermentative MSB mangler (Mannaa et
al., 2021; Mdaller, 2008)
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Figur 1: Homo- og heterofermentative metabolske reaksjonsveier (Mannaa et al., 2021; Miiller, 2008). Laget i MS Paint.

1.3 Melkesyrebakterier

Melkesyrebakterier (MSB) ble fgrst oppdaget pad midten av 1800-tallet nar Louis
Pasteur studerte alkoholfermentering av radbete juice, men istedenfor & fa produsert
alkohol ble det produsert melkesyre. Han oppdaget senere at melkesyrebakterier var
ansvarlig for melkesyrefermentering av melk. | 1873 ble de forste rendyrkede
kulturene av melkesyrebakterier isolert av Joseph Lister. Det var farst i 1919 at Orla-
Jensen fgrst systematiserte melkesyrebakteriene (Tian, 2019). Melkesyrebakterier og
melkesyrefermentering har blitt brukt i over 5000 ar over hele verden i preservering
av mat og produksjonen av mat (Kénig & Frohlich, 2017). Det finnes ogsa bevis pa at
fermenteringen ble brukt til & produsere syrnet melk i Sahara opptil 8000 ar tilbake
(Tian, 2019).

Melkesyrebakterier er en fellesnevner for en rekke Gram-positive bakterier som har
melkesyre som et hovedprodukt ved fermentering av glukose. Melkesyrebakterier er
en heterogen gruppe bakterier som har noen fa felles trekk, men som ogsa varier
sveert mye. De er generelt ikke-sporedannende, aerotolerante anaerobe, katalase-
negative, og har glukose fermentering som hoved energikilde. De varierer i morfologi
(kokker, staver eller tettrader), salt og syre toleranse, EPS produksjon og
optimumstemperaturer (15-45°C) (Konig & Frohlich, 2017; Tian, 2019).I dag er det 41
slekter som klassifiseres som melkesyrebakterier, noen av de viktigste i mat er

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Weissella, og



Oenococcus. Mange av disse slektene og deres arter er klassifisert som generelt sett
pa som trygge (GRAS) til konsum (Tian, 2019).

Noen typer melkesyrebakterier har blitt vurdert til & ha positive effekter pa tarm- og
magehelse, blant annet har noen typer potensiale til & redusere diare og andre
tarmproblemer etter operasjoner, antibiotikabruk, matinfeksjoner, etc. (Tian, 2019).
Ordet probiotika blir mye brukt til & beskrive disse positive helseeffektene il
melkesyrebakterier, men etter mer forskning og en gkene usikkerhet angaende
dokumentert effekt er bruk av denne beskrivelsen omtrent opphgrt. Det er i dag ett
lovverk mot reklamering av probiotika i EU (Reid et al., 2019).

Melkesyrebakterier har ogsa muligheten til & @ke naeringsinnholdet i mange
belgfrukter som har et hgyt innhold av utilgjengelige nzeringsstoffer pa grunn av ANS.
Noen av disse ANS er tanniner, fytinsyre og raffinose. Sammenlignet med animalske
produktet har belgfrukter et protein innhold med lavere fordgyelighet, og mange av
de kan fare til gastrointestinale problemer hos mange (Jukanti et al.,, 2012). MSB
fermentering har blitt vist til & gke fordgyeligheten til proteiner i belgvekster ved a
produsere ekstracelluleere peptidaser og proteaser som gjgr proteinene mer
tilgjengelig for fordeyelses enzymer. Noen typer MSB har enzymer som kan
metabolisere flere av ANS, blant annet Lactiplantibacillus plantarum, Levilactobacillus
brevis, Lactiplantibacillus paraplantarum, og Lactiplantibacillus pentosus (Michela et
al., 2022).

1.4 Exopolysakkarider

Mange bakterier produserer polysakkarider som enten er bundet til bakteriens
overflate ogséa kalt kapselpolysakkarider (KPS), hvor disse blir ofte er modifisert med
peptider og lipider, eller produsert ekstracelluleert som exopolysakkarider (EPS).
Disse polymerne kan dannes av en variert mengde monosakkarider fra nedbrytingen
av karbohydrater i et medium. EPS kan dannes i en rekke forskjellige typer med
varierende lengde, sammensetning av monosakkarider og forgreningsgrad, men de
deles inn i to subgrupper homosakkarider og heterosakkarider (Prete et al., 2021).
Flere slekter og arter av melkesyrebakterier har forutsetningen for & produsere EPS,
noen slekter som ofte produserer EPS er Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus og Weissellale (Patel & Prajapat, 2013). Dannelsen av
EPS er en metode disse bakteriene bruker for a beskytte seg selv og redusere

stresset fra omverdenen og fermenteringsprosessen (Donot et al., 2012).



Homopolysakkarider (HoPs) (Figur 2) er EPS sammensatt av kun en type
monosakkarid; D-glukose, D-fruktose, eller D-galaktose. De varierer i lengden,
forgrening, glykosidbinding, og hvilke hydroksylgrupper som er linket sammen.
Videre inndeling er alfa eller beta-glukosider (D-glukose), inuliner (beta 2—1 band)
og levaner (beta 6—1 band) (D-fruktose), og polygalaktaner (D-galaktose).
Polygalaktaner er sveert uvanlige. Noen av de vanligste typene alfa-glukanene er
dextran (alfa 1—6 band), reuteran (alffa 1—3 band), mutans (alfa 1—4 band) og
alternans (alfa 1—6 og alfa 1—3 band vekslende) (Prete et al., 2021). HoPs blir
generelt sett passivt produsert extracelluleert ved & bruke fritt sukker som en donor
for korresponderende monosakkarid og extracelluleer glykosyl hydrolase (Sanlibaba
& Cakmak, 2016; Torino et al., 2015). Produksjonen av alfa-glukaner og fruktaner er
mer eller mindre avhengig av sukrose som donor sakkarid. Beta-glukaner skiller seg
fra disse to ved at de syntetiseres intracelluleert ved hjelp av membran assosierte
glykosyl transferaser og er ikke avhengig av sukrose som donor sakkarid (Prete et
al., 2021; Torino et al., 2015).

Heteropolysakkarider (HePs) (Figur 2) er polysakkarider satt sammen av to eller flere
typer monosakkarider i tre til atte repeterende sekvenser. Noen av de vanligste
monosakkaridene er D-glukose, D-galaktose og L-rhamnose, hvor disse ogsa kan dli
modifisert med acetyl, pyruvat, fosfat, og glyserol. HePs blir aktivt syntetisert
intracelluleert, fraktet over cellemembranen og polymerisert extracelluleert. |
sammenligning med HoPs blir HePs generelt produsert i lavere mengder, og spiller
derfor en mindre rolle med hensyn til EPS sin pavirkning pa miljget (Prete et al.,
2021; Torino et al., 2015).
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Figur 2: lllustrasjon av homo- og heteropolysakkarid, forgrenet og uten grener. Hvor de forskjellige fargede heksagonene
representerer forskjellige typer monosakkarider (Prete et al., 2021; Torino et al., 2015). Laget i MS Paint.
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MSB bruker EPS til & lage en fysisk barriere mellom seg selv om miljget far a
redusere stresset pafert cellene fra under fermentering og trusler utenifra. | tillegg blir
EPS ogsa brukt i dannelsen av biofilm, celleaggregering og gir bakteriene evnen til &
feste seg til andre overflater (Prete et al., 2021). Miljgfaktorer som pH, temperatur,
osmotisk trykk, og innhold av skadelige kjemiske komponenter vil kunne redusere
veksthastigheten eller drepe bakteriene. Det er derfor viktig for mange bakterier &
danne denne barrieren for & fa et noe mer kontrollert miljg (Nguyen et al., 2020).
Endring i noen av disse variablene til suboptimale verdier kan fremme produksjonen
av EPS i noen tilfeller. Hvor av reduksjonen av temperaturer til suboptimal temperatur
gkte produksjonen av EPS, mens endring i pH til suboptimale pH-verdier viste seg a
ha varierende effekt ut ifra stammen brukt i en studie fra Prete et al. (2021).

Endringen av andre faktorer som mediets karbonkilde pavirker ogsa EPS-
produksjonen, men effektene ser ut til & vaere sveert artsspesifikk (Elisashvili et al.,
2009; Fukuda et al., 2010; Midik et al., 2020; Oleksy-Sobczak & Klewicka, 2020).
Flere Lactocaseibacillus rhamnosus stammer fikk en gkt EPS-produksjon med
sukrose som substrat (Oleksy-Sobczak & Klewicka, 2020). Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus B3 og G12, Streptococcus thermophilus W22 og Lactobacillus



casei CG11 hadde den hgyeste produksjonen med glukose som substrat (Elisashvili
et al., 2009; Midik et al., 2020). Bruken av organisk nitrogen kilde i vekstmediet gker
ogsa det totale EPS utbyttet (Prete et al., 2021).

| dag blir EPS-produserende MSB brukt i matvareindustrien pa grunn av EPS sine
reologiske, stabiliserende og emulgerende egenskaper. | meieriindustrien blir de
blant annet brukt i yoghurt og kulturmelk-produksjon (Prete et al., 2021). | Norge er
produktet tettemelk avhengig av EPS-produserende MSB for tradtrekkende
egenskapen til produktene (Netland, 2015). i tillegg gir EPS ogsa andre fysiokjemiske
egenskaper som gkt viskositet, vannbindings evne og stabilitet ved a danne tre
dimensjonale nettverk med seg selv og andre komponenter i miljget sitt. Bruken av
disse egenskapene har blant annet blitt demonstrert i produksjon av surdeigsbrad
(Ispirli et al., 2020), og produksjonen av erte- og linseburger basert pa fermenterte
pureer av disse belgvekstene (dyehaug, 2022).

1.5 Reologi

Reologi er leeren om flyt og deformeringsendskapene til materialer ved pafaring av
skjeerspenning. Dette er et viktig fagfelt innenfor mange omrader, blant annet innen
geologi, utvikling av materialer til konstruksjon, maling og plastikk, kosmetikk og
matproduksjon (Steffe, 1996). Innenfor matproduksjonsindustrien er reologi viktig for
a kunne forutsi og forstd hvordan materialer beveger seg gjennom
prosesseringsenheter og produktets funksjonalitet, holdbarhet, og sensorisk
egenskaper (Steffe, 1996).

Oppfarselen til disse materialene kan deles inn i viskositet og elastisitet, som begge
kan veere sveert interessante for a forstd hvordan materiale oppfgrer seg under
stress. Viskositeten kommer fra friksjonen mellom komponentene i materialet som
farer til en dannelse av varme energi som slippes Igs til miljget, og som farer til et tap
av energi inne i materialet. Elastisiteten er evnen til & motsta eller returnere til den
samme strukturen fgr deformering ved at de interne superstrukturene blir strukket
uten a bli gdelagt, og energien som ble tilfgrt bli bevart inne i materialet. Med dette
som bakgrunn kan en dele disse inn i taps- (G”) og lagringsmodul (G’) til & beskrive
produktets henholdsvis viskgse og elastiske oppfarsel. G’ og G” (gis i Pa) og deres
forhold vil si om en har en viskoelastisk fast eller flyttende stoff. Hvis G’>G” er det et

viskoelastisk fast stoff, og hvis G’<G” er det et viskoelastisk flytende stoff. Tangens
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delta (tan O) er et dimensjonslgst tall som beskriver forholdet mellom G’ og G” (tan &
= G”/G’), hvor & gér fra 0° til 90°. (Anton-Paar, 2023b).

Produkters viskositets er ikke alltid konstant, men kan bli pavirket av flere faktorer, to
av disse er temperatur og skjeerhastigheten. Noen fluider har en viskositet som er
uavhengig av skjeerhastigheten, disse kalles newtonske (eks: vann, og aceton).
Resten kalles ikke-newtonske veesker hvor skjeerhastigheten vil enten gke eller
redusere viskositeten. Skjeertynnende/Pseudoplastiske veesker far en reduksjon i
viskositeten ved en stigende skjeerhastighet (eks: polymerere og de fleste
matmaterialer). Mens skjeertykkende/dilatante fluider vil ha en gkende viskositet ved

wkende skjeerhastighet (eks: stivelses Igsning) (Anton-Paar, 2023b).

1.5.1 Reologiske analyser

Reometere er instrumenter brukt til & undersgke de reologiske egenskapene til ulike
materialer. Det finnes flere typer undersgkelsesteknikker, men rotasjonstester er best
egnet til & undersgke av matmaterialer. Rotasjonstester kan bli brukt med
kontinuerlig rotasjon eller oscillerende skjeerhastighet. Rotasjonstester bruker
parameterne skjeerspenning (Pa) og skjeerhastighet (1/s). Shear-rate test (SRT) og
Rotasjonstest (RT) er to typer kontrollerte skjeerhastighetstester. Ved bruken av SRT
gnsker en & finne viskositeten til et materiale ved & bruke en konstant
skjeeringshastighet over en hvis tids periode. Den vil ogsad vise om materialet har
tradtrekkendeegenskaper, det ser man ved at viskositet kurvene far en maks
viskositet som sa raskt reduseres. Ved bruken RT benyttes en kontrollert gkende
skjeeringshastighet for & undersgke materialets viskositet ved en gkende
skjeerhastighet, og dets flytegenskaper. (Anton-Paar, 2023b). Oscillasjonstester
bruker tgyning (%) og anguleer frekvens (rad/S) som parametere. To typer
oscillasjonstester er «amplitude sweep» (AS) og temperaturavhengig oscillasjonstest
(TDOT) (Anton-Paar, 2023b). AS bruker en konstant anguleer frekvens og en gkende
teyning som viser G’ og G” i forhold til skjeerspenningen eller tayning. En kan bruke
denne testen for & finne den gvre grense for det viskoelastiske omradet (LVER) ut
ifra nar G’ har falt en bestemt prosent andel under plataverdien (Steffe, 1996). TDOT
bruker konstant tgyning og anguleer frekvens med en kontrollert gkende og/eller
synkende temperatur for a undersgke endringen av G’ og G” under temperatur

endring, samt mulig geldannelse (Anton-Paar, 2023c).
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For & undersgke teksturen til faste eller semi-faste produkter kan en bruke «texture
profile analysis» (TPA). Denne testen blir ogsa kalt en «two-bite test» siden den
etterligner munnens bite evne, og hvor en proben blir sendt ned i produktet to
ganger. Proben vil bevege seg ned i produktet under en bestemt hastighet og en
bestemt distanse eller motstand er nadd. Deretter gar proben ut av pr@ven i en hvile
periode. Forsa a bli send ned i prgven igjen til det samme punktet som farste gang.
En kan bruke denne testen for & male parameterne hardhet (Hardness),
«cohesivness» , spents (Springiness), klebrighet (Gumminess), tykkemotstand
(Chewiness) og «resiliance» (Rosenthal, 2010; TTC, 2023). Disse parameterne
beskrives som fglger; hardhet — den hgyeste motstands kraften oppnadd ved fgrste
trykket, cohesivness — hvor godt produktet motstar det andre trykket i forhold til det
farste, spenst — hvor godt produktet gar tilbake til sin originale hgyde etter det farste
trykket, klebrighet — er regnet ut for semi-solide produkter vedd a ta hardhet *
«cohesivness», tyggemotstand — er hovedsakelig regnet ut for solide produkter ved a
ta klebrighet * spenst, og «resiliance» — er hvor hardt produktet kiemper for & ga
tilbake til sin originale hgyde ved a se pa motkraften til produktet etter det farste
tykket (TTC, 2023).

1.6 Hensikt

Hensikten med denne oppgaven var a undersgke effekten av in situ produksjon av
eksopolysakkarider fra melkesyrebakteriefermentering i en kikertbasert planteburger,
og om EPS kan fungere som et alternativ til tilsetningsstoffer som i dag blir brukt i
planteburgere. I denne masteroppgaven ble endringer ved
melkesyrebakteriefermentering av kikerter undersgkt ved & male og analysere pH,
innhold av karbohydrat og organiske syrer, celletall og pavirkning pa tekstur. Tekstur
endringene i kikertene ble undersgkt ved bruken av et reometer, og «texture profile
analysis» for kikertburgere. Det ble innledningsvis undersgkt effekten av forskjellige
stammer melkesyrebakterier, tilsetting av karbohydrat, forskjellige
inkuberingstemperatur og bruken av aquafaba. Det ble ogsa laget kikertburgere med
et variert innhold av fermentert og ikke-fermenterte kikerter for & undersgke effekten

av fermenteringen pa teksturen i en stekt kikertburger og vanntapet under steking.
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2 Materialer og metoder

2.1 Forsgksoppsett

-

Screening av MSB

-
/

Undersgkelse av vekst og EPS-
produksjon i kikerpuré

o
-

Vekst og metabolismeanalyser
av kikerpuré

.
-

Reologiske analyse av
fermentert kikertpuré

.
-

"Texture profile analysis" (TPA)
av kikertburgere

o

- Utplating av 29 forskjellige MSB stammer pa
karbohydrat-agar.

» Stammer ble katogorisert etter slimdannelse og
evnen til tradtrekkenhet

- Valgte ut 6 EPS+ stammer

N

»Undersgkte pH og tekstur endring i kikertpuré
tilsatt sukrsoe og podet med 5 EPS+ stammer.

- Undersgkte pavirkningen av a tilsette
sukrose/maltose, aquafaba og
inkuberingstemperaturs pa kiketpuré podet med 4
EPS+ stammer.

-3 EPS+ stammer ble valgt ut for & undersgke
endringen i innholdet av utvalgte karbohyderater
og organiske syrer (HPLC), samt pH, og celletall.

- Samme prgvene ble ogsa brukt til reologiske
analyser.

» Utvalgte prgver fra undersgkelsen av vekst i
kikerter og metabolismeanalysene ble analysert i
et reometer.

» Testene som ble utfart var Amplitude sweep (AS)
shear rate test (SRT), rotasjonstest (RT), og
temperatur avhengig oscolasions test (TDOT).

» Stammen utvalgt etter reologiske og
vekst/metabolismeanalysene ble brukt til & lage 3
burgermikser med et varierende innhold av
fermentert kikertpuré.

« TPA ble brukt for & sammenligne 3
burgermiksene og 2 komersielle referanse
burgere.

AV VaVY

Figur 3: Forsgks oppsettet til analysene utfgrt under denne masteroppgaven vist i et flowchart. Laget i Microsoft Word.



