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Sammendrag

Brad og bakevarer star for en stor andel matsvinn arlig, noe som ofte skyldes muggvekst.
Mugghemmende bakteriekulturer har fatt stor oppmerksomhet som falge av forbrukernes
gnske om naturlig mat uten kjemiske tilsetningsstoffer. Det er derfor av stor interesse a
undersgke alternativer til kjemiske konserveringsmidler for industri tilknyttet bakerier. Selv
om baketeknikk med surdeig er en gammel tradisjon, og det lenge har veert kjent at
komponentene i surdeig har en hemmende effekt pa mugg, sa finnes det begrenset med
forskning pa hemming av mugg i surdeig ved benyttelse av propionsyrebakterier (PAB) og
kalsium propionat. Hensikten med studien var a finne ut om melkesyrebakterier (LAB) og
PAB i kombinasjon med hverandre eller alene kunne bidra til & hemme muggvekst pa bred
ved en synergistisk effekt. pH, organiske syrer og andre spesifikke mugghemmende
metabolitter produsert av bakteriene har mest a si for den hugghemmende effekten observert i
brgdene. Innledningsvis ble vekst og metabolisme av 9 ulike LAB og 4 ulike PAB studert i
buljong og et hvetemel hydrolysatmedium. Det ble analysert for evne til & omdanne
karbohydrater til organiske syrer og senke pH. Forsgk med surdeig ble gjennomfart for
utvalgte PAB og LAB alene eller sammen med ulike vekstbetingelser. Brgd ble bakt med
gjer, surdeig med og uten LAB, surdeig med PAB, LAB og PAB som miks og LAB med
kalsiumpropionat. Skivet brgd ble inokulert med muggsoppene Aspergillus niger
ATCC10577, Penicillium roqueforti, og Fusarium sp. Prgvene ble inkubert og observert
visuelt i 21 dager ved 20 °C. | alle prgvene bakt med surdeig ble det observert en stor gkning
etter fermentering i mengden melkesyre med mer enn >2718,3 mg/kg. Mengden eddiksyre
produsert var lav for alle prgvene, med unntak av prgver med propionsyre eller
kalsiumpropionat. Kalsiumpropionat produserte mest for alle prgveuttakene fra 2322 mg/kg
ved farste uttak 2401,2 mg/kg. Den mugghemmende aktiviteten var mest synlig i pragver tilsatt
PAB alene og sammen med LAB, og aller best i pragver tilsatt kalsiumpropionat som
fullstendig hemmet muggvekst i alle praver inokulert med sporer fra Fusarium sp., og A.
niger. P. roqueforti viste seg mest motstandsdyktig til mugghemming, og ble ikke hemmet av
noen av de tilsatte LAB og PAB stammene, eller kalsiumpropionat. Resultatene viste best
effekt av syngenetisk effekt mellom flere komponenter hvor surdeig sammen med LAB og
kalsiumpropionat viste best hemmende effekt etterfulgt av prever med surdeig tilsatt bade
PAB og LAB.



Abstract

Bread and bakery products account for a significant amount of annual food waste, often due
to mold growth. Antifungal components have received considerable attention due to
consumers' desire for natural food without chemical additives. Therefore, it is of great interest
to explore alternatives to chemical preservatives in bakery-related industries. While
sourdough baking techniques are an ancient tradition and it has long been known that
sourdough components have an antifungal effect on mold, there is limited research on mold
inhibition in sourdough using propionibacterium (PAB) and calcium propionate. The aim of
this study was to investigate whether lactic acid bacteria (LAB) and PAB in combination or
alone could contribute to antifungal activity on bread through a synergistic effect. pH, organic
acids, and other specific antifungal metabolites produced by bacteria play a crucial role in the
observed mold inhibition in bread. Initially, the growth and metabolism of 9 different LAB
and 4 different PAB were studied in broth and a wheat flour hydrolysate medium. The ability
to convert carbohydrates into organic acids and lower pH was analyzed. Sourdough
experiments were conducted for selected PAB and LAB alone or in combination with various
growth conditions. Bread was baked with yeast, sourdough with and without LAB, sourdough
with PAB, LAB and PAB in a mixture, and LAB with calcium propionate. Sliced bread was
inoculated with the mold species Aspergillus niger ATCC10577, Penicillium roqueforti, and
Fusarium sp. The samples were incubated at 20 °C and visually observed for 21 days. In all
sourdough bread samples, a significant increase in the amount of lactic acid was observed
after fermentation, exceeding 2718.3 mg/kg. The amount of acetic acid produced was low for
all samples, except for samples with PAB or calcium propionate. Calcium propionate
produced the highest amount among all sample extractions, ranging from 2322 mg/kg in the
first extraction to 2401.2 mg/kg. The antifungal activity was most prominent in samples
supplemented with PAB alone and in combination with LAB, and it was most effective in
samples supplemented with calcium propionate, completely inhibiting mold in all samples
inoculated with spores from Fusarium sp. and A. niger. P. roqueforti showed the highest
resistance to antifungal activity and was not inhibited by sourdough, any of the added LAB
and PAB strains, or calcium propionate. The results demonstrated the best effect of a
synergistic interaction among multiple components, with sourdough together with LAB and
calcium propionate exhibiting the strongest inhibitory effect, followed by samples with
sourdough supplemented with both PAB and LAB.
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1. Innledning