Oppgaven gikk ut pa & undersgke om in situ EPS-produksjon i kikertpuré kan ha en
positiv effekt pa teksturen til kikert-basert planteburger. Flytskjiemaet for
forsgktsoppsettet er vist i Figur 3. Det ble valgt ut 29 MSB stammer til screeningen
for EPS-produksjon, av disse stammene ble 5 EPS+ stammer valgt ut og brukt videre
til & undersgke deres vekst i kikertpuré. pH-reduksjon og viskositetsgkning ble tatt
som indikasjon pa at bakterien vokste i kikertmediet. Deretter ble det valgt ut 4 EPS+
stammer for & undersgke effekten av a tilsette 5% sukrose/maltose, med og uten
aquafaba og to inkubasjonstemperaturer pa vekst i kikertpuré. Ut ifra disse testene
ble det valgt ut 3 EPS+ stammer for & undersgke endring i pH,
karbohydratmetabolisme og vekst av bakteriene under fermentering i kikertpuré.
Karbohydratmetabolisme inkl produksjonen av organiske syrer ble analysert ved
HPLC (avsnitt 2.4.4) og vekst av mikroorganismer ble registrert pa karbohydrat-agar
(avsnitt 2.4.2). Det ble ogsa utfart reologiske analyser pa disse pureene samt
utvalgte prever fra det fgrste fermenteringsforsgket, testene som ble benyttet var
«amplitude sweep» (AS), shear-rate test (SRT), rotasjonstest (RT) og
temperaturavhengig oscillasjonstest (TDOT). En av de EPS+ stammene ble sa valgt
ut for & bli brukt i en kikertbasert planteburger med et varierende innhold av
fermenterte kikerter. For & best mulig etterligne kommersielle burgere ble kikert-
burgermiksene tilsatt potetstivelse, rapsolje og salt. Det ble laget 3 burgermikser med
forskjellige forhold av fermentert og ikke-fermentert kikertpuré, og tekstur etter
steking ble sammenlignet med kommersielle burgere ved hjelp av «texture profile
analysis» (TPA).

2.2 Prgvemateriale og vekstmedier

2.2.1 Prgvemateriale

Kikertene som ble benyttet var kikerter i lake (Rema 1000, 410 g, 250 g kikerter).
Ingrediensene til kikertene i lake er forvellede og kokte kikerter (61%), vann (38%),
salt (1%). Neeringsinnholdet per 100 g kikerter beskrevet pa pakningen er; fett (2 g),
hvorav mettede fettsyrer (0,2 g), karbohydrater (16 g), hvorav sukkerarter (0,7 g),
kostfiber (5,5 g), protein (6,5 g), og salt (0,88 g).

Sukroselgsning 44% (44%S) ble laget ved a veie ut sukrose (Merck, Tyskland,
Darmstad) (44 g) i en malekolbe, for sa etterfylle med destillert vann til et totalt volum
pa 100ml. Maltoselgsning 44% (44%M) ble laget ved veie ut maltose (Merck) (44 g) i

en malekolbe og etterfylle med destillert vann til et totalvolum pa 100 ml.
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Sukroselgsning 80% (80%S) ble laget ved & veie ut sukrose (80 g) i en malekolbe,
for s bli etterfylt med destillert vann til et totalvolum pa 100 ml. Malekolbene ble
plassert pa en magnet rarer hvor lgsningene ble varmet opp under omrgring inntil alt
karbohydratet var lgst. Deretter ble de overfert tii 50 ml pyrexflasker som ble
autoklavert (121°C i 15 min).

Den farste Kikertpuré (KP1) ble preparert ved & helle av laken (aquafaba) (ca. 150
ml) fra en ny apnet hermetisk boks. Kikertene (ca. 250 g) ble deretter skylt med sterilt
vann (60 ml) i boksen fagr vannet ble helt av og, kikertene ble overfart til en steril
omni-mikser beholder (OMNI-MIXER HOMOGENIZER modell 17106, OMNI
International, Waterbury, CT. USA) sammen med 100ml sterilt vann. Miksen ble sa
homogenisert (posisjon 4, i 3 minutter). Kikertpuréen ble overfgrt til sterile
syltetgyglass (46,8 g), sammen med 3,125 ml 80%S eller sterilt vann. KP1 til
fermentering hadde en sammensetning av 71,4% kikerter og 5% sukrose eller sterilt

vann.

Den andre kikertpuré (KP2) ble preparert ved & helle av laken (aquafaba) (ca. 150
ml) fra en ny apnet hermetisk boks. Kikertene (ca. 250 g) ble deretter skylt med sterilt
vann (60 ml) i boksen fgr vannet ble helt av og halvparten (120 — 130 g) av kikertene
ble overfart til hver sin sterile omni-mikser beholder sammen med en kombinasjon av
enten sterilt vann/aquafaba (30 ml) og sterilt vann/44% sukkerlgsning (44%S/44%M)
(20 ml). Miksene ble homogenisert (posisjon 4) i ca. 3 min, men mange av prgvene
matte kjares lengere etter som at puréene ble sveert faste. Kikertpuréens
sammensetning var 71,4% kikerter, 17,1% aquafaba eller sterilt vann, 5%
karbohydrat + 5% sterilt vann eller 11,4% sterilt vann. Det ble overfart ca. 50 g KP2 i

sterile syltetgyglass.

2.2.2 Vekstmedier

Til screeningen av MSB stammer med hensyn til EPS-produksjon ble sukrose-,
maltose- og glukose-agar benyttet (karbohydrat-agar). Agarene var sammensatt av 1
g Tryptone (Oxoid, Basingstoke, UK), 0,5 g gjeer ekstrakt (Oxoid), 0,5 g K2HPO4
(EMD Millipore, Tyskland, Dramstad), 0,5 g di-NH4-H-sitrat, agar-pulver (VWR
International, Leuven, Belgia), og 5 g sukrose, maltose eller glukose (EMD Millipore)
lgst i 1000ml destillert vann. Karbohydrat agarene ble plassert i kokevannbad til alt

var lgst. Ble deretter overfart til 250 ml pyrexflasker og autoklavert. Plassert i
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vannbad (48°C) fer bruk. Karbohydrat agarene ble sa overfart til petriskaler (ca.

20ml) klare til screening.

MRS-buljong ble laget til oppdyrking av MSB. MRS-buljongen hadde en
sammensetning av 52,2 g MRS (EMD Millipore) per 1000 ml destillert vann. Miksen
ble s& satt pa kokevannbad til alt var opplgst (ca. 30 min). Deretter ble 5ml MRS-
buljong fordelt pa 10 ml rar, eller fordelt pa 250 ml pyrexflasker (100 ml). Ragrene og

flaskene ble autoklavert og satt pa kjglelager til bruk.

MRS-agar ble laget for finne koloni dannende enheter (kde) i pravene. Agaren hadde
en sammensetning av 52 g MRS og 15 g agar pulver per 1000 ml destillert vann.
Lgsningen ble satt i kokevannbad til pulveret var opplgst (ca. 30 min). Deretter ble
lzsningen fordelt pa pyrexflasker (200 ml). Pyrexflaskene ble autoklavert og satt pa
lager til bruk. Fer bruk ble de satt i kokevannbad for & smelte agaren, deretter ble de
satt i vannbad (48°C) for temperering. MRS-agaren ble overfart pa petriskaler (ca. 20

ml).

2.2.3 Frysestock

Til metabolismeforsgkene ble det laget frysestocklgsninger av tre EPS produserende
MSB stammer (stamme 3, 5 og 23). Disse ble valgt etter resultatet fra screeningen,
test 1 og 2 av EPS-produksjon i kikertpuré og tidligere arbeid gjort av @dyehaug, F.
(2022). De beste stammene ble tatt opp fra -80°C fryser pa KBM, NMBU, og podet i
MRS-buljong (5 ml) fer inkubering ved 30°C i 24 t. Stammene ble s& ompodet en
ekstra gang under de samme betingelsene, fgr stammene ble 1% podet over til 100
ml MRS-buljong og inkubering ved 30°C i 24 t. Etter inkuberingen ble 100 ml av hver
stamme overfart til to 50 ml sterile sentrifugergr, og sentrifugert i Thermo Scientific
Multifuge X3R sentrifuge (Thermo Fisher Scientific, USA) ved 8 000 x G, ved 4°C, i
10 min. Pelleten ble vasket ved at supernatanten ble fjernet og pellet ble opplgst i
Ringers lgsning (25 ml) for ny sentrifugering. Denne vaskingen ble gjentatt to ganger.
Pellet ble sa resuspendert i Ringens lgsning (10 ml) med 15% glyserol.
Bakterielgsningene ble sa& overfart (0,5 ml) til sterile frysergr og plassert i fryser (-
80°C).

For a undersgke celletallet i frysestockene ble 0,1 ml frysestock overfart til 9,9 ml
Ringers lgsning (1/102 fortynning), deretter ble 0,1 ml fra denne lgsningen overfeart til
9,9 ml Ringers lgsning (1/10* fortynning). Dette ble repetert to ganger til en 1/108
fortynning var nadd. Utplating ved innstgpning i MRS-agar med konsentrasjonene

16



1/108, 1/107 og 1/108 ble deretter utfart. Det ble laget 2 paralleller av hver fortynning
og disse ble inkubert ved 30°C i 2 dggn. Skaler mellom 30 — 300 kolonier etter

inkubering ble telt og bakteriekonsentrasjonen ble utregnet.

2.3 Undersgkelse av melkesyrebakterie stammer

2.3.1 Screening av melkesyrebakterier for EPS-produksjon

Screeningen av melkesyrebakterie stammene ble utfgrt ved at 29 MSB stammer
(Tabell 1) ble valgt ut inkulderende en referanse stamme og hvor 28 av disse var
tidligere isolert fra forskjellige plantemateriale og fryst ned pa NMBU (Leirvik, 2022;
Ng'ong'ola-Manani et al., 2015; Qstlie et al., 2021). Alle stammene ble tint og podet
over i MRS-buljong far inkubert ved 30°C i 24 t. Stammene ble ompodet en ekstra
gang far bruk ved samme betingelsene. Ved & bruke en steril podenal ble hver av
stammene strgket ut pa karbohydrat-agarene, to stammer per skal. De ble sa
inkubert ved 30°C i 48 t. Stammene ble sa undersgkt for vekst og EPS-produksjon.
Utsende og tradtrekkenhet pa koloniene ble undersgkt og brukt som en indikasjon pa
EPS-produksjon. Utsende ble delt inn i enten sma tarre (-), sma slimete (+), slimete
(++), og store slimete kolonier (+++) (Figur 4). Tradtrekkenheten ble testet ved a
berare koloniene med en pode nal og undersgke om kolonien hang igjen i en tynn
trad, hvor ca. 5 mm ble regnet som litt tradtrekende (+) og ca. 10 mm eller lengere
ble regnet som tradtrekkende (++) (Ruas-Madiedo & de los Reyes-Gavilan, 2005).

Figur 4: Forskjellige utsende med hensyn til vekst og EPS-produksjon av melkesyrebakterier pa karbohyderat-agar hvor
kategoriene brukt under screeningen var. A; smad tgrre, B; Sma slimete, C; Slimete, D; store slimete kolonier.
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Tabell 1: Utvalgte MSB stammer brukt til screeningen av EPS-produksjon. Angitt informasjoner er nr. brukt videre i
oppgaven, stammer benyttet, kilden stammen ble isolert fra, og om de er homofermentative (HoF) eller heterofermentative
(HeF). Stamme nr. 1-4 (Ng'ong'ola-Manani et al., 2015; @stlie et al., 2021), 1-14 (Leirvik, 2022), 15-28 (Munch-Andersen et
al., 2022).

Nr. Stammer Kilde Fermentering
1| Weisella confusa TM 76 Soyabgnner | HeF
2 | Weisella cibaria <TM 120 Soyabgnner | HoF
3| Limosilactobacillus fermentum TM 336 Soyabgnner |HeF
4 | Leuconostoc citreum/holzapfelii GK 50 Bygg HeF
5| Pediococcus pentosaceus VL9 Bokhvete HoF
6 | P. pentosaceus VL25 Bokhvete HoF
7 | Leu. mesenteroides/pseudomesenteroides VL1 Havre HeF
8 [Leu. mes./pseudomes. VL18-2 Havre HeF
9|Leu. mes./pseudomes. VL19 Havre HeF

10 | Lactoplantibacillus plantarum/pentosus VL51 |Havre HoF
11 |Lpb plantarum VL53 Havre HoF
12 |Lpb plantarum VL11 Quinoa HoF
13| P. pentosaceus VL14 Quinoa HoF
14 | Lpb. plantarum/pentosus VL29 Quinoa HoF
15| Lpb. plantarum/pentosus CM2 Fadabgnner | HoF
16| Lpb. plantarum/pentosus CM12 Erter HoF
17| P. pentosaceus CM54 Fadabgnner | HoF
18| P. pentosaceus CM81 Fadabgnner | HoF
19| P. pentosaceus CM73 Erter HoF
20 | Leu.mes./Leu citreum CM87 Erter HeF
21| P. pentosaceus CM64 Erter HoF
22 | P. pentosauceus/Lpb. plantarum CM67 Erter HoF
23| Lpb. plantarum/pentosus CM65 Fadabgnner | HoF
24 | P. pentosaceus CM90 Fadabgnner | HoF
25| P. pentosaceus CM57 Erter HoF
26 [ Leu. mesenteroides CM78 Erter HeF
27 | Lacticaseibacillus rhamnosus CM61 Erter HoF
28 | P. pentosaceus/Enterococcus durans CM84 | Erter HoF
Leu. mesenteroides ssp. dextranicum DSM
29120484 i HeF
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2.3.2 Test av EPS-produksjon i kikertpuré 1

Det ble valgt ut 5 MSB stammer etter screeningresultatet fra avsnitt 2.3.1. Stammene
som ble valgt ut var W. cibaria <TM 120 (nr. 2), P. pentosaceus VL9 (nr. 5), Leu.
mes. /pseudomes. VL18-2 (nr. 8), P. pentosauceus/Lpb. plantarum CM67 (nr. 22), og
Lpb. plantarum/pentosus CM65 (nr. 23). De utvalgte stammene ble podet (1%) i
MRS-buljong (5 ml) og inkubert ved 30°C i ca. 24 t, dette ble gjort i to omganger for a

fa de i aktiv vekst.

Kikertpuré 1 (KP1) (avsnitt 2.2.1) podet med MSB stammer (1% wi/v) ble benyttet i
forste test. Pravene med 5% sukrose var sammensatt av kikertpuré (46,8 g), 80%S
(3,225 ml), og 1% (v/w) MSB stammer dyrket i MRS-buljong (0,5 ml). Prgvene uten
sukrose var sammensatt av kikertpuré (46,8g), sterilt vann (3,125 ml) og 1% (v/w)
MSB stammer dyrket i MRS-buljong (0,5 ml). En kontroll ble laget av kikertpuré (46,8
g) og sterilt vann (3,625 ml) uten MSB tilsatt.

Prgvene ble inkubert ved 30°C i 24 t. pH ble malt far og etter inkubasjonstiden

(avsnitt 2.4.2). Pragvene ble sa visuelt undersgkt for teksturendring ved bruk av skje.

2.3.3 Test av EPS-produksjon i kikertpuré 2

Det ble sa valgt ut 3 MSB stammer etter resultatene fra screeningen (avsnitt 2.3.1)
og farste EPS-produksjons test (avsnitt 2.3.2). Stammene som ble valgt ut var W.
cibaria <TM 120 (nr. 2), 5 (P. pentosaceus VL9 (nr. 5) og Lpb. plantarum/pentosus
CM®65 (nr. 23). De utvalgte stammene ble 1% podet i MRS-buljong (5ml) og inkubert
ved 30°C i ca. 24 t, dette ble gjort i to omganger for & fa de i aktiv vekst.

Kikertpuré 2 (KP2) (avsnitt 2.2.1) podet tilsvarende KP1 ble benyttet i den andre
testen. Provene med 5% karbohydrat-lgsning hadde en kombinasjon av kikerter
(71%), aquafaba eller sterilt vann (17%), 44%S/44%M eller sterilt vann (11%), og 1%
(v/w) MSB stammer dyrket i MRS-buljong (0,5 ml). En kontroll ble laget av kikerter
(71%) og sterilt vann (29%). Det ble veid ut 50 g KP2 i sterile syltetgyglass for poding
med MSB stammer (1% v/w) dyrket i MRS-buljong (0,5 ml) eller tilsetning av sterilt

vann (0,5ml). Sammensetningene til pravene er vist i Tabell 2.
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Tabell 2: Sammensetningen av de forskjellige prgvene testet under den andre EPS testen. Kodene pd prgvene er angitt
sammen med nr. pd stammen som ble brukt, karbohydrat tilsetning (S; sukrose, M; maltose, -; uten), og uten eller med
aquafaba (A; med aquafaba, -; uten aquafaba). Temperatur er angitt hvor 22; 22°C og 30; 30°C.

Kode Stamme Sakkarid Aquafaba
2SA30/2SA22 2 S A
5MA30/5MA22 5 M A
23SA30/23SA22 23 S A
25U30/25U22 2 S

5MU30/5MU22 5 M -
235U30/235U22 23 S -
2UA30/2UA22 2 - A
5UA30/5UA22 5 - A
23UA30/23UA22 23 - A
2UU30/2UU22 2 - -
5UU30/5UU22 5 - -
23UU30/23UU22 23 - -
KUU30 Uten - -

Pravene ble inkubert ved enten 22°C eller 30°C i 24 t. pH ble malt far og etter
inkubasjonstiden (avsnitt 2.4.2). Teksturen ble undersgkt ved reologianalyser (avsnitt
2.5).

2.4 Metabolismeforsgk

For & undersgke vekst og metabolisme av MSB i kikertpuréen i lgpet av
fermenteringstiden ble celletall, pH, og innhold av karbohydrater og organiske syrer
undersgkt. Disse analysene ble utfgrt far (TO) og etter (T24) fermentering. Alle

analysene ble repetert i 3 omganger.

2.4.1 Preparering av kikertpuré

Det ble valgt ut 3 MSB stammer etter resultatene fra screeningen (avsnitt 2.3.1),
testen av EPS-produksjon i kikertpuré 2 (avsnitt 2.3.3) og en tidligere masteroppgave
ved KBM fra @yehaug F. (2022). Stammene som ble valgt ut til dette forsgket var LlIb.
fermentum TM 336 (nr. 3), P. pentosaceus VL9 (nr. 5) og Lpb. plantarum/pentosus
CMG65 (nr. 23).

Kikertpuré 2 (KP2) (avsnitt 2.2.1) med 5% karbohydrat tilsetning ble igjen benyttet.
Prgvene hadde en kombinasjon av kikerter (71%), aquafaba (17%), og 44%S/44%M
(Stamme 5 med maltose, stamme 3 og 23 med sukrose) eller sterilt vann (11%). En
kontroll ble laget med kombinasjonen kikerter (71%), aquafaba (17%) og sterilt vann
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(11%), og ble ikke podet med MSB. Det ble malt ut 100 g KP2 med kombinasjonene
beskrevet ovenfor i hvert sitt syltetgyglass, disse ble podet med frysestocklgsning av
de 3 stammene til 10 kde/g. De ble podet med 1,5 — 2 t mellomrom. Podet
kikertpuré, 50 g, ble fordelt i syltetayglass og inkubert ved 30°C i 24 + 0,5 t. Det ble
tatt ut prever ved tid O (TO) og etter 24 t (T24). Totalt 14 prgver per

fermentertingsforsgks runde.

Disse forsgkene gikk over 3 uker med ett fermenteringsforsgk hver uke, og ble utfart

pa samme mate gjennom alle ukene.

2.4.2 Analyse av bakteriell vekst

Det ble veid ut 10 g prgvematerille fra kikertpureene som ble overfart til en
Stomacherpose, og tilsatt 90 ml Ringens lgsning, tilsvarende 1/10 fortynning.
Prgvene ble homogenisert i 2 min ved medium hastighet i en Stomacher (Stomacher
400 Lab Blender, Seward Medical, England). En fortynningsrekke ble laget ved &
overfgre 1 ml fra Stomacherposen til 9 ml Ringersrgr (1/102 fortynning). Deretter ble
0,1 ml fra 1/10? fortynningen overfart til 9,9 ml Ringersrgr (1/10* fortynning), og fra
denne fortynningen ble 0,1 ml overfgrt 9,9 ml Ringersrar (1/10° fortynning).

Fortynningene som ble benyttet for TO pravene var 1/103, 1/10* og 1/10°, og for T24
prgvene ble 1/10% 1/10° og 1/107 benyttet. Disse ble stgpt inni MRS-agar, med 2
paralleller per fortynning. Disse ble inkubert ved 30°C i 48-56 t. Dette ble gjennomfart
ved alle 3 fermenteringsforsgkene. Skaler mellom 30 — 300 kolonier etter inkubering
ble telt og bakteriekonsentrasjonen ble utregnet.

2.4.3 pH analyse

For & undersgke pH endring i kikertpureene ble pH malt far og etter fermenteringen.
Det ble tatt ut ca. 5 g pravemateriale fra kikertpureene hvor pH ble malt med en pH
elektrode (Radiometer, Kgbenhavn, Danmark) og et pH-meter (PH92 Lab pH meter,
Radiometer). pH-meteret ble kalibrert daglig ved bruken av standard bufferlgsning
(Merck) pa pH 4,0 og 7,0.

2.4.4 Analyse av karbohydrater og organiske syrer
Innholdet av karbohydrat og organiske syrer far og etter fermenteringen ble analysert
med «High Performanse Liquid Chromotography» (HPLC) beskrevet av Grennevik

(2011). Analysen ble gjennomfart ved alle 3 fermenteringsforsgkene.
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Det ble veid ut 1,00 g prgvemateriale i 15 ml reagensrgr med kork. Deretter ble det
tilsatt 2,50 ml ionebyttet vann, 0,200 ml 0,5 M H2SOa4 (Merck, Tyskland), og 8 ml
CH3CN (Merck, Tyskland). Pravene ble vendt forhand og deretter plassert i en Multi
RS-60 Biosan vendemaskin (Montebello Diagnostics A/S, Oslo, Norge) i 30 min.
Prgvene ble sa sentrifugert i en Kubota 2010 (Kubota Corporation, Tokyo, Japan)
ved 3500 RPM i 15 min. Supernatanten ble filtrert med en 0,2 um PTFE Membran
(Acrodisc CR 13 mm Syringe Filter, PALL, Storbritannia) over i et HPLC rar, hvor 1
ml supernatant ble brukt for & vaske filteret mellom prgvene (Grgnnevik et al., 2011).

Prgvene ble analysert ved hjelp av programvaren OpenLab CDS (Agilent
Technologies) og HPLC-instrument Agilent Technologies 1260 Infinity 1l (Agilent
Technologies, Singapore), bestdende av pumpe (Agilent Technologies), auto
sampler (Agilent Technologies), kolonneovn (Agilent Technologies), DAD-UV
detektor (Agilent Technologies), og RI-detektor (Agilent Technologies). Det ble
injisert 25 pl prgvemateriale inn i en Aminex HPX-87H kolonne (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). Det ble brukt en kolonnetemperatur pa 32°C, en

mobilfase av 5 mM H2S0a og en hastighet pa 0,4 ml/min (Grgnnevik et al., 2011).

En standardlgsning ble preparert og analysert pA samme mate som prgvene for a
bestemme innholdet av de ulike komponentene i prgvene. Komponentene i prgvene
ble indentifisert ved retensjonstid i sammenligning med standardlgsningen.
Standardlgsningen hadde en sammensetning av maltose, fruktose, glukose,
melkesyre, citratsyre og eddiksyre. Eddiksyre og karbohydratene ble detektert ved
hjelp av RI-detektor, og resten av organiske syrene ble detektert med DAD-UV
detektor (Grgnnevik et al., 2011).

2.5 Utvikling av kikertburger

Etter resultatene fra de reologiske analysene (avsnitt 2.5.1) av
fermenteringsforsgkene ble stamme 3 (LIb. fermentum TM 336) og med sukrose
tilsetning valgt ut til produksjonen av kikertburgere. Tillagingen av fermenterte
kikerpuréen som ble brukt er beskrevet i avsnitt 2.3.4, hvor stamme 3 og 5% sukrose
ble benyttet. Ikke-fermentert kikertpuré ble laget ved & blande 250 g kikerter (71%),
60 g aquafaba (17%) og 40 g vann (11%) i en foodprosessor (Bosch Multi Talent 3
MCM3110W), ved trinn 1 i 1 min. Det ble laget tre (A, B, og C) forskjellige
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burgermikser med et varierende forhold av fermentert og ikke-fermentert kikertpuré.
Burgermiks A inneholdt 1:0 forhold av fermentert til ikke-fermentert kikertpuré, miks B
innehold 1:1 forhold av fermentert til ikke-fermentert kikertpuré, og miks C innehold

0:1 forhold av fermentert og ikke-fermentert kikertpuré.

Det ble ogsa tilsatt potetmel (Hoff, Norge), rapsolje (Rema 1000, Nederland) og salt
(Dansksalt A/S, Danmark). Burgermiksene bestod av 75% kikerpure, 12,5% rapsolje,
11,5% potetmel og 1% salt, og det ble laget ca. 400 g oppskrifter av alle
burgermiksene. | en bakebolle ble 300 g kikertpuré, 50 g rapsolje, 46 g potetmel og 4
g salt blandet til en homogen blanding ved hjelp av en slikkepott. Blandings

forholdene til de tre burgermiksene er vist i Tabell 3.

Tabell 3: Ingrediensene brukt til tre forskjellige burgermikser, A, B og C. Viser andelen fermentering og ikke fermentert
kikerpuré brukt, samt mengden olje, potetmel, salt og slutt volumet.

Ingredienser A B C
Mengde (Q)

Fermentert kikertpuré 300 150 0
Kikertpuré 0 150 300
Potetmel 46 46 46
Rapsolje 50 50 50
Salt 4 4 4
Total mengde 400 400 400

For & lage burgerne ble det tatt ut ca. 100 g materiale fra burgermiksene som ble
formet til runde burgere med en diameter pa ca. 10 cm og en hgyde pa ca. 2 cm. Det
ble laget 3 burgere av hver burgermiks. Disse burgerne ble lagt pa sma firkantede
biter av bakepapir og veid, far de ble plassert pa et stekebrett. Burgerne ble stekt i
stekeovn pa samme brett ved 230 °C med over — under varme i 20 min. Etter steking
ble de overfart til et romtemperert steke brett og et ark med bakepapir ble lagt over
de for & redusere inntgrking av overflaten. Etter steking endret formene pa burgerne
seg til ca. 12-14 cm diamanter og en hayde pa 1-1,5 cm. Etter 40 min nedkjgling ble

de igjen veid, for & undersgke vekttapet under steking.
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2.6 Reologiske analyser av kikertpuré og -burger

2.6.1 Kikertpuré

For & undersgke effekten av EPS produserende MSB pa
teksturen i kikertpuré og kikerburger ble reometer med
plate-plate malessytem som beskrevet nedenfor benyttet
til reologiske analysene. Analysene ble gjennomfgrt pa
alle 25 prgvene fra den andre fermenteringsforsgket for ’
EPS-produksjon i kikertpuré (Avsnitt 2.3.3), uten
paralleller. Og ale 7 prgvene benyttet il

metabolismeforsgket (avsnitt 2.3.4), i 3 paralleller.

Det ble benyttet et reometer modell Physica MCR 301
(Anton Paar GmbH, Graz, Osterrike), og plate-plate
malesystem (PP50/P2-SN9573) til reologianalysene (Figur

5). Dataen ble produsert og analysert av Rheoplus |
(RHEOPLUS/32 V3.40). Det ble overfort ca. 20 g de‘;rkfée’jf:x;t” med plate-plate mdlesystem
prgvemateriale pa platen, hvor sa platen ble senket

til maleposisjonen (3 mm). Overskuddsmateriale ble ikke fiernet far malingen for a
redusere inntgrking av prgven under analysene. Det ble brukt en malingstemperatur
pa 20°C. Analysene som ble benyttet var; 1: «<Amplite sweep» (AS) med en gkende
kontrollert tayning (0,01-10%) og konstant anguleer frekvens (10 rad/s) med 19
malepunkter, 2: «Shear rate test» (SRT) med konstant skjaeringshastighet pa 0,1 s*
og 120 malepunkter med gkende intervaller mellom 0,1-10 s, 3: «Rotasjonstest» (RT)
med gkende kontrollert skjeeringshastighet mellom 1-300 s, og 4: Temperatur
avhengig oscillasjons test (TDOT) med konstant tayning (0,1%) og angulaer frekvens
(10 rad/s), og kontrollert temperaturendring. Temperaturen til TDOT startet ved 20°C,
forsa bli gkt til 90°C, deretter nedkjglt igjen til 20°C. Rheoplus ble benyttet for & finne
omrade for det viskoelastiske omradet (LVER) for AS nar G’ gikk ned 3% fra

startsverdi.
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2.6.2 Kikertburger

For & undersgke tekstur forskjellene mellom burgermiksene og referanse burgere ble
en «texture profile analysis» (TPA) benyttet. Teksturen pa burgerne ble undersgkt
ved bruk av TA.HDplus Texture Analyser (Stable Mirco system, UK), med en sylinder
sonde (SMS P/0.5). Dataen ble produsert av Exponent connection V. 7.0.1.0. Det ble
brukt en hastighet pa 5 mm/s og sonden gikk ned 50%. Burgerne ble laget som
beskrevet i avsnitt 2.6. Etter 40 min nedkjgling av burgerne etter steking ble det gjort
malinger pa burgerne laget av de tre burgermiksene, hvor det ble kjgrt to paralleller.
Det ble gjort malinger pa 5 punkter (Figur 7), totalt 10 malinger per burgermiks (Figur
6).

Figur 7: Illustrasjon av Figur 6: Bilde av kikertburger under
madlepunktene brukt i TPA. TPA madlt med en sylinder sonde.

Det ble ogsa gjort TPA pa 2 frosne referanse burgere, Classic Hamburger 8stk
(Nortura AS (Gilde), Norge) og Naturli-burger (Orkla Foods Norge As, Norge).
Burgerne ble tint og temperert til 4°C og veid far steking. Disse burgerne ble stekt i
stekeovn pa 230°C ved over — under varme i 20 min, deretter ble de overfart til et
nytt stekbrett og et lag med bakepapir ble plassert over dem. Disse ble nedkjglt i 40
min far de ble veid igjen og TPA ble utfgrt pA samme mate beskrevet ovenfor, disse

ble ogsa kjart i to paralleller.
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2.7 Databehandling og statistiske analyser

Rstudio (Rstudio-2022.12.0. Build 353) og Microsoft Excel ble brukt til data
behandling, og tillaging av figurer og tabeller. Det ble utfart ANOVA og Tukeys test
for & undersgke forskjeller og sammenhenger mellom pH, innhold av karbohydrater
og organiske syrer, viskositet og reologiske verdier fra Rheoplus og Exponent
connection. Rstudio ble brukt for & undersgke forskjeller mellom pragvene ved et
signifikansniva pa 0,05, samt til & lage korrelasjonsplot, boksplots og skatterplots.
Excel ble brukt for & lage sgyle- og linjediagram og tabeller.

2.8 Prgvekoder
Oversikten over prgvekodene brukt i denne oppgaven (materialer og metoder, og
resultatdelen) er vist i Tabell 4. Her vises hvilke stammer som ble brukt, karbohydrat

(sukrose, maltose eller ingen), med eller uten aquafaba og inkuberingstemperatur.
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Tabell 4: Forklaring pa prgvekoder med hensyntil variablene brukt under forsgkene beskrevet i materialer og metoder
kapitelet og i resultater. Her vises prgvekodene, stamme benyttet, sukkerarten brukt (S; sukrose, M; maltose, -; uten sukker),
innholdet av aquafaba (A; med aquafaba, -; uten aquafaba), og inkuberingstemperatur 22°C (22) eller 30°C (30).

Prave

Kode Inkuberings-
Stamme Sukkerart Aqufaba temperatur (°c)
2S W. cibaria <TM 120 S - 30
5S P. pentosaceus VL9 M - 30
8S Leu. mesenter. /pseudomesenteroides VL18-2 S - 30
22S P. pentosauceus/Lpb. plantarum CM67 S - 30
23S Lpb. plantarum/pentosus CM65 S - 30
2U W. cibaria <TM 120 - - 30
SU P. pentosaceus VL9 - - 30
8uU Leu. mesenter. /pseudomesenteroides VL18-2 - - 30
22U P. pentosauceus/Lpb. plantarum CM67 - - 30
23U Lpb. plantarum/pentosus CM65 - - 30
KU - - - 30

2SA22 W. cibaria <TM 120
5MA22 P. pentosaceus VL9 22
23SA22 Lpb. plantarum/pentosus CM65 22

A 22
A
A

2UA22 W. cibaria <TM 120 - A 22
A
A

nonm

5UA22 P. pentosaceus VL9 22
23UA22 Lpb. plantarum/pentosus CM65 22

2SU22  W. cibaria <TM 120 IS - 22
5MU22  P. pentosaceus VL9 M - 22
23SU22 Lpb. plantarum/pentosus CM65 S 22

2UU22 W. cibaria <TM 120 - - 22

5UU22 P. pentosaceus VL9 . i} 29
23UU22 Lpb. plantarum/pentosus CM65 - - 22
2SA30 W. cibaria <TM 120 S A 30
5MA30 P. pentosaceus VL9 M A 30
23SA30 Lpb. plantarum/pentosus CM65 S A 30
2UA30 W. cibaria <TM 120 - A 30
5UA30 P. pentosaceus VL9 - A 30
23UA30 Lpb. plantarum/pentosus CM65 - A 30
2SU30 W. cibaria <TM 120 S ; 30
5MU30 P. pentosaceus VL9 M - 30
23SU30 Lpb. plantarum/pentosus CM65 S - 30
2UU30  W. cibaria <TM 120 - - 30
5UU30 P. pentosaceus VL9 - . 30
23UU30 Lpb. plantarum/pentosus CM65 - - 30
KUU30 - - - 30
3SA30 LIb. fermentum TM 336 S A 30
KUA30 - - A 30
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3 Resultater

Resultatene er fordelt inn i 5 seksjoner; EPS screening av MSB, Test av EPS-

produksjon i kikertpuré, metabolismeforsgk, reologianalyser, og burgerforsgk.

3.1 Screening av EPS-produksjon hos utvalgte MSB

Det var totalt 29 MSB stammer som ble utvalgt for EPS screening og som da kunne
blitt brukt videre i oppgaven, av disse var nr. 29 en referanse stamme. Tabell 5 viser
resultatene fra EPS screeningen av de 29 MSB stammene, hvor det ble brukt 3
forskjellige karbohydrat-agarer (sukrose, maltose, og glukose). Stammene ble
kategorisert etter koloniutseende og om de hadde tradtrekkende egenskaper
(beskrevet i avsnitt 2.3.1). Totalt var det 11 stammer som ga slimete kolonier, hvor av
disse var det 4 som var veldig slimete, 4 slimete og 3 litt slimete kolonier. Det var
stammene W. confusa TM76 (nr. 1), W. cibaria TM120 (nr. 2), LIb. fermentum TM336
(nr. 3), og Leu. Citreum/holzapfelii GK50 (nr. 4) som ga veldig slimete kolonier pa
sukrose-agaren, mens stammene Leu.mes./pseudomes. VL1 (nr. 7),
Leu.mes./pseudomes VL18-2 (nr. 8), P. pentosauceus/Llb. plantarum CM65 (nr.22),
og Lpb. plantarum/pentosus CM65 (nr. 23) ga slimete kolonier. Stammene P.
pentosaceus VL25 (nr. 6), P. pentosaceus CM54 (nr. 17) og P. pentosaceus CM73
(nr. 19) litt slimete kolonier p& glukose-agar, mens P. pentosaceus CM73 (nr. 17) ga
ogsa litt slimete kolonier pd maltose-agar. Det var totalt 14 stammer som var
tradtrekkende, hvor 2 av stammene hadde trader pa 10 mm og 12 stammer som
hadde trader pd& 5 mm. Stammene P. pentosaceus VL9 (nr. 5) og P. pentosaceus
VL25 (nr. 6) pa maltose-agar som ga trdder pa 10 mm, mens
Leu.mesenter./pseudomes. VL19, P. pentosaceus VL14, P. pentosaceus CM54, og
P. pentosaceus CM73 (nr. 9, 13,17, 19) hadde trader pd 5 mm pa maltose-agar. Pa
sukrose-agar var det W.cibaria <TM120, Llb. fermentum TM336, Leu.
citreum/holzapfelii GK50, Lpb. plantarum VL53, Lpb. plantarum/pentosus VL29, P.
pentosaceus CM81, P. pentosauceus/Llb. plantarum CM65 og Leu.mes. ssp.
Dextranicum DSM20484 (nr. 2, 3, 4, 11, 14, 18, 22, 29) som hadde trader pa 5 mm.
Mens pa glukose-agar var det P. pentosaceus VL9, P. pentosaceus VL25,
Leu.mes./pseudomes. VL18-2, P. pentosaceus VL14, P. pentosaceus CM54, og P.
pentosaceus CM73 (nr. 5, 6, 9, 13, 17, 19) som hadde trader pa 5 mm.

Etter resultatene fra EPS screeningen (Tabell 5) ble stammene W. cibraria <TM120
(nr. 2), Llb. fermentum TM336 (nr. 3), P. pentosaceus VL9 (nr. 5),
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Leu.mes./pseudomes. VL1 (nr. 8), P. pentosauceus/LIb. plantarum CM65 (nr.22), og

Lpb. plantarum/pentosus CM65 (nr. 23) ut for & bli brukt videre i oppgaven.

Tabell 5: Resultatene fra EPS screening av 29 utvalgte MSB stammer. Tabellen viser nr. pd stammene, stammens navn,
agarene brukt (sukrose, maltose og glukose), og utsende og trddtrekkenheten. Utsende er kategorisert etter utsende pd
koloniene; sma tgrre (-), smad slimete (+), slimete (++), og store slimete (+++). Tradtrekkenheten er kategorisert etter om de
ikke lagde en trad (-), tradd pd 5 mm (+) eller <10 mm (++) testet med podendl.

Stammer

Sukrose

Utsende

Tréd-
trekkende

Maltose

Utsende

Trad-
trekkende

Glukose

Utsende

Trad-
trekkende

W. confusa TM 76

W. cibaria <TM 120

Llb. fermentum TM 336

Leu. citreum/holzapfelii GK 50
P. pentosaceus VL9

P. pentosaceus VL25
Leu.mes./pseudomes. VL1
Leu.mes./pseudomes. VL18-2
Leu.mes./pseudomes. VL19
Lpb. plantarum/pentosus VL51
Lpb. plantarum VL53

Lpb. plantarum VL11

P. pentosaceus VL14

Lpb. plantarum/pentosus VL29
Lpb. plantarum/pentosus CM2
Lpb. plantarum/pentosus CM12
P. pentosaceus CM54

P. pentosaceus CM81

P. pentosaceus CM73
Leu.mes./Leu. citreum CM87
P. pentosaceus CM64

P. pentosauceus/Lpb. plantarum CM67
Lpb. plantarum/pentosus CM65
P. pentosaceus CM90

P. pentosaceus CM57

Leu. mesenteroides CM78

Lc. hamnosus CM61

P. pentosaceus/E. durans CM84

Leu.mes. ssp. dextranicum DSM 20484

(kontroll)

+++

+++

+++

+++

++

++

++

++

+

++

++
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3.2 Test av EPS-produksjon i kikertpuré

3.2.1 Undersgkelse av vekst og EPS-produksjon i kikerter

For & undersgke om de 5 utvalgte stammene vokste i kikertpuré ble det undersgkt
om pH ble redusert og om kikertpureens tekstur endret seg etter fermentering. Det
var W. cibaria <TM120 (nr. 2), P. pentosaceus VL9 (nr. 5), Leu.mes/pseudomes.
VL18-2 (nr. 8), P. pentosauceus/Lpb. plantarum CM67 (nr. 22) og Lpb.
plantarum/pentosus CM65 (nr. 23) som ble brukt til testen, samt en kontrollprgve
som ikke ble podet. Alle ble inkubert ved 30°C i 24 t, med og uten 5% sukrose. Tabell
6 viser endringene observert etter fermentering med de 5 stammene og kontroll med
0og uten sukrose. Det var observert en pH-nedgang i alle prgvene tilsatt MSB
stamme, med unntak av 5U. Den hgyeste pH nedgangen var i prgve 2S, 8S, 22S og
23S, disse hadde ogsa gassdannelse. Kontrollen (KU) hadde ingen pH nedgang,
gassdannelse eller tekstur endring under inkuberingsperioden. Tekstur endring var
observer i alle prgvene med sukrose tilsetning, men i varierende grad, og to av
prgvene uten sukrose tilsetning. Prave 2S og 23S ble mye mer tyktflytende enn
prevene 5S, 8S, 22S, 5U, og 22U som kun ble litt tykkere under inkuberingsperioden.
Teksturen var ikke forandret hos pregve 2U, 8U, 23U og KU.

Stammene som ble valgt ut for videre bruk var W. cibaria <TM120 (nr. 2), P.
pentosaceus VL9 (nr. 5) og Lpb. plantarum/pentosus CM65 (nr. 23).

Tabell 6: Observerte endringene i kikertpuré etter fermentering med 5 utvalgte MSB stammer, samt en kontroll uten MSB.
Prgvekodene viser stamme (2 — W. cibaria <TM120, 5 — P. pentosaceus VL9, 8 — Leu.mes./pseudomes VL18-2, 22 — P.
pentosauceus/Lpb. plantarum CM67, 23 — Lpb. plantarum/pentosus CM65), sukkerart (S; 5% sukrose, U; vann), tekstur
endring (-; ingen endring, +; litt tykkere, ++; mye tykkere), dannelse av gass bobler (-; uten gassbobler, +; med gassbobler),
og pH far (T0) og etter (T24) fermentering.

Kode Stamme nr.  Sukkerart Tekstur Gassbobler  pH TO pH T24
25 2 S ++ + 6,01 4,41
5S 5 S - 6,05 5,81
8S 8 S + 6,06 3,99
225 22 S + 6,01 4,44
23S 23 S ++ + 6,02 4,45
2U 2 U - - 6,10 5,51
5U 5 U + - 6,04 6,14
8U 8 U - - 6,05 4,62
22U 22 u + - 6,16 5,22
23U 23 U - - 6,12 5,21
KU Kontroll U - - 6,15 6,12
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3.2.2 Undersgkelsen av vekst i kikertpuré for utvalgte stammer.

Stammene W. cibaria TM120 (nr. 2), P. pentosaceus VL9 (nr. 5), og Lpb.
plantarum/pentosus CM65 (nr. 23) bruk i denne undersgkelsen. Effekten av tilsetning
av karbohydrater, aquafaba og valget inkuberingstemperatur undersgkt med hensyn
pa pH-nedgang. Pravene som ble undersgkt hadde en kombinasjon av en av de tre
MSB stammer, med eller uten karbohydrat (maltose eller sukrose), med eller uten
aquafaba, og inkuberingstemperatur var 22°C eller 30°C. Alle prgvene ble inkubert i

24 t og pH ble malt ved fermenteringsstart og etter fermenteringstiden.

pH endringen under inkubasjons tiden hos pragvene inkubert ved 22°C og 30°C er vist
i Figur 8. Prgvene fermentert ved 22°C var det 23SU22 som hadde den laveste slutt
pH pa 4,55, mens det var prave 5UA22 og 5UU22 som hadde de hgyeste slutt pH-
ene pa 5,85, se figur 8a. Pravene fermentert ved 30°C var det 23SA30 som hadde
den laveste slutt pH-en pa 4,55 og den hgyeste slutt pH-en var hos KUU30 og
5UU30 som hadde pH pa 6,00 og 6,08. Pravene med karbohydrat tilsetning sa ut til a
ha lavere slutt pH en de som ikke var tilsatt ekstra karbohydrater.
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Figur 8: Start (TO) og slutt (T24) pH i pr@gvene fra fermenteringsforsgket med kikerter fermentert ved 22°C (a) og 30°C (b)
med og uten karbohydrat og med og uten aquafaba. Prgvekodene beskriver stamme, karbohyderat og aquafaba tilsetning,
og inkuberingstemperatur, 2 — W. cibaria <TM120, 5 — P. pentosaceus VL9, og 23 — Lpb. planetarum/pentosus CM65. S —
5% sukrose, M — 5% maltose, A — aquafaba, U — uten karbohydrat/aquafaba, 22 — 22°C, 30 — 30°C.
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3.2.3 Teksturanalyser av kikerter fermentert med utvalgte stammer

For & undersgke endringene pa fart kikertpureene under fermentering og effektene til
variablene ble det utfart reologiske analyser pa pravene fra 3.2.2. Det ble utfart 4
reologiske analyser pa prgvene fra det andre fermenterings forsgket, analysene som
ble utfgrt var som faglger: AS, SRT, RT og TDOT. Prgvene ble analysert over en 4

dagers periode.

«Amplitude sweep» (AS) ble brukt for & finne LVER (3%) hos pravene. Figur 9 viser
gjennomsnitts verdiene for prgvenes styrke (Tau), lagringsmodul (G’), og tgyning
(gamma) ved LVER. Det var prgve 23SA30 og 23UU30 som hadde de hgyeste G’
verdiene pa 12 912 Pa, og 12 752 Pa. Disse prgvene hadde ogsa de hgyeste Tau
verdiene pa 11,6 Pa, og 12,4 Pa. De laveste G’ og Tau var hos 2SA30 med
henholdsvis 666 Pa, og 0,25 Pa. Det var 5SMU30 og 5MU22 som hadde de hgyeste
gamma verdiene pa 0,13%. Pravene med de laveste Gamma var 2SA22 og 2SA30
pa 0,04%. Det var signifikante forskjeller mellom prgvenes gamma, G’ og Tau
verdier, se vedlegg 3a, 3b, og 3c. Det var ogsa signifikante forskjeller mellom

prevene og stammene brukt for G’ og Tau verdiene.
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Figur 9: Gjennomsnittsverdien for LVER mdlt hos prgver laget med kikerter fermentert ved 22°C og 30°C med og uten
karbohydrat og med og uten aquafaba. Plot a viser lagringsmodul (G’) mot styrke (Tau), og b viser lagringsmodul (G’) mot
tgyning (gamma) ved LVER (3%). Prgvekodene beskriver stamme, karbohyderat og aquafaba tilsetning, og
inkuberingstemperatur, 2 — W. cibaria <TM120, 5 — P. pentosaceus VL9, og 23 — Lpb. planetarum/pentosus CM65. S —5%
sukrose, M — 5% maltose, A — aquafaba, U — uten karbohydrat/aquafaba, 22 — 22°C, 30 — 30°C.
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For & undersgke pravenes viskositet og om de hadde tradtrekkende egenskaper ble
det benyttet en «shear rate test» (SRT), kurvene er vist i Figur 10. Prgvene 23SA30,
5MA30, 5MU30, 23UU22, og 5MU22 viste tegn til tradtrekkendeegenskaper.
Prgvene fermentert ved 30°C var det 23SA30 som hadde den hgyeste slutt
viskositeten pa 2134 Pa s, mens 2SA30 hadde den laveste pa 82 Pa s, se figur 10a.
Prgvene fermentert ved 22°C var det 23SA22 som hadde den hgyeste slutt viskositet
pa 1207 Pa's, og den laveste ble observert hos 2SA22 pa 66 Pa s, se figur 10b.
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Figur 10: Shear rate test (SRT) kurver for prgvene fermentert i fermenteringsforsgket med kikerter ved 22°C (a), og 30°C (b).
Prgvekodene beskriver stamme, karbohyderat og aquafaba tilsetning og inkuberingstemperatur, 2 — W. cibria <TM120, 5 —
P. pentosaceus VL9, og 23 — Lpb. planetarum/pentosus CM65. S — 5% sukrose, M — 5% maltose, A — aquafaba, U — uten
karbohydrat/aquafaba, 22 — 22°C, 30 — 30°C.
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For a undersgke pravenes viskositet og om de hadde newtonske eller ikke-
newtonske flytegenskaper ble det utfgrt en rotasjonstest (RT), kurvene fra denne
testen er vist i Figur 11. Alle pravene hadde ikke-newtonske flytegenskaper, i form av
skjeertynnende flyttegenskap. Prgve fermentert ved 30°C var det 23SA30 som hadde
den hgyeste starts viskositeten pa 282 Pa s, og 2SA30 hadde den laveste pa 10,7
Pa s. Alle prgvene hadde en slutts viskositet pa 0,4 — 2,2 Pa s, se figur 11a. Prgvene
fermentert ved 22°C var det 23SA22 som hadde dem hgyeste starts viskositeten pa
230 Pa s, og 2SA22 hadde den laveste pa 10,6 Pa s. Alle prgvene hadde en slutts
viskositet pa 0,04 — 2,1 Pa s, se figur 11b.
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Figur 11: Rotasjonstest (RT) kurver for prgvene fermentert i fermenteringsforsgket med kikerter ved 22°C (a), og 30°C (b).
Prgvekodene beskriver stamme, karbohyderat og aquafaba tilsetning og inkuberingstemperatur, 2 — W. cibria <TM120, 5 -
P. pentosaceus VL9, og 23 — Lpb. planetarum/pentosus CM65. S — 5% sukrose, M — 5% maltose, A — aquafaba, U — uten
karbohydrat/aquafaba, 22 — 22°C, 30 — 30°C.
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For & undersgke lagringsmodulen (G’) ved og etter oppvarming til 90°C ble det utfart
en temperatur avhengig oscillasjons test (TDOT). Lagringsmodulene (G’) malt ved
TDOT er vist i Figur 12. Lagringsmodulen (G’) fra prgvene fermentert ved 22°C gkte
hos 2SA22, 5SMA22, 23SA22, 2SU22, og 2UU22, se Figur 12a. Prgven med den
heyeste G’ ved 20°C etter oppvarming var hos 23SA22 pa 42 650 Pa, og den laveste
var hos 23SU22 pa 926 Pa. Ved 70°C etter oppvarming var det ogsa prgve 23SA22
som hadde den hgyeste verdien pa 25 530 Pa, og den laveste hos 23SU22 pa 1222
Pa. Figur 12b viser at G’ til pravene fermentert ved 30°C okte etter oppvarming hos
2SA30, 5MA30, 23SA30, 2UA30, 2SU30, og 23SU30, se figur 13b. Etter oppvarming
ved 20°C var det 5SMA30 som hadde den hgyeste G’ pa 44 320 Pa, og den laveste
var hos KUU30 pa 1573 Pa. Ved 70°C etter oppvarming var det 5MA30 som hadde
den hgyeste G’ pa 28 160 Pa, og 5UA30 den laveste pa 3382 Pa.
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Figur 12: Temperatur avhengig oscillasjons test (TDOT) brukt for & mdle lagringsmodulen (G’) ved og etter oppvarming
opptil 90°C, til pr@vene fermentert ved 22°C (a) og 30°C (b). Lagringsmodulene ved temeraturene 20°C f@r oppvarming (bld),
90°C (oransje), 70°C etter oppvarming (grd), og 20°C etter oppvarming (gul). Prévekodene beskriver stamme, karbohyderat
og aquafaba tilsetning og inkuberingstemperatur, 2 — W. cibria <TM120, 5 — P. pentosaceus VL9, og 23 — Lpb.
planetarum/pentosus CM65. S — 5% sukrose, M — 5% maltose, A — aquafaba, U — uten karbohydrat/aquafaba, 22 — 22°C, 30
—-30°C.
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3.3 Metabolismeforsgk

For & undersgke endringene i kikertpuré under fermentering med utvalgte MSB ble
det utfgrt et metabolismeforsgk med 3 gjentak. Det ble utfart en HPLC analyse for &
bestemme innholdet av utvalgte karbohydrater og organiske syrer. Celletall og pH ble
ogsa analysert og malt far og etter fermentering. Pravene ble fermentert ved 30°C i
24 t. Stammene som ble benyttet var Llb. fermentum TM336 (nr. 3), P. pentosaceus
VL9 (nr. 5), og Lpb. plantarum/pentosus CM65 (nr. 23). Det ble ogsa laget en kontroll
uten MSB. Det ble ogsa testet ut effekten av karbohydrattilsetning, hvor stamme nr. 3

0g 23 ble tilsatt 5% sukrose og nr. 5 5% maltose. Alle prgvene ble tilsatt aquafaba.

3.3.1 pH-analyse

Det ble malt pH far (TO) og etter (T24) fermentering, hvor gjennomsnittsverdiene er
presentert i Figur 13. Nesten alle prgvene fikk en reduksjon i pH etter fermentering,
bortsett fra 5UA30 og KUA30. Prgve 23SA30 hadde den laveste pH-en etter
fermentering pa 4,6. Alle pravene hadde en start pH pa 6,09 — 6,13. Pravene med
lavest slutt pH etter 24 t til alle pravene er presentert i stigende rekke fglge er som
folger: 23SA30, 3SA30, 5MA30, 23UA30, 3UA30, KUA30, og 5UA30. Det var

signifikante forskjeller (p < 0,05) mellom prgvenes slutt pH, se vedlegg 4a.
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Figur 13: pH endring i pravene brukt under metabolismeforsgket fgr (T0O) og etter (T24) fermentering. Stammene som ble
brukt var 3 — LIb. fermentum TM336, 5 — P. pentosaceus VL9, og 23 — Lpb. plantarum/pentosus CM65. Kontroll uten stamme
(K). Karbohydratene tilsatt var 5% sukrose (S),5% maltose (M) og uten karbohydrat (U), aquafaba tilsetning (A), og
inkuberings temperatur pd 30°C (30). Gjennomsnittsverdier av 3 gjentak er presentert.
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3.3.2 Celletall

Celletallet til provene ble undersgkt ved innstgpning i MRS-agar, og estimert ut ifra
antallet kolonier. Gjennomsnitts Log kde/g for prgve faor (TO) og etter (T24)
fermentering er vist i Figur 14. Alle pravene hadde et celletall pa ca. 6 log kde/g far
fermentering, og ca. 9 log kde/g etter fermentering, bortsett fra kontrollen KUA30
uten tilsatt MSB. Prgve 3UA30 hadde det hgyeste celletallet etter fermentering pa
9,07 log kde/g, og det laveste var 5SMA30 pa 8,61 log kde/g. Det var signifikante
forskjeller (p < 0,05) mellom prgvenes celletall far og etter fermentering, se vedlegg
4b.
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Figur 14: Celletallet for prgvene brukt i metabolismeforsgket for (0t) og etter (24t) fermentering. Stammene som ble brukt
var 3 — LIb. fermentum TM336, 5 — P. pentosaceus VL9, og 23 — Lpb. plantarum/pentosus CM65. Kontroll uten stamme (K).
Karbohydratene tilsatt var 5% sukrose (5),5% maltose (M) og uten karbohydrat (U), aquafaba tilsetning (A), og inkuberings
temperatur pd 30°C (30). Gjennomsnittsverdier av 3 gjentak er presentert.

3.3.3 Organiske syrer og karbohydratinnhold

For & undersgke innholdet av maltose, glukose og fruktose i pravene ble det utfart en
HPLC analyse. Det gjennomsnittlige innholdet av disse tre karbohydratene far (TO)
og etter (T24) fermentering er vist i Figur 15a, b og c. Det hgyeste innholdet av
maltose var i 5SMA30 far og etter fermentering pa henholdsvis 32 906 ppm og 30 318
ppm. Det var sveert stor forskjell i maltoseinnholdet mellom 23SA30 og 3SA30 etter
fermentering. Innholdet av glukose var hgyest hos 23SA30 fgr og etter fermentering
pa henholdsvis 9376 + 3202 ppm og 4881 + 1962 ppm. Innholdet av fruktose var
hagyest hos 23SA30 fer fermentering pa 9815 + 3392 ppm, og hayest etter
fermentering hos 3SA30 pa 22 612 + 526 ppm. Det laveste maltose innhold var hos
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23UA30 bade far og etter fermentering pa 2989 + 199 ppm og 741 + 51 ppm.
Laveste glukose innholdet var hos 23UA30 bade fer og etter fermentering pa 810 +
186 ppm og 276 + 49 ppm. Det laveste innholdet av fruktose var hos 3UA30 fagr og
etter fermentering pa henholdsvis 810 + 421 ppm og 118 + 86 ppm. Det var
signifikante forskjeller (p < 0,05) mellom prgvenes maltose og glukoseinnhold fgr og
etter fermentering, og fruktoseinnholdet mellom 3SA30 og resten av prgvene, se

vedlegg 4j, 4k og 4l.
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Figur 15: Innholdet av maltose (a), glukose (d), fruktose (c), melkesyre (d), sitronsyre (e) og eddiksyre (f) fer (T0), og etter
(T24) fermentering av prgvene fra metabolismeforsgket. . Stammene som ble brukt var 3 — LIb. fermentum TM336, 5 — P.
pentosaceus VL9, og 23 — Lpb. plantarum/pentosus CM65. Kontroll uten stamme (K). Karbohydratene tilsatt var 5% sukrose
(5),5% maltose (M) og uten karbohydrat (U), aquafaba tilsetning (A), og inkuberings temperatur pd 30°C (30).
Gjennomsnittsverdier av 3 gjentak er presentert.
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For a finne innholdet av sitronsyre, melkesyre, og eddiksyre far (0) og etter (T24)
fermentering ble analysert med HPLC, og det gjennomsnittlige innholdet av disse
komponentene er vist i figur 15d, e, og f. Innholdet av sitronsyre, melkesyre og
eddiksyre fagr fermentering var ca. likt mellom de ulike prgvene med henholdsvis
1300 — 1500 ppm, O ppm, og 80 — 100 ppm. Etter 24 t fermentering hadde 3SA30,
23SA30, 3UA30 og 23UA30 et sitronsyreinnhold pa tilneermet 0 ppm, mens 5MA30
og 5UA30 hadde et sitronsyreinnhold pa 1257-1275 ppm. Det hgyest innholdet av
melkesyre ble malt i 23SA30 pa 3956 + 282 ppm, og det laveste hos KUA30 pa 293
+ 415 ppm. Det hgyeste innholdet av eddiksyre ble malt i 3SA30 og 3UA30 pa 1076-
1086 ppm, og det laveste hos 5MA30 pa 104 + 8 ppm. Det var signifikante forskjeller
(p < 0,05) i sitronsyre- og eddiksyreinnholdet i pravene 3SA30 og 23SA30 far og
etter fermentering, og melkesyreinnholdet var signifikant forskjellig for og etter
fermentering hos alle prgvene bortsett fra 5UA30 og KUA3O0, se vedlegg 4m, 4n, og
40.

3.4 Reologianalyser av prgvene brukt til metabolismeforsgk.

For a undersgke teksturendringene de utvalgte stammene pafgrte kikertpuréen under
fermenteringen ble det utfgrt 4 reologiske analyser. Det ble utfart AS, SRT, RT og
TDOT pa pregvene fra fermenteringsforsgket med stammene Llb. fermentum TM336
(nr. 3), P. pentosaceus VL9 (nr. 5), og Lpb. plantarum/pentosus CM65 (nr. 23).

For & finne LVER (3%) for lagringsmodulen (G’) til pravene ble det utfgrt en AS pa
provene fra metabolismeforsgket fgr og etter fermentering, de gjennomsnittlige
verdiene for G’, Tau og gamma er presentert i Figur 16. De hgyeste G’ var hos KU24
0og KUO p& 9066 + 3301 og 9282 + 3555 Pa, mens de laveste var hos 3S0 pa 5388 +
2465 Pa. Kontroll KUO hadde ogsa den hgyeste Tau verdien pa 8,95 + 3,44 Pa, og
3S0 hadde den laveste pa 5,15 * 2,60 Pa. For de fermenterte pravene etter
fermentering var det 23U24 og 23S24 som hadde de hgyeste G’ verdiene pa 7715 +
1401 og 7590 + 1069 Pa, mens de laveste var hos 3U24 pa 5635 + 2226 Pa.
Prgvene 23U24 og 5U24 hadde de hgyeste Tau verdiene pa 7,58 + 1,29 og 7,21 +
2,92 Pa, og 3U24 hadde den laveste pa 5,57 + 2,31 Pa. Det var ingen signifikante
forskjeller (p < 0,05) mellom prgvenes Tau eller G’ verdier, se vedlegg 4c og 4d.
Figur 16b viser Gamma og G’ verdiene til LVER. Av de fermenterte prgvene var det
5U24, 3U24 som hadde de hgyeste Gamma verdiene pa 0,10 + 0,01%, mens den
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laveste var hos 3524 pa 0,07 + 0,01%. Det var signifikante forskjeller (p < 0,05)
mellom gamma verdiene til 23SA30, 23UA30 og 5UA30 far fermentering, og 3SA30

etter fermentering, se vedlegg 4r.
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Figur 16: Gjennomsnittlig LVER (3%) for Lagringsmodulen (G’) til pr@avene fra metabolismeforsgket malt ved en amplitude
sweep, for (0), og etter (24) fermentering ved 30°C i 24 t. Figur A viser G’ og Tau, B viser Gamma og G’. . Stammene som ble
brukt var 3 — LIb. fermentum TM336, 5 — P. pentosaceus VL9, og 23 — Lpb. plantarum/pentosus CM65. Kontroll uten stamme
(K). Karbohydratene tilsatt var 5% sukrose (S),5% maltose (M) og uten karbohydrat (U), aquafaba tilsetning (A), og
inkuberings temperatur pd 30°C (30). Gjennomsnittsverdier av 3 gjentak er presentert.
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For & undersgke viskositeten ved en konstant skjeeringshastighet og om prgvene
viste tegn til tradtrekkendeegenskaper ble det utfart en SRT. Gjennomsnitts kurver
fra SRT utfgrt pa prgvene fra metabolismeforsgket er presentert i Figur 17. Fer (a)
fermentering viste prgvene 3SA30, KUA30, 5MA30, 23UA30 og 3UA30
tradtrekkendeegenskaper. Prgvene hadde en slutts viskositet pa mellom 720 — 1126
Pa s. Mens etter (b) fermentering var det kun 5UA30, 5SMA30, og KUA30 som viste
tradtrekkendeegenskaper. Den hgyeste slutts viskositeten etter fermentering var hos
3SA30 med 1462 + 408 Pa s, og den laveste var hos 3UA30 pa 811 + 245 Pa s. Det

var ingen signifikante forskjeller (p < 0,05) mellom prgvenes slutt viskositet, se

vedlegg 4f.
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Figur 17: Gjennomsnitts kurver for «shear rate test» (SRT) av pragvene til metabolismeforsgket, for (a) og etter (b)
fermentering ved 30°C i 24 t. Stammene som ble brukt var 3 — LIb. fermentum TM336, 5 — P. pentosaceus VL9, og 23 — Lpb.
plantarum/pentosus CM65. Kontroll uten stamme (K). Karbohydratene tilsatt var 5% sukrose (S),5% maltose (M) og uten
karbohydrat (U), aquafaba tilsetning (A), og inkuberings temperatur pd 30°C (30). Gjennomsnittsverdier av 3 gjentak er
presentert.
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For & undersgke viskositet ved en gkende skjeerhastighet og flytegenskapene til
prevene fra metabolismeforsgket ble det utfgrt en RT. Gjennomsnitts kurver fra RT
utfert pa prevene fra metabolsimeforsgket er presentert i Figur 18. Alle pravene,
bade far (a) og etter (b) fermentering, viste ikke-newtonske, skjeertynnende
flytegenskap. Pravene far fermentering hadde en start viskositet pa 102 — 176 Pa s,
og en slutt viskositet pa 0,2-2 Pa s. Etter fermentering var det starre forskjeller
mellom pravene, det var 3SA30 som hadde den hgyeste start viskositeten pa 270 +
97 Pa s. Den laveste start viskositeten ble malt hos 3UA30 og 5UA30 pa 127 + 40 Pa
s 0og 127 = 52 Pa s. Det var ingen signifikante forskjeller (p < 0,05) mellom prgvenes

starts viskositet, se vedlegg 49.
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Figur 18: Gjennomsnitts kurvene fra rotasjonstest (RT) av pr@vene fra metabolismeforsgket, far (a) og etter (b) fermentering
ved 30°C i 24 t. Stammene som ble brukt var 3 — Llb. fermentum TM336, 5 — P. pentosaceus VL9, og 23 — Lpb.
plantarum/pentosus CM65. Kontroll uten stamme (K). Karbohydratene tilsatt var 5% sukrose (S),5% maltose (M) og uten
karbohydrat (U), aquafaba tilsetning (A), og inkuberings temperatur pag 30°C (30). Gjennomsnittsverdier av 3 gjentak er
presentert.
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For & undersgke endring i lagringsmodulen (G’) under og etter oppvarming til 90°C
ble det utfart en temperaturavhengig oscillasjonstest (TDOT). Gjennomsnitts
verdiene for lagringsmodul (G’) hos prgvene fra metabolsimeforsgket ved bestemte
temperaturer (20°C, 90°C, 70°C og 20°C) er vist i Figur 19. Lagringsmodulen (G’)
okte under og etter oppvarming. Fer (a) fermentering hadde prgvene uten
karbohydrat tilsetning en hgyere viskositet enn pravene med karbohydrat tilsetning.
Etter oppvarming ved 70°C hadde prgvene fagr fermentering en G’ mellom 10 986 —
20 456 Pa, og 20°C etter oppvarming ved en G’ mellom 22 915 — 37 190 Pa. Etter (b)
fermentering var det 3SA30 som hadde de hgyeste G’ etter oppvarming ved 70°C pa
58 993 + 22 613 Pa, og 20°C etter oppvarming pa 101 110 + 40 940 Pa. Den laveste
G’ var hos 23SA30 etter fermentering og 23524 ved 70°C pa 11 606 + 5299 Pa, og
20°C etter oppvarming pa 19 747 + 10 819 Pa. Det var signifikante forskjeller (p <
0,05) mellom 3SA30 etter fermentering og de andre prgvene ved 70°C og 20°C etter
oppvarming, se vedlegg 4h og 4i.
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Figur 19: Gjennomsnitts lagringsmodul (G’) verdier fra Temperatur avhengig oscillasjon test (TDOT) etter bestemte
temperaturer var nadd (Far oppvarming 20°C (bld), 90°C (oransje), etter oppvarming 70°C (grd) og 20°C (gul). Resultatene
kommer fra prgvene brukt under metabolismeforsgket, far (a) og etter (b) fermentering ved 30°C i 24 t. Stammene som ble
brukt er 3 — LIb. fermentum TM336, 5 — P. pentosaceus VL9, og 23 — Lpb. plantarum/pentosus CM65. Kontroll uten stamme
(K). Prgver med 5% sukrose (S), 5% maltose (M), og uten karbohydrat tilsetning(U). Figuren viser ogsa CLD signifikant (alfa =
0,95) grupper.
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Det ble laget et korrelasjonsplot av resultatene fra prgvene som ble brukt i
metabolismeforsgket, hvor dette plottet er presentert i Figur 20. Store sirkler
representerer mer signifikante korrelasjoner mellom variablene enn sma sirkler, rgde
sirkler viser en negativ korrelasjon og bla viser en positiv korrelasjon. Det var en sterk
positiv korrelasjon mellom Tau og G’, pH og sitronsyre, kde/ml og melkesyre, kde/ml
og eddiksyre, G’ og SRT, G’ og RT, og melkesyre og eddiksyre. Tau hadde en sterk
positiv korrelasjon med G’ ved 20°C for oppvarming, 90°C under oppvarming, 70°C
etter oppvarming og 20°C etter oppvarming. Det var en sterk negativ korrelasjon
mellom pH og log kde/g, kde/ml og sitronsyre, pH og melkesyre, pH og eddiksyre,

sitronsyre og melkesyre, og eddiksyre og sitronsyre.
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Figur 20: Korrelasjonsplot av resultatene fra metabolismeforsgket dannet | Rstudio. Variablene er pH, kde (kde/ml), logkde
(log x kde/ml), G’ (G’ (Pa) ved LVER(3%)), Gamma (Gamma (%) ved LVER(3%)), Tau (Tau (Pa) ved LVER(3%)), T20C1 (G’ ved
20°C fgr oppvarming), T90C (G’ ved 90°C ved slutten av oppvarmingen), T70C (G’ ved 70°C etter oppvarming), T20C2 (G’ ved
20°C etter oppvarming), RT (starts viskositet i rotasjonstest), SRT (slutt viskositet i Shear rate test), Malt (Maltose (ppm)),
Citrat (sitronsyre (ppm)), Gluk (Glukose (ppm)), Frukt (fruktose (ppm)), Melksyre (melkesyre (ppm)), Eddik (eddiksyre (ppm)).
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Pa bakgrunn av at det var store forskjeller mellom pragvenes start verdier ble det
regnet ut endringene i disse parameterne under fermentering, dette ble regnet ut ved
a ta sluttverdi minus startverdiene. Parameterne som ble undersgkt var slutts
viskositeten hos prgvene malt med SRT, starts viskositet malt med RT, og G’
verdiene ved 70°C og 20°C etter oppvarming, vist i Figur 21. Som vist i figuren var
det starre forskjeller mellom prgvene, hvor 3S ga den hgyeste gkningen i viskositet
ved SRT (618 + 169 Pa s) og RT (146 £ 55 Pa s), og okning i G’ etter oppvarming
(70°C: 48 000 + 17 915 Pa, 20°C: 78 194 + 35 580 Pa). De andre prgvene fikk en
reduksjon i G’ etter oppvarming som betyr at elastisiteten ble redusert under
fermentering. Pravene med 5M og 23S fikk en gkning i viskositet vist av SRT og RT
med 272 + 322 0g 19 + 30 Pa s, 0og 399 + 266 0og 57 + 33 Pa s.
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Figur 21: Endring under fermentering pG parameterne undersgkt av C) Shear rate test, D) Rotasjonstest, og Temperatur
avhengig oscillasjons test etter oppvarming ved A) 70°C og B) 20°C. Endring ble regnet som fglgende: Slutt verdi — Start verdi
=endring. Stammene som ble brukt er 3 — L. fermentum TM336, 5 — P. pentosaceus VL9, og 23 — Lpb. plantarum/pentosus
CM65. Kontroll uten stamme (K). Prgver med sukrose (S), maltose (M), og uten karbohydrat tilsetning(U). Bokstavene a — ¢
viser grupper som er/ikke er signifikant forskjellige (alfa = 0,95).
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3.5 Produksjon av burger og teksturanalyser (TPA).

For & undersgke hvordan in situ EPS-produksjon pavirker teksturen og vekttapet i en
fermentert kikertbasert planteburger ble det utfart TPA pa stekte kikertburgere. Det
ble laget tre burgermikser med forskjellige forhold mellom fermentert og ikke-
fermentert kikertpuré (totalt 75%), hvor miksene inneholdt ogsa rapsolje (12,5%),
potetstivelse (11,5%) og salt (1%). De tre burgermiksene som ble laget hadde
folgende forhold mellom fermentert og ikke-fermentert kikertpuré: A, 1:0; B, 1:1; C,
0:1. Kikertpuréene som ble benyttet var tilsatt sukrose (5%), aquafaba og ble podet
med LIb. fermentum TM336 (nr. 3) far inkubring ved 30°C i 24 t.

3.5.1 Vekttap under steking

For & undersgke hvordan forholdet mellom fermentert og ikke-fermentert kikertpuré
pavirket vekttapet under steking ble de tre burgermiksene (burger A, B, og C) stekt i
stekeovn, og veid for og etter steking. To andre kommersielle referanseburgere
(hamburger (Gilde) og Naturli-burger (Orkla)) ble ogsa stekt ved de samme
parameterne som de tre burgermiksene for & sammenligne vekttapet deres under
steking. Gjennomsnittlig vekttap under steking for burgerne testet er vist i Figur 22.
Det laveste vekttapet var hos burger C pa 26%, og det hgyeste var hos Naturli-
burgeren pa 38%. Det var ingen signifikant forskjell mellom vekttapet til de tre

forskjellige kikertburgerne (A, B, og C), se vedlegg 5a.
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Figur 22: Vekttap under steking av kikertburger mikser (Fermentert: ikke-fermentert, A: 1:0, B: 1:1, C: 0:1) og 2 standard
burgere (Hamburger (Gilde, Norge), Naturli-burger (Orkla, Norge)). Burgerne ble stekt i stekeovn ved over — undervarme pd
230°C i 20 min. Fermenterte kikerpureene hadde en sammensetning av sukrose (5%), aquafaba og ble fermentert med
stamme 3 — LIb. fermentum TM336 ved 30°Ci 24 t.
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3.5.2 «Texture profile analysis» av kikertburgere

For & undersgke hvordan den fermenterte kikertpureen pavirket teksturen i
kikertburgerne ble det utfart en TPA pa 3 kikerburgermikser (burger A, B og C) med
forskjellig innhold av fermentert kikertpuré, og 2 kommersielle referanseburgere
(hamburger (Gilde) og Naturli-burger (Orkla)). «Texture profille analysis» ble brukt for
a male parameterne: hardhet, «cohesivness», spenst, «resiliance», klebrighet, og
tyggemotstand. Gjennomsnittsverdier for parameterne til de 3 burgermiksene og de 2
kommersielle burgerne er vist i Figur 23. Det var kun 3 av parameterne hvor
burgermiksene var signifikant forskjellige (p < 0,05) fra hverandre, det var hardhet og
«resiliance», se vedlegg 5a, e og g. Det var burger C som hadde hgyeste verdiene
av disse parameterne sammenlignet med burger A og B; med en hardhet pa 691 +
86 g, «cohesivness» pa 0,531 + 0,064, og «resiliance» pa 0,252 + 0,038.
Hamburgeren fra Gilde hadde de hgyeste verdiene for nesten alle parameterne med
hardhet (3313 + 286 g), spenst (1,081 * 0,37), klebrighet (1803 + 392),
tyggemotstand (1899 + 530) og «resiliance» (0,484 + 0,023). Naturli-burger hadde
den hgyeste verdien for «cohesivness» (0,603 + 0,011).
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Figur 23: Gjennomsnitts verdiene for parameterne malt av «texture profile analysis» (TPA) utfgrt pa 3 kikerburgermikser
(fermentert: ikke-fermentert, A: 1:0, B: 1:1, C: 0:1) og 2 kommersielle burgere (Hamburger (Gilde, Norge), Naturli-burger
(Orkla, Norge)). TPA mdlte parameterne; A) hardhet, B) spenst, C) klebrighet, D) «cohesivness», E) tyggemotstand, F)
«resiliance». Burgerne ble varmebehandlet i stekeovn ved over — undervarme pa 230°C i 20 min. Fermenterte kikerpureene
hadde en sammensetning av sukrose (5%), aquafaba og ble fermentert med LIb. fermentum TM336 (nr. 3) ved 30°C i 24 t.
Bokstavene a — c viser hvilke prgver som er/ikke er signifikante forskjellige fra hverandre (a = 0,95).
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Figur 24 viser bilder av burgerne laget av de tre kikertburgermiksene (burger A, B, og
C), og to kommersielle referanseburgere (hamburger (Gilde), og Naturli-burger
(Orkla)). Burger A hadde en mgrkere brunfarge enn burger B, som igjen var noe
markere enn burger C. Fargen pa burger A, B og C var mye lysere enn Naturli-
burgeren og hamburger-burgeren. Burgerne laget av kikertburgermiksene var ogsa
mye lavere enn Naturli-burgeren, men ca. lik hgyde som hamburgeren. Under
steking ble burger A, B og C tynnere enn far steking, hvor de gikk fra ca. 2 cm hgye
til 1 — 1,5 cm haye.

Burger A (1) Burger B (Il)

Burger C (Il Naturli burger (1V)

Hamburger (V)

Figur 24: Bilder av burgere laget av tre burgermikser og to kommersielle referanseburgere. Forholdet mellom Fermentert
:ikke-fermentert kikerpuré i burgermiksene er: Burger A, 1:0 (l), Burger B, 1:1 (ll), Burger C, 0:1 (lll). Kommersielle
referanseburgerne var Naturli burger (Orkla, Norge) (IV) og hamburger (Gilde, Norge) (V).
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4 Diskusjon

Under denne oppgaven ble in situ EPS produksjon ved fermentering med
melkesyrebakterier av kikertpuré utfert for & undersgke effekten pa tekstur, pH,
celletall, og innhold av karbohydrater og organiske syrer. Kikerter ble utvalgte siden
det allerede brukes i et «burgerlignende» produkt, falafeler. Forsgkene startet ved a
screene et utvalg av MSB for EPS-produksjon som videre ble brukt videre i
oppgaven. Stammene som ble valgt ut ble brukt til & fermentere kikertpuré for a
undersgke endringen i pH, cellevekst, metabolitter og tekstur. Kikertpuréene ble ogsa
tilsatt ekstra karbohydrat for & gke pH nedgangen og EPS-produksjonen, samt ble
aquafaba tilsatt for & undersgke effekt pa teksturen i kikertpuré.

Under EPS screeningen ble MSB kategorisert ut fra utseende til koloniene og om de
dannet trader ved kontakt. Screeningen ble utfgrt ved platespredning pa agar tilsatt
sukrose, maltose eller glukose for a finne ut om karbohydratkilde pavirket EPS-
produksjonen. Det var totalt 29 MSB stammer som ble undersgkt, hvor 6 av disse ble

brukt videre i oppgaven.

For & undersgke vekst og EPS-produksjon til utvalgte MSB i kikertpuré ble det gjort
to innledende forsgk hvor kikerpuré ble fermentert. Det ble her malt pH og undersgkt
teksturendringer. Sukrose ble brukt som tilsetning for & se om pH og tekstur ble
videre pavirket. Deretter ble effekten av karbohydrat, aquafaba tilsetning og ulik
inkuberingstemperatur undersgkt med hensyn til pavirking pd pH og tekstur i

kikertpuréen. Teksturen ble undersgkt ved reologiske analyser.

Videre ble det utfart et metabolismeforsgk hvor innholdet av karbohydrater og
organiske syrer ble undersgkt far og etter fermentering, for & undersgke hvordan
stammenes metabolisme pavirket kikertprgvene (med og uten matose/sukrose). Her
ble ogsa pH og celletall undersgkt. Teksturen til kikertpuréene ble sa undersgkt ved
bruken av reologiske analyser for & undersgke hvordan fermenteringen pavriket

viskositeten og de viskoelastiske egenskapene deres.

Til slutt ble en av stammene valgt ut for a bli brukt til & produsere kikertbaserte
planteburgere. For & undersgke hvordan fermentert kikertpuré pavirket teksturen og
vekttapet til planteburgerne ble det laget 3 burgermikser med varierende
sammensetnings forhold mellom fermentert og ikke-fermentert kikertpuré. Vekttapet

og teksturen ble undersgkt til burgerne etter varmebehandling.

51



4.1 Screening og innledende fermenteringsforsgk.

Det ble valgt ut 29 MSB stammer fra tidligere arbeid pa NMBU (Leirvik, 2022;
Ng'ong'ola-Manani et al., 2015; @stlie et al., 2021). Tre forskjellige karbohydrat-
agarer ble brukt til & screene disse for EPS-produksjon. Karbohydratene som ble
brukt var sukrose, maltose og glukose. Disse ble brukt for & ke mengden EPS som
blir produsert under fermentering ved a gi bakteriene en enkel monosakkaridkilde til
oppbygning av EPS (Prete et al., 2021; Torino et al., 2015). P& sukrose-agaren var
det 8 stammer som dannet slimete kolonier, av disse var det 5 stammer som var
tradtrekkende. Pa maltose- og glukose-agaren var det 3 stammer som dannet
slimete kolonier. Stammene som dannet slimete kolonier p& sukrose-agaren fikk
generelt et tykkere slimlag enn de som vokste p& maltose- og glukose-agar. Dette
kan komme av at HoPs-ene alfa-glukaner og fruktaner, trenger sukrose som donor
sakkarid og blir syntetisert passivt pa utsiden av bakterien. Syntetisering av beta-
glukaner og HePs kan bruke flere typer sakkarider som donor sakkarid, men ma
ogsa bli aktivt syntetisert pa innsiden av bakteriene, noe som gjar dette til en mer
energikrevende metode i sammenligning med alfa-glukaner og fruktaner (Prete et al.,
2021).

Mange av de slimete koloniene viste ikke tegn til tradtrekkendeegenskaper og noen
av de tarre koloniene viste tegn til tradtrekkendeegenskaper. Dette kan komme av
typen EPS som ble produsert varierte mellom stammene, og som da ga de

forskjellige egenskaper (Ruas-Madiedo & de los Reyes-Gavilan, 2005).

Det var 6 EPS+ stammer som ble brukt videre i oppgaven, men Llb. fermentum
TM336 (nr. 3) ble ikke brukt fgr i metabolismeforsgket. Totalt 5 EPS+ stammer ble
brukt for & undersgke vekst i hermetiske kikerter, og hvor veksten og EPS-
produksjonen ble estimert ut ifra pH nedgang og viskositetsgkning i kikertpuréen. En
ikke-fermentert kikertpuré ble ogsa inkubert for & undersgke om det var endringer i
kun kikertpuré under inkuberingsperioden. Viskositetsendring og pH-nedgang ble

undersgkt med og uten sukrosetilsetning.

Alle prgvene som ble tilsatt sukrose hadde en hgyere pH-nedgang og starre
teksturendring enn prgvene som ikke ble tilsatt sukrose. Det var kun P. pentosaceus
VL9 (nr. 5) og P. pentosaceus/Lpb. plantarum CM67 (nr. 22) som ga lik

viskositetsgkning uavhengig av sukrose tilsetning. Dette kan bety at EPS-
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produksjonen deres ikke var like avhengig av sukrose som de andre stammene. Den
giennomsnittlige pH-nedgangen pa pravene med sukrose tilsats var pa 1,37 + 0,66,
mens pragvene uten-sukrose hadde en pH-nedgang pa 0,62 + 0,62 (Tabell 6). Prgven
5U hadde en svak pH gkning under fermentering pa 0,10, som kan komme av
variasjonen i pH-maleren brukt og svak vekst i kikertpuréen nar de ikke hadde en
enkel karbohydratkilde (Tabell 6).

Etter dette ble det wundersgkt om tilsetningen av aquafaba, og ulike
inkuberingstemperatur hadde en effekt pa pH og tekstur. Det ble ogsa undersgkt om
bruken av karbohydratet som ga best resultatet ved EPS screeningen for stammene
spilte en rolle, hvor W. cibaria TM120 (nr. 2) og Lpb. plantarum/pentosus CM65 (nr.
22) ble tilsatt sukrose og P. pentosaceus VL9 (nr. 5) ble tilsatt maltose. Aquafaba ble
tilsatt for & undersgke om den hadde en tydelig effekt pa tekstur til kikertpuréene (He
et al., 2021).

Inkuberingstemperaturen utgjorde sma forskjeller pa den gjennomsnittlige pH-
nedgangen. Ved inkubering ved 22°C hadde prgvene en gjennomsnittlig pH-nedgang
pa 0,80 + 0,41, og ved 30°C hadde prgvene en pH-nedgang pa 0,83 + 0,53 (Figur 8).
Ved 30°C inkuberingstemperatur var det 6 av prgvene som fikk en pH <5, mens ved
22°C var det 4 praver. Dette skyldes en gkt metabolisme nar
inkuberingstemperaturen er naermere bakterienes optimumstemperatur (Kénig &
Frohlich, 2017).

Det ble utfart 4 reologiske analyser for & undersgke tekstur endringene pa prgvene.
Under AS ble LVER (gvre grense for viskoelastisk omrade) undersgkt for nar G’ gikk
ned 3% fra initialverdi. Tilsetning av karbohydrat og aquafabe, eller valget av
inkuberingstemperatur ga ingen signifikant effekt pa prevenes G’ og Tau verdier ved
LVER, men gamma ble signifikant redusert ved tilsetning av aquafaba og
karbohydrat noe som ikke var forventet. Men valget av stamme hadde en signifikant
pavirkning pa G', Tau og gamma, se vedlegg 3d, e og f. Det var forventet at
aquafaba skulle ha en fortykkende effekt pa kikertpuréen, etter som at det er vist at
aquafaba kan ha en fortykkende effekt (He et al., 2021). Det var ogsa forventet at
sukrose/maltose tilsetningen skulle ha en fortykkende effekt pa teksturen, siden det
er vist i tidligere arbeid at fermentert bannemikser med 5% sukrose kunne gke EPS
produksjonen til MSB (Yan et al., 2019; Yan et al., 2017).
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Forskjeller mellom prgvene kan komme av at noen av prgvene sta en lengere
periode pa kjglerom som kan ha gikk bakteriene muligheten for videre fermentering.
Prgvene ble dannet ved & blande en boks hermetiske kikerter (ca. 250 g) med
vaesken, noe som ogsa kan ha fart til sma forskjeller i tarrstoff innholdet mellom
pregvene siden innholdet av kikerter ikke er eksakt i hver boks.

Stamme nr. 5 og nr. 23 ga de hgyeste G’ og Tau verdiene hos prgve 23UU30,
23SA30, 5SA30, 5SU30 og 23SA22. Prgvene med stamme nr. 2 ga lavere verdier for
G’, Tau og gamma. Denne stammen ga ogsa lav viskositet ved SRT og RT. Etter
darlige resultater fra stamme nr. 2 ble den byttet ut med Llb. ferrmentum TM336 (nr.

3) siden den ogsa fikk store slimete kolonier under screeningen.

4.2 Cellevekst og endring av karbohydrater og organiske syrer

For & undersgke innholdet av karbohydrat, organiske syrer, pH og celletall ble det
utfgrt et metabolismeforsgk. Under dette forsgket ble innholdet av karbohydrat og
organiske analysert ved HPLC, pH ble malt med pH-maler og celletall ble undersgkt
ved innstgpning i MRS-agar.

Det ble benyttet frystestock-lasninger til metabolismeforsgket for & redusere
forskjellen mellom fermenteringsforsgk ved a fa likest mulig celletall ved starten av
forsgket. @nsket starts celletall var 6 log kde/g. Mengde MSB tilsatt ble beregnet ut i
fra celletallet etter utplatting av ting frysestock, se vedlegg 1. Alle prgvene fikk et
starts celletall pa ca. 6 log kde/g, og etter fermentering ved 30°C i 24 t endte opp i ca.
9 log kde/qg.

Nedgangen i pH hos prgvene med karbohydrat tilsetning var stgrre enn de uten
karbohydrat tilsetning med en gjennomsnittlig slutt pH pa 4,84 + 0,22, sammenligning
med prgvene uten karbohydrat tilsetning med pH pa 5,60 + 0,44. Det var ogsa
forskjeller mellom stammenes pH-nedgang (med og uten karbohydrattilsetning), hvor
LIb. fermentum TM336 (nr. 3) reduserte pH til 4,83 £ 0,02 og 5,48 + 0,10, P.
pentosaceus VL9 (nr. 5) til 5,10 £ 0,03 og 6,15 + 0,11, og LIb. plantarum/pentosus
CM65 (nr. 23) pa 4,58 + 0,02 og 5,18 + 0,13. Dette kan skyldes at LIb. fermentum og
Lpb. plantarum generelt har et lavere pH optimum sammenlignet med P.
pentosaceus, og som igjen pavirkes av lavere melkesyreproduksjon hos P.
pentosaceus kontra LIb. fermentum og Lpb. plantarum (Giraud et al., 1991; LeBlanc
et al., 2004; Papagianni & Anastasiadou, 2009). Dette stemmer med at det var LlIb.
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fermentum TM336 (nr. 3) og (nr. 23) som hadde det hgyeste innholdet av melkesyre
og eddiksyre etter 24 t fermentering ved 30°C nar sukrose var tilsatt. Et hgyt innhold
av melkesyre og eddiksyre var forventet for nr. 3 siden den er HeF, men nr. 23 var
satt opp som HoF, men noen stammer av Lpb. plantarum er fakultative
heterofermentative, dette betyr at de kan ga imellom HoF og HeF etter
karbohydratkilden (De Angelis & Gobbetti, 2016; Quatravaux et al., 2006). Stamme
nr. 5 er HoF som forklarer at innholdet av eddiksyre gkte sveert lite under

fermentering (Leirvik, 2022).

Innholdet av bade melkesyre og eddiksyre var sterkt korrelert med pH senking noe
som kommer av at begge disse er svake organiske syrer produsert av MSB for under
fermentering. Det var nok ogsa derfor melkesyre og celletall var sterkt korrelert. Dette
skyldes at melkesyre fermentering er metoden MSB i hovedsak bruker for

energiproduksjon og cellevekst i et medium (Mdaller, 2008).

Sitronsyreinnholdet til prgvene med stamme nr. 3 og 23 ble fullstendig omsatt under
fermentering, dette tyder da pa at disse stammene er sitrat-positive. Dette har ogsa
veert observert hos andre stammer av de samme artene Lpb. plantarum og Llb.
fermentum (llleghems et al., 2015). Innholdet av sitronsyre innholdet i prgvene
fermentert med stamme nr. 5 hadde ingen tydelig reduksjon, noe som tyder pa at
denne stammen ikke var sitrat-positiv. Det er derimot observert at noen Pediococcus

sp. ogsa kan veere sitrat-positive (Todorov et al., 2022).

Innholdet av nesten alle karbohydratene ble redusert under fermenteringen, bortsett
fra hos 3SA30 og 23SA30 hvor innholdet av fruktose gkte med 13 930 + 1480 og
2354 + 975 ppm. Disse prgvene ble tilsatt sukrose fgr fermentering noe som ga
bakteriene muligheten til & hydrolysere og frigjare fruktose og glukose. Det hayere
innholdet av fruktose i pravene med stamme nr. 3 tyder pa at denne stammen brukte
mindre fruktose i sin metabolisme i sammenliget med stamme nr. 23. Prgve 3SA30
hadde ogsa et lavere innhold av maltose og glukose i sammenlignet med 23SA30
etter fermentering. Dette kan bety at stamme nr. 3 produserer mere alfa-glukaner i
forhold til fruktaner sammenliget med stamme nr. 23. Sammenhengen mellom
fruktose og fruktan innholdet i fermenterte bgnner tilsatt sukrose har tidligere veert
observert (Xu et al., 2017; Yan et al., 2017). Reduksjonen av karbohydrat innholdet

hos prgvene podet med stamme nr. 5 var mye lavere enn de andre stammene, noe
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som kan veere med a forklare hvorfor innholdet av melkesyre ogsa var lavere i disse

prgvene.

4.3 Teksturendring i kikertpuré

«Amplitude sweep» ble brukt for & finne G’ ved 3% LVER som ble brukt for & finne
parameterne Tau og gamma. Denne testen viste at G’ og Tau ved LVER gkte hos
Lpb. plantarum/pentosus CM65 (nr. 23) bade med og uten 5% sukrose, mens Llb.
fermentum TM336 (nr. 3) med 5% sukrose hadde kun en gkning i G’ under
fermentering. Dette viser at disse stammene gkte elastisiteten til pravene under
fermentering nar sukrose ble tilsatt (Anton-Paar, 2023a). Alle prgvene fikk en liten
reduksjon i gamma p& 0,009% + 0,006, noe som tyder pa at strukturen deres ble

skjgrere/sprgere (Anton-Paar, 2023a).

Det ble observert stor variasjon parameterne til prgvene fgr fermentering i bade AS,
SRT, RT og TDOT, men generelt hadde prgvene med karbohydrat en lavere start
viskositet, G’- og Tau-verdiene enn prgvene uten karbohydrat. Dette faktum at
pregvene hadde store variasjon i parameterne fgr fermentering kan forklare hvorfor
det ikke ble pavist signifikante forskjeller mellom mange av prgvenes parametere
etter fermentering (vedlegg 4). En av forklaringene med hensyn til den store
variasjonen kan veere forskjeller i partikkelstarrelser i puréene, etter som mange av
prgvene mate ha lengre homogeniseringstid i omni-mikserne ettersom puréene var
sveert faste og motstod bevegelse og homogenisering i mikserne. En puré med
mindre partikler enn en puré med store partikler vil kunne fa en gkt lagringsmodul
(G’) og viskositet (Pal, 1997). En annen bakgrunn kan at det var sma forskjeller i
innholdet av kikerter per hermetikk boks, som da kan ha fart til forskjeller i

tarrstoffinnholdet mellom prgvene.

For & undersgke endring i viskositet og lagringsmodul ble det regent ut prosentvise

endring i disse parameterne med fglgende ligning:

Slutt verdi

——1x1 0 =P . .
Start verdi 00% rosentvis endring

LIb. fermentum TM336 (nr. 3) med sukrose ga den hgyeste gkningen i viskositet ved
SRT og RT pa 73% og 117%, og ekning i G’ etter oppvarming pa 341 — 437%. De
andre prgvene fikk en reduksjon i G’ etter oppvarming som betyr at elastisiteten ble

redusert under fermentering. Prgvene med P. pentosaceus VL9 (nr. 5) og Lpd.
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plantarum/pentosus CM65 (nr. 23) tilsatt 5% maltose/sukrose fikk en gkning i
viskositet vist hos bade SRT og RT, viskositetakningen var pa 17 — 38% hos nr. 5 og
55 — 57% hos nr. 23. Dette kan ha noe a gjgre med typene EPS stammene
produserte som ikke pavirket elastisiteten, men gkte viskositeten (Yan et al., 2017).
Kontroll prgven hadde en liten gkning i G’ og reduksjon i viskositet under
inkuberingsperioden, noe som tyder pa kjemiske endringer av kikertpuréene under
lagring som igjen pavirket de reologiske egenskapene. Stamme nr. 5 ga de laveste
endringene i G’ og viskositet. Noe av endringene pafert prgvene kan komme av pH-
redukjsonen og andre endringer pafart proteinene under fermentering (Ronda et al.,

2014).

@kningen i viskositet i prgvene tilsatt karbohydrat antyder til en gkt produksjon av
EPS nér karbohydrat ble tilsatt, noe som ogsa er vist i tidligere arbeid (ispirli et al.,
2020; Yan et al., 2019; Yan et al., 2017; dyehaug, 2022). Viskositet gkningen kan ha
med vannbindings evnen til EPS-en som blir produsert. Pavirkningen av prgvenes
viskoelastiske egenskaper varierte ut ifra stammene som ble brukt, som tyder pa at
stammene produserer forskjellige mengder av forskjellige typer EPS (Ispirli et al.,
2020; Yan et al., 2017).

Temperaturavhengig oscillasjons test (TDOT) viste at G’ gkte under oppvarmingen i
alle kikertpuréene. Dette tyder pa gel-dannelse i kikertpuréene under oppvarming
(Anton-Paar, 2023c). Denne gel-dannelsen kan skyldes at stivelse gelatiniserer
under oppvarming, og dannelse av tre dimensjonale nettverk mellom proteiner i
kikertene. @kningen i G’ hos prgvene fermentert med stamme nr. 3 kan komme av

interaksjoner mellom EPS og kikertproteinene (Yan et al., 2017).

4.4 Produksjonen av kikertburgere med fermentert kikertpuré

o

Kikertburgere ble laget for a undersgke om in situ EPS-produksjon gjennom
melkesyrebakteriefermentering har en positiv effekt pa teksturen i en kikertburger.
Det ble laget 3 forskjellige kikertburgere med forskjellig innhold av fermentert
kikertpuré for & undersgke effekt pa vekttap og tekstur. Kikertburgerne ble stekt i
stekeovn for a redusere forskjeller fra steketid og temperatur mellom burgerne.
Teksturen ble analysert ved en TPA hvor 6 parametere ble undersgkt; hardhet,

cohesivness, spenst, tyggemotstand, resiliance, og klebrighet. De 3 kikertburgerne
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ble sammenlignet med 2 kommersielle referanseburgere (Hamburger (Gilde) og
Naturli-burger (Orkla)).

Det var Llb. Fermentum TM336 (nr. 3) som ble valgt ut til & fermentere kikertpuréen
brukt i kikertburgerne. Dette er ogsa den samme stammen som ble brukt i en tidligere
masteroppgave hvor effekten av in situ EPS-produksjon i ertebasert planteburger ble
studert (@yehaug, 2022). Vekttapet til kikertburgerne 1a pa mellom 26 — 28%, og var
ikke signifikant forskjellige fra hverandre (vedlegg 5a). Dette var ikke forventet
ettersom at burger A inneholdte kun fermentert kikertpuré, og burger C inneholdt kun
ikke-fermentert kikertpuré. Det er tidligere vist at EPS er med pa a redusere vekttap
under steking i ertebaserte planteburgere (@yehaug, 2022), eller i produksjonen av
surdeigsbrad med EPS produserende MSB (ispirli et al., 2020). Manglende forskjeller
i vekttap kan komme av interaksjoner mellom EPS og de andre ingrediensene i
kikertburgeren som olje, stivelse eller aquafaba. Sammenligning med Natruli-
burgeren og Gilde hamburgeren hadde kikertburgerne et signifikant lavere vekttap

etter som disse hadde vekttap pa 39% og 35%.

Nar kikertburgerne ble stekt ble hgyden deres redusert fra ca. 2 cm til 1 — 1,5 cm, og
dette gjorde at alle kikertburgerne ble mye lavere enn Naturli-burgeren. Naturli-
burgeren fikk en rgffere tverrsnitt sammenlignet med de andre burgerne. Dette
roffere tverrsnittet kan komme at bruken av texturert plante proteinet som blir brukt
(Ishag et al., 2022). Disse burgerne ble ikke lavere under steking, noe som kan
komme av innholdet av metylcellulose som stabiliserer strukturen under oppvarming
(Ishaq et al., 2022). Kikertburgerne fikk etter steking en hgyde tilsvarende Gilde
hamburgeren. Burger A ble noe brunere etter steking sammenlignet med burger B og
C. Arsaken til dette kan veere at burger A hadde det hgyeste innholdet av fermentert
kikertpuré som igjen hadde et hgyere innhold av sukrose og fruktose. Et hgyere
sukrose og fruktose innhold vil fgre til gkt karamellisering, og e hgyere innhtold av
reduserbart sukker vil gke graden av Maillardreaksjoner (Tamanna & Mahmood,
2015). Denne bruningen kan veere gunstig for & gi burgerne en mere typisk

burgerlignende farge.

Teksturen til burgerne ble analysert med TPA. Det var kun signifikante forskjeller
mellom kikertburgernes «cohesivness», hvor burger C hadde en verdi pa 0,531 +
0,064 og burger A og B hadde verdier pa 0,451 + 0,048 og 0,433 + 0,028. Det var
store forskjeller mellom kikertburgerne og referanseburgerne. Hamburgeren fra Gilde
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hadde de hgyest verdiene for hardhet, «resiliance», klebrighet, spenst og
tyggemotstand, og Naturli-burgeren hadde de nest hgyeste verdiene for disse
parameterne. Den fermenterte kikertpuréen hadde en liten effekt pa kikertburgernes
tekstur i dette forsgket. Dette kan veere pa grunn av at andre komponenter i
oppskriften som olje, stivelse og aquafaba ble dominerende faktorer med hensyn til
dannelsen av tredimensjonale nettverk som pavirker teksturen. Det kan ogsa hende
at aquafabas sin geldannelsevne overstyrte EPS sin tekstur endrende egenskaper
(He et al., 2021). Dette burde bli videre undersgkt ved & se om forskjellig innhold av

ingredienser, spesielt hvordan aquafaba pavirker en fermentert kikertburger.
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4.5 Konklusjon

Hensikten med denne oppgaven er a undersgke effekten av in situ produksjon av
eksopolysakkarider fra melkesyrebakteriefermentering i en kikertbasert planteburger.
Dette ble undersgkt for a finne ut om in situ EPS produsert ved fermentering kan
veere et alternativ til fortyknings- og emulgeringsmidler (eks: metylcellulose) brukt for

a forbedre teksturen i kommersielle planteburgere.

Under EPS screeningen ble 29 MSB-er undersgkt for deres EPS-produksjon pa tre
forskjellige karbohydrat-agarer, fra disse ble det valgt ut 6 EPS+ stammer. Fem av
disse MSB stammene hadde den hgyeste EPS-produksjonen i sukrose og en hadde
den hgyeste i maltose, disse karbohydratene ble derfor brukt videre. Deretter ble fem
av disse stammene brukt til & fermentere kikertpuré for & undersgke veksten deres i
kikertpuré med 5% sukrose. Viskositetsgkningen og pH-nedgangen gkte nar sukrose
ble tilsatt. Etter dette ble 3 av stammene brukt for & undersgke om valget av
inkuberingstemperatur og tilsetningen av aquafaba kunne videre pavirke
viskositetsgkningen og pH-nedgangen. En inkuberingstemperatur pa 30°C sa ut til &

gke pH-nedgangen mer enn en temperatur pa 22°C.

Det ble deretter utfgrt et metabolismeforsgk hvor innholdet av et utvalg av
metabolitter, pH, cellevekst og reologiske egenskaper ble undersgkt. Innholdet av
melkesyre og eddiksyre gkte, og sitronsyre sank nar stammene Llb. fermentum
TM336 og LIb. plantarum/pentosus CM65 ble tilsatt med sukrose. Celletallet gkte hos
alle fermenterte prgvene fra ca. 6 log kde/g til ca. 9 log kde/g. Kikertpuré med 5%
sukrose og 17% aquafaba fermentert med Llb. fermentum TM336 ga den hgyeste
gkningen i viskositet og lagringsmodulen etter oppvarming til 90°C. Denne

kikertpuréen ble brukt videre i burgerforsgket.

Til slutt ble det laget 3 kikertburgere med forskjellige innhold av fermentert kikertpuré
for & undersgke om EPS-en produsert hadde en positiv effekt pa teksturen og
vekttapet. Det ble ikke observert noen tydelige sammenhenger mellom innholdet av
fermentert kikertpure og tekstur eller vekttap. Dette kan komme at av de andre
ingrediensene brukt hadde en dominerende effekt pa teksturen, for eksempel
aquafaba og potetmel. Dette burde derfor bli undersgkt videre om valget av andre

ingredienser kan fremme EPS sine teksturforbedrende egenskaper bedre.
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4.5.1 Videre forskning

For videre forskning er det mange faktorer som hadde veert interessante a
undersgke. Blant annet se om bruken av andre ingredienser eller miljg hadde gikk
bakteriene et bedre utgangspunkt for veksten og EPS-produksjonen, som eksempel
prosent andelen karbohydrattilsetning, og valget av inkuberingstemperatur og tid. Det

kunne ogsa veert gnsket ha laget en puré med et hgyere tgrrstoffinnhold.

| denne oppgaven ble bruken av kikerter undersgkt, siden at kikerter allerede blir
brukt i «burger-lignende» produkter som falafeler. Bruken av andre belgvekster
kunne ogsa ha veert interessant & undersgke. Bruken av for eksempel soyabgnner
eller fada bgnner kunne veert interessant etter som at disse har et hgyere
proteininnhold, noe som ville etterligne naeringsinnholdet til kjgtt bedre. Fada bgnner
kunne veert ekstra interessant ettersom at dette er et produkt som kan produseres i

Norge.

Videre undersgkelse av effekt til aquafaba pa teksturen i planteburgere eller andre
plantebaserte produkter kunne ogsa veert interessant. Blant annet kunne det veaert
interessant & undersgke om aquafaba gir noen forbedrende effekter i gluten-fritt
brad.

Under denne oppgaven ble det ikke lagt vekt pa innholdet av anti-naeringsstoffer i
kikertpuréene, og hvordan melkesyrebakteriefermenteringen pavirket dette innholdet.
Det kunne derfor veert interessant & undersgke om fermenteringen pavirket innholdet
av anti-naeringsstoffer, ettersom at det er tidligere vist at noen melkesyrebakterier
kan redusere innholdet av noen typer anti-neeringsstoffer (Michela et al., 2022).
Hvordan tilsetningen av aquafaba pavirket innholdet av anti-neeringsstoffer hadde
ogsa veert interessant & undersgke, slik at man da kunne ha vurdert om denne

ingrediensen i det helle tatt er veert & bruke.
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Vedlegg

1. Kolonier pd& MRS-agar utplatet med stamme nr. 3, 5 og 23, og utregnet

cellekonsentrasjon i MRS-buljong.

Stamme nr. Kolonier Gjennomsnittlig (kde/ml)
1/108 1/10’ 1/108

3 >300/>300 >300/>300 34/30 3,20*10°

5 >300/>300 >300/>300 224/225 2,25*10%

23 >300/>300 >300/>300 73/63 6,8*10°

Utregning av mengde frysestock-lgsninger for & fa et starts celletall pa 10° kde/g.

6
Stamme 3: w =15 uL
3,2x10
. 50mix10%
Stamme 5: 2,25><—1010 =2 uL
6
Stamme 23;: 222 _ 71,
6,8x10

V1ixCl=V2xC(C2
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2.

Radata fra metabolismeforsgket. Hvis med pravekoder, stamme nr., sukkerart (S; sukrose, M; maltose, U; uten), far (0) eller

etter (24) fermentering. Og deres resultater fra pH-maling, celletall utplating, reologiske analyser og HPLC.

Kode Stamme Sukkerart Tid pH Kde logkde G' Gamma Tau 20C1 90C 70C 20C2 RT SRT Maltose Citrat Glukose Fruktose Melkesyre |Acetat
kde/ml Log kde/m| |Pa % Pa G' (Pa) G' (Pa) G' (Pa) G' (Pa) Pa*s Pa*s ppm ppm ppm ppm ppm ppm

350 3 S 0 6,02 9,15E+05 5,96 2,21E+03 0,09 2,10 1,76E+03 1,37E+03 1,93E+03 4,46E+03 27,94 2215 30194,26 1759,38 9582,73 10047,41 0,00 103,32
5M0 5 S 0 6,05 9,00E+05 595 5,33E+03 0,09 4,74|  2,23E+03 1,78E+03|  2,49E+03|  4,85E+03 57,62 393,8| 34777,08 1635,18 3199,26 2237,65 0,00 94,99
23S0 23 S 0 6,03 1,09E+06 6,04 6,91E+03 0,09 6,65 4,63E+03 2,96E+03 4,20E+03 5,38E+03 79,25 619,8 27019,54 1582,27 11836,94 12420,12 0,00 94,54
3524 3 S 24 4,84| 9,55E+08 8,98 4,58E+03 0,08 3,62| 3,81E+03| 2,87E+03| 2,78E+04| 5,65E+04 161,7 826,8 2881,62 0,00 1293,95|  22400,57 3102,35 1250,76
5M24 5 S 24 5,07 4,95E+08 8,69 3,45E+03 0,07 2,39 1,58E+03 1,61E+03 2,05E+03 3,40E+03 37,12 252,7 33058,66 1558,32 1530,98 1598,04 1941,07 103,27
23524 23 S 24 4,55|  6,60E+08 8,82| 6,34E+03 0,08 5,63| 3,52E+03| 2,81E+03| 4,40E+03| 5,60E+03 95,94 664,3| 16920,64 0,00 6904,25| 14643,19 4314,32 1080,66
3U0 3 U 0 6,01 1,00E+06 6,00 3,17E+03 0,10 3,14 3,38E+03 3,52E+03 1,52E+04 3,69E+04 66,74 509,1 3288,42 1774,27 1307,91 1462,71 0,00 88,70
5U0 5 u 0 6,01) 1,03E+06 6,01] 5,28E+03 0,10 535/ 4,60E+03| 5,01E+03| 1,76E+04| 3,76E+04 115,9 750 2854,90 1549,00 1065,15 1324,21 0,00 77,49
23U0 23 U 0 6,03 1,40E+06 6,15 5,31E+03 0,10 5,19 4,79E+03 5,25E+03 1,92E+04 4,20E+04 111 724,9 2867,51 1499,01 1022,93 1263,05 0,00 75,86
KUO K u 0 6,03| 0,00E+00 0| 4,41E+03 0,10 4,55| 3,38E+03| 3,52E+03| 1,52E+04| 3,69E+04 93,17 583,8 3041,22 1601,94 1055,95 1301,80 0,00 86,43
3U24 3 u 24 535 1,16E+09 9,06| 3,15E+03 0,09 3,01) 3,42E+03| 2,54E+03| 1,26E+04| 2,98E+04 85,47 575,3 688,84 0,00 232,22 202,90 2425,37 1047,11
5U24 5 u 24 6,14|  6,75E+08 8,83| 3,76E+03 0,10 3,65 3,52E+03| 4,19E+03| 1,91E+04| 3,91E+04 64,48 403,7 3240,15 1589,03 796,45 770,67 466,60 180,85
23U24 23 u 24 5,06 6,50E+08 8,81| 5,75E+03 0,10 577| 5,03E+03| 3,49E+03| 1,73E+04| 2,73E+04 126,7 887 669,52 0,00 213,63 447,66 2667,58 936,95
KU24 K u 24 6,01) 0,00E+00 0| 4,43E+03 0,10 4,35/ 3,37E+03| 3,17E+03| 1,55E+04| 3,71E+04 94,13 593,5 2986,81 1560,50 998,78 1215,56 0,00 79,48
350 3 S 0 6,08  8,65E+05 594| 5,73E+03 0,08 4,92| 497E+03| 7,93E+03| 1,10E+04| 2,69E+04 178 1259| 24621,60 1109,34 9469,74 9814,97 0,00 76,60
5M0 5 S 0 6,01) 1,16E+06 6,06 1,07E+04 0,09 9,51] 9,33E+03 1,97E+04|  2,32E+04|  4,15E+04 1184 735,2| 30585,33 948,36 2198,17 1062,75 0,00 97,18
2350 23 S 0 6,01)  2,03E+06 6,31] 5,96E+03 0,10 6,37| 6,10E+03 1,40E+04|  2,19E+04| 5,07E+04 127,2 839,6| 23898,09 1013,69| 11439,84| 12001,78 0,00 104,08
3524 3 S 24 4,86 9,30E+08 8,97 7,66E+03 0,06 4,88 7,26E+03 4,69E+04 8,07E+04 1,55E+05 397,6 2124 800,75 0,00 444,71 23336,92 3578,04 1007,26
5M24 5 S 24 5,08 1,96E+08 8,29 8,22E+03 0,09 7,56|  6,88E+03 1,52E+04|  2,14E+04| 3,71E+04 170,7 1381 29685,92 923,90 577,16 866,45 1756,71 95,85
23524 23 S 24 4,61 4,65E+08 8,67 7,48E+03 0,10 7,40 5,02E+03 1,12E+04 1,34E+04 2,18E+04 184,4 1307 12237,94 0,00 5527,74 13231,75 3622,92 781,30
3U0 3 u 0 6,2| 8,90E+05 595 5,25E+03 0,10 5,38 1,23E+04| 2,45E+04| 2,92E+04| 4,25E+04 108,6 783,5 3084,70 1531,82 954,08 1074,89 0,00 75,27
5U0 5 U 0 6,23 9,50E+05 5,98 1,28E+04 0,10 12,95 6,36E+03 1,54E+04 2,26E+04 3,81E+04 243,2 1570 2986,68 1513,15 916,96 1040,54 0,00 85,86
23U0 23 u 0 6,22|  9,50E+05 598 6,81E+03 0,11 7,42 4,53E+03 1,28E+04|  1,91E+04| 4,02E+04 128,5 8173 2829,68 1438,62 838,92 926,93 0,00 79,70
KUO K U 0 6,2 0 0,00 1,28E+04 0,10 12,95 6,36E+03 1,54E+04 2,26E+04 3,81E+04 243,2 1570 3232,04 1586,03 850,46 940,32 0,00 89,62
3uU24 3 u 24 559 1,11E+09 9,05| 5,20E+03 0,10 511 9,79E+03 1,92E+04|  2,97E+04|  4,25E+04 115,2 709,7 994,72 0,00 334,83 153,70 2051,35 1074,37
5U24 5 U 24 6,01 9,90E+08 9,00 1,06E+04 0,10 10,80 5,61E+03 1,28E+04 1,38E+04 1,71E+04 193,4 1266 2301,97 976,50 560,08 382,46 1143,65 495,38
23U24 23 u 24 536| 7,30E+08 8,86| 8,47E+03 0,10 8,73| 5,61E+03 1,28E+04|  1,38E+04| 1,71E+04 155,8 1053 773,09 0,00 334,36 358,08 2250,48 875,63
Ku24 K U 24 6,17 0,00E+00 0,00 1,19E+04 0,08 10,06 1,23E+04 2,45E+04 2,92E+04 4,25E+04 210,3 1372 1792,07 1090,63 678,20 795,31 881,01 349,63
350 3 S 0 6,28  8,70E+05 594| 8,22E+03 0,10 8,44| 7,42E+03| 6,96E+03| 2,01E+04| 3,74E+04 167,7 1053 29324,39 1350,56 6006,21 6184,03 0,00 89,86
5M0 5 S 0 6,29 1,62E+06 6,21 9,44E+03 0,11 10,31 8,48E+03 7,74E+03 2,40E+04 4,34E+04 170,7 1031 33356,67 1408,87 3001,67 2096,54 0,00 105,17
2350 23 S 0 6,27| 1,55E+06 6,19| 5,33E+03 0,11 6,05 5,16E+03| 4,70E+03| 1,79E+04| 4,21E+04 101,1 623,4] 29864,45 1404,78 4853,49 5024,26 0,00 86,22
3524 3 S 24 4,8 1,10E+09 9,04 9,24E+03 0,08 8,02 9,30E+03 8,12E+03 6,84E+04 9,14E+04 253 1438 1220,12 0,00 382,94 22099,31 3247,44 1001,76
5M24 5 S 24 5,14| 5,40E+08 8,73| 9,91E+03 0,10 9,74| 8,44E+03| 8,41E+03| 2,09E+04| 3,60E+04 197,8 1341] 28211,13 1290,63 1534,46 1359,69 1503,14 115,02
23524 23 S 24 4,57 7,90E+08 8,90 8,95E+03 0,09 8,24 5,37E+03 3,38E+03 1,70E+04 3,19E+04 198,7 1311 15566,71 0,00 2213,44 8633,52 3933,67 1041,81
3U0 3 u 0 6,18  7,40E+05 587| 1,02E+04 0,10 9,90, 8,22E+03| 9,13E+03| 1,83E+04| 2,46E+04 188,4 1431 3114,93 1373,10 602,46 439,90 0,00 89,48
5U0 5 U 0 6,13 1,03E+06 6,01 7,11E+03 0,10 7,47 6,32E+03 6,86E+03 1,96E+04 3,51E+04 144,4 988,5 3285,95 1423,64 619,20 299,84 0,00 98,91
23U0 23 u 0 6,07 1,18E+06 6,07| 7,66E+03 0,10 7,69] 6,37E+03| 7,23E+03| 2,31E+04| 4,10E+04 143,7 930,5 3271,23 1472,83 569,10 478,84 0,00 90,68
KUO K u 0 6,05/  0,00E+00 0,00/ 1,06E+04 0,09 9,36| 8,80E+03| 9,21E+03| 2,19E+04| 3,66E+04 193,6 1226 3137,45 1333,21 530,51 434,36 0,00 80,40
3U24 3 u 24 551 1,27E+09 9,10,  8,55E+03 0,10 8,61 819E+03| 6,48E+03| 2,37E+04| 3,83E+04 182 1150 879,10 0,00 323,26 0,00 1692,42 1107,07
5024 5 U 24 6,29 7,80E+08 8,89 7,18E+03 0,10 7,19 6,76E+03 6,39E+03 2,63E+04 5,49E+04 124,2 766,2 3502,23 1254,78 380,59 0,00 0,00 70,61
23U24 23 u 24 513| 3,30E+08 8,52| 8,93E+03 0,09 8,24| 7,50E+03| 6,92E+03| 2,26E+04| 3,32E+04 171,7 1155 781,86 0,00 281,50 115,31 2125,31 840,43
KU24 K u 24 6,08/  0,00E+00 0|  1,09E+04 0,08 9,05 8,99E+03| 9,14E+03| 2,59E+04| 4,97E+04 176,8 1162 3442,05 1482,12 468,15 167,45 0,00 42,26
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3. Enveis ANOVA og CLD for andre fermenteringsforsgk.

a. Variansen i Gamma mellom prgvene

pf Sum sq Mean Sq F value
24 0.04105 0.0017104
50 0.00618 0.0001236

Pr(>F)
13.84 1.14e-14

Name
Residuals

0.001 * Q01210105 b

5MU30 SMU22
"a" "ab"
23uu30 23UA22
"bcdefg" "cdefg"
2UA30

“gh'"

2uu22
"abc"
23SA22
"cdefg"
23su22
“gh"

23uu22
"abcd"
5uu30
"cdefg"
2SA30
p

Suu22
"abcde"
23SA30
"cdefg"
2SA22
e

b. Variansen i G’ mellom pragvene

, data

of
24
50

Sum Sq Mean Sq F value
627036072 26126503
140216974 2804339

Pr(>F)
Name 9.316 2.53e-11 *

Residuals

23uu30
"ab"
Suu22

SMA30
"abe”
2UA22
"cdef" "def"
235U30 25A30

g "y

235A22
"abcd"
2uu30
ndef"

23UA30
"abcd"

2uu22
"defg"

23uu22
"abcd"

Kuu30
"defg"

Df Sum Sq Mean Sq F value
24 725.3 30.22
50 218.0 4.36

Pr(>F)
Name 6.932 4.74e-09 ***
Residuals

00122380505 <

$Name
23uu30  23sA30
"al "ab" "abc"
2uu22 PAVIVELY) PASVELY)
"abcde" "abcdef" "abcdef"
23su22  23su30 2SA30
S "ef" A

5MU30  23uU22
"abcd" “abcd"
KUuU30 5MA22

"abcdef" "abcdef"

SMA30  23UA30
"abcd"
2UA30

"bcdef™

"abcdef"

‘cdefg"”

(1 = |

2SU22
"abcdef"
5MA30
"defg"

Kuu30

PASVEL)

23UA22
"abcde"
5MU22
"defg"

5MuU30
"abcde"
SUA30
"defg"

mellom prgvene.

S G

235A22
"abcde"
2UA22
"cdef"

5uu22
"abcde"
25U22
"cdef"

5UA22

"abcdefg"

5UA30
"efg"

5MA22

"abcdef"

2SA22
"defg"

SUA22

"abcde"

5uu30
"cdef"

PAVVE]0)
"abcdefg"
5MA22

23UA30
"abcdefg"
23su30

"Eg"

5MU22
"abcde"
SUA30
"def"

23UA22
"abcde"
25A22
naf”

d. To-vies anova for G’ og valget av stamme, karbohydrat, aquafaba og

inkuberingstemperatur

> summary ((aov(G~Stamme+Sakkarid+Aquafaba+Temperatur, data =

Df Sum Sq
3 104887777
1 12258462
1 27617882
1 12748271

68 609740655

34962592
12258462
27617882
12748271

8966774

Stamme
Sakkarid
Aquafaba

Temperatur
Residuals

Mean Sg F value Pr(>F)

3.899 0.0124 *

1.367 0.2464
3.080 0.0838
1.422 0.2373

0.01 0.05

TestAMP)))
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e. To-vies anova for Tau og valget av stamme, karbohydrat, aquafaba og

inkuberingstemperatur

> summary((aov(Tau~Stamme+Sakkarid+Aquafaba+Temperatur, data = TestAMP)))
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Stamme 3 144.4 48.14 4.303 0.00772 **

sakkarid 1 28.7 28.69 2.564 0.11396

Aquafaba 1 4.6 4.63 0.414 0.52235

Temperatur 1 4.8 4.80 0.429 0.51477
Residuals 68 760.8 11.19

Signif. codes: 0 ¢ > 0.001 “**’ 0.01 “*’ 0.05 “.” 0.1 * ’ 1

f. To-vies anova for gamma og valget av stamme, karbohydrat, aquafaba

og inkuberingstemperatur

> summary ((aov(Gamma~Stamme+Sakkarid+Aquafaba+Temperatur, data = TestAMP)))
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Stamme 3 0.006556 0.002185 5.799 0.00137 *=*

sakkarid 1 0.002148 0.002148 5.700 0.01975

Aquafaba 1 0.011963 0.011963 31.747 3.66e-07 *

Temperatur 1 0.000938 0.000938 2.490 0.11921

Residuals 68 0.025625 0.000377

Signif. codes: 0 “**=’ 0,001 “**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 * ’ 1

4. Enveis anova og CLD for prgvene fra metabolismefrosgket

a. Variansen i pH mellom prgvene.

v (AnovM

Df Sum $q Mean Sq F value Pr(>F)
Kode 13 12.692 0.9763 78.99 <2e-16 ***
Residuals 28 0.346 0.0124

Signif. codes: “2%%' 0.001 “‘**' 0.01 °**'

$Kode
5u24 M KUO Ku24 3u24 23u24
ST é 2 b s "a" *a" an "b" “bc"

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(GF)
Kode 13 356.4 27.417 2338 <2e-16
Residuals 28 0.3 0.012

Signif. codes: EARET0.001 fRE 0,01 R 0:05 8
. TukM <= T 5D

$Kode
3u24 3524 SU24 23524 23u24 SM24 23s0 5M0 2300 Su0 3s0 KUO Ku24
”rﬁ" ”.‘ll)“ ”(lb” “db( " ”l)( v ”( i I'd“ ”d“ ”d" “d” ”(i” - | ”(‘” ”(‘”

c. Variansen i G’ mellom prgvene.
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f.

1 Mean Sq F value Pr(>F)
Kode 38244 452495¢ 0.512
Residuals

ta

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Kode 13 53.65 4,127 0.482 0.917
Residuals 28 239.76 3

$Kode
$KodeSLetters
KU24 23u24

won

lata Metar

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Kode 13 0.002354 1.811le-04 2.685 0.0139

Residuals 28 0.001889 6.746e-05

Signif. codes: 0 ° 001 ***' 0,01 “*

$K6d9

23s0 4 3u0 23u24 3uv24 KuO
"a" ‘a" “ab" "ab"™ "ab" "ab" "ab"

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
13 1615773 124290 0.693 0.754
28 5020528 179305

$Kode$Letters
3524 KuO S5U0 23524 Ku24 23u24 5M24 3u0
"a" "a" X R "a" "a" A rav

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Kode 13 67175 5167 1.195 0.333
Residuals 28 121096 4325
> Tul < } A »

M, TukMm)
. pri
$Kode
$KodeSLetters

3524 KU0 SU0 Ku24 23524 23u24 5M24 23uU0 3uU24 5U24

a v "y "ot a"” 2" wan a

"ab"

3s0

a

23uU0

'

"ab”

23uU0

a

350 23524
"ab"

5u24
"y

3s0
na

3U24

"a

Ku24

ab"

3u24
"o

3u0
"o

S5m0
"y

3524

"cl

23s0
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h. Variansen i G’ malt ved temperatur avhengig oscillasjons test etter

oppvarming malt ved 70°C mellom prgvene.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Kode 13 5.255e+09 404228899 3.734 0.00169
Residuals 28 3.031e+09 108242940

Signif. codes:

> T

$kode
3524 Ku24 3uU 5u0 KUO 5u24 23u24 S5MO 5M24 23S0 23524
A "b" "b" o e o b “b" b "b" b 7 obs b

i. Variansen i G° malt ved temperatur avhengig oscillasjons test etter

oppvarming malt ved 20°C mellom pravene

Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
13 1.496e+10 1.151e+09 3.231 0.00451
28 9.974e+09 3.562e+08

cx? (0,01 ‘%

3524 Ku24 3u K : 500 3u24 3u0 23s0 5M0 23Uz . 350 23s24
e G vl " "b" b i mh i e o b il o 2k "b" "b"
Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
13 6.274e+09 482596680 183 <2e-16
Residuals 28 7.383e+07 2636665
Signif. codes: f 001N 0E 05 R0 T ]
TukM <-
> clc
> print(cld)
$Kode
5M0 5M24 3s0 23s0 23s24 3u0 KUO 500 5uU24 23u0 Ku24 3s24 3u24 23u24
“at ‘abt "h" =B e dr S o [ "d" s e s "d" 2d: “d”

11tat)

pf Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Kode 13 1.709e+09 131428175 53.87 2.71e-16
Residuals 28 6.831e+07 2439636
Signif. code 0 ° ' 0.001 ° ’ g5 T 8 B e

Tu

3524 23s24 23S0 3s0 5M0 5mM24 <UD 23uU0 500 Ku24 5u24 23u24 3u24
“ak ¥h "b" vb* 2C3 N o v 5 N e wis EC5 ) e ve e

l.  Variansen i glukoseinnholdet mellom pravene malt av HPLC
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Kode

Residuals 28

Ssignif.

23s0
"y

Kode

Residuals

Signif.

Kode

Residuals 28

Signif
. Tukh

$Kode
3524
g

ata = Metaresultat)

f Sum Sq
13 357634991
53192435

Mean Sq F value Pr(>F)
27510384 14.48 3.95e-09

1899730
(1t B

codes 0505 40

T

3s0
"ab"

23524
"he"

5MO0
"ed™

5M24
"ed”

3u0
ved"

5u0

ted®™ “ed® “ed®

at)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
13 17119331 1316872 28.69 9.75e-13
28 1285203 45900

*0.01 *** 0.05 °

codes 2 0:001 %X

/M, TukM)

3s0 Kku24 23s0 5M0 5u24
Salul gt Main gl itgd

elksyre~Kode, data = Metaresultat)
Df Sum Sq
75770111

2064072

Mean Sq F value Pr(>F)
5828470 79.07 <2e-16
73717

fx%? (.01 “*°
Tukm)

3524 23u24

3u24 5U24 Ku24 23s0 23u0
nan e . w_n no_n won

"p" e e ! e’

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
13 6951677 534744 58.78 <2e-16
254745 9098

0.001 *

3U24 23524 23U24
g wgn maw

23s0

S5U24 Ku24 5M24 5M0
o np

EhEh b o

0.1

5M24 23s24 23u24 3s24 3u24

a

3s0

21

gLy © 2

0205 =2 n0 TR

3u0

"e nen

3s0

5u0

b

ngr

"

5M0

"

e

KUO0
np

g

5U0

C

3u0
"

KUO 23U0 Ku24 3s24 5U24 3uU24 23uU24
g g "

d

b

23U0
o

5. Enveis anova og CLD for burgerforsgket. Hvor vekttapet og teksturen ble

analysert ved en «texture pofile analysis»

a. Variansen i vekttapet mellom prgvene etter oppvarming

> summary (AnovM)

Name

Residuals

Signif. codes: 0

Df Sum Sq Mean Sq F value
4 0.05435 0.01359
5 0.00100 0.00020

“xx%’ 0,001 ‘¥*’ 0.01

> TukM <- TukeyHSD(AnovM)

> cld

<- multcomplLetters4(AnovM, TukM)

> print(cld)

$Name

Naturli Hamburger

BurgerB  BurgercC
"o s e e

P

w

r(>F)

0.05

BurgerA
<"

68 0.000151 #**=*

y

0.1

1
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b. Variansen i hardhet mellom prgvene malt av TPA.

Df
Navn 4 61627625 15406906 560.4 <2e-16 ***
Residuals 45 1237185 27493

Signif. codes: 0 : =R 00 G050 05 A el

TukTPA <- Tuk ‘ f
| - ltco otte (AnovTPA, TukTPA)
| 46
$Navn
Hamburger  Naturli BurgerC BurgerA  BurgerB

e "y " w_n " _m

a C C C

c. Variansen i spenst mellom prgvene malt av TPA.

a.(w("\,pr'inu,-\<1‘-./H, data = TPAtest)
/(AnovTPA)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Navn 4 0.6001 0.15001 5.187 0.0016 **
Residuals 45 1.3014 0.02892
Signif. codes: ka8 P B el B e O 1 I s |
> TukTPA <- Tul ) ( )
> cld ultc e s4( VTPA, TukTPA)

$Navn
Hamburger BurgerC BurgerA Naturli BurgerB
o "y np " npn

/(Cho~Navnh, data = TPAtest)
> summary (AnovTPA)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Navn 4 0.1617 0.04043 9.079 1.83e-05 ***
Residuals 45 0.2004 0.00445

%7 0.001 “**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 * ' 1

VTPA, TukTPA)

> print(cld)
$Navn
Naturli BurgerC Hamburger BurgerA Burgers
R "ab" "ab" "bc" e

> ANOVTPA <~ Res~Navn, data = TPAtest)
summary (AnovTPA)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Navn 4 0.5863 0.1466 365.1 <2e-16 ***
Residuals 45 0.0181 0.0004
Signif. codes: QlExR2nL Q0] =R 20l0]  EX2HQLOL 42
> TUKTPA <- Tuke
> cld <- mult ) ters4 (AnovTPA, TukTPA)
> print(cld)
$Navn
Hamburger BurgerC Naturli BurgerA  BurgerB
"a" "b" "b" Y et
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Variansen i klebrighet mellom prgvene malt av TPA.

m~Navn, data TPAtest)

Sum Sq Mean Sq F value Pr(GF)
Navn 4 19744872 4936218 144.1 <2e-16
Residuals 45 1541470 34255
Signif. codes: Edkw 001 “#=>10.01 *** .05 %27 0L * 1
> TukTPA 1 {SI
] OA, TukTPA)

Hamburger Naturli BurgercC BurgerA BurgerB
"o np e e e

1ew~Navn, data TPAtest)

éum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Navn 4 21682509 5420627 92.12 <2e-16
Residuals 45 2647911 58842

> 0,001 “**? 0.01 %" 0.05 “.> 0.1 * @

no

A, TukTPA)

Hamburger Naturli BurgercC BurgerA  BurgerB
o " Ty nen e

Neeringsinnhold burgere (per 100 g) i burgerne brukt under burgerforsgket

Hamburger Naturli (Orkla) | Burger A Burger B Burger C
(Gilde)
Kcal 224 203 224 224 224
Fett (g) 17 16 13 13 13
Karbohydrat (g) | 2 2,6 21 19 17
Kostfiber (g) 0 4,5 2,9 2,9 2,9
Protein (g) 16 12 3,5 3,5 3,5
Salt (g) 1,5 1,2 1,4 1,4 1,4
Vann (g) 63,5 63,5 57,4 57,4 57,4
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