1.1 Matsvinn

En av de store utfordringene verden star ovenfor er at det forbrukes mer naturressurser enn det
som er baerekraftig for kloden. Ifglge «State of Food and Agriculture» rapporten fra FAO i
2019 kastes omtrent 14 % av all maten som produseres i verden fgr maten nar butikkene. |
tillegg kunne UNEPs «Food Waste Index Report» rapporterte at ytterligere 17 % av all
produsert mat ender opp som sgppel gjennom handel og blant husholdningene. Blant de 17
barekraftsmalene til FN omtales matsvinn under beerekraftsmal 12 “Ansvarlig forbruk og
produksjon”, hvor ett av malene innen 2030 er a «... halvere andelen matsvinn per innbygger
pa verdensbasis, bade i detaljhandelen og blant forbrukere, og redusere svinn i produksjons-
og forsyningskjeden, herunder svinn etter innhgsting» (FN-sambandet 2020, Mal 12, punkt
12.3). Matsvinn defineres som reduksjon i mengde eller kvalitet pa mat langs
forsyningskjeden. Et av de viktigste argumentene for a redusere matsvinn er at enhver ravare
som ikke utnyttes farer til et tap av en hel verdikjede, noe som er belastende bade for miljget
og gkonomisk. | tillegg vil et mindre matsvinn fare til gkt tilgang til mat uten & gke
produksjonen, noe som ogsa reduserer presset pa klima og miljg (Meld. St. 40 (2020-2021),
2021).

Bradbaking er sannsynligvis en av de eldste teknologiene kjent for menneskeheten og regnes
for & veere en av de viktigste produktene i matindustrien (Chavan & Chavan, 2011; De Vuyst
& Neysens, 2005). Brad er en grunnleggende matvare i mange land og blir konsumert daglig
over hele verden. Bare i Europa er gjennomsnittlig konsum per person pa 50 — 80 kg arlig
(Axel et al., 2017). Til tross for et hayt forbruk blir det ogsa registrert store mengder svinn pa
bakevarer, og en undersgkelse fra Norsus (2023) viste at brgd og bakevarer utgjorde 5% av alt
matsvinn i Norge i 2021, noe som tilsvarer mer enn 4000 tonn per ar (Stensgard et al., 2023).
Samtidig som forbrukere og produsenter rapporterer en hgy mengde svinn som fglge av
produksjon av brad og bakevarer endrer ogsa forbrukeratferden seg. Sarlig er det en
bekymring blant forbrukerne for mattrygghet og tilsetningsstoffer i maten, i tillegg til at flere
forbrukere er mer helsebevisste en far. Et resultat av dette er hgy ettersparsel etter «naturlig»
0g «sunn» mat, uten kjemiske konserveringsmidler og tilsetningsstoffer pa markedet. Som
falge av dette er det viktig at bred og bakevarer som produseres opprettholder hgy kvalitet
med god holdbarhet med minimal bearbeiding og uten tilsats av kjemiske

konserveringsmidler eller kunstige tilsetningsstoffer (Axel et al., 2017).



De viktigste kvalitetskjennetegnene til gjeerede brad laget av hvete er hgyt volum, myk og
elastisk krummestruktur, lang holdbarhet og mikrobiologisk sikkerhet for produktet.
Imidlertid har ferskt brad en begrenset holdbarhet, og under lagring skjer det en rekke
kjemiske og fysiske endringer som kalles "staling™. Disse endringene ferer gradvis til
forringelse av bragdets kvalitet ettersom det mister ferskhet og sprehet, samtidig som
krummens fasthet og hardhet gker. Den behagelige aromaen forsvinner, og smaken blir harsk
(Chavan & Chavan, 2011)

Forringelse av brad skyldes hovedsakelig forurensning etter steking, ved luftbaren spredning
av muggsporer (Chavan & Chavan, 2011). De mest avgjgrende faktorene som pavirker og
styrer veksten av ugnskede muggsopp pa matvarer er oksygen, temperatur, pH og
vannaktivitet (aw). Generelt har bragd relativt hgyt vanninnhold og har en aw mellom 0,94 og
0,97, ved pH pa rundt 6. Nar brgdet er innpakket, har nybakt brgd uten tilsetning av
konserveringsmidler kun noen fa dagers holdbarhet ved romtemperatur. Muggsoppforringelse
av brad er et alvorlig problem, og den pafalgende kastingen medfarer fortsatt store

gkonomiske tap bade for bakeriindustrien og forbrukeren (Axel et al., 2017).



2. Teori

2.1 Surdeig

2.1.1 Sammensetning og etablering av surdeigskultur
Produksjon av brgd og bakevarer ved bruk av surdeigsstarter er en metode som benyttes for a

heve deig og bidrar til & skape luftige bakverk gjennom en fermenteringsprosess. Det er ogsa
en av de eldste bioteknologiske prosessene innen produksjon av kornbasert mat. Surdeigsbred
lages ved a fermentere en blanding av mel og vann med melkesyrebakterier (LAB) og gjeer.
Fermenteringsprosessen resulterer i produksjon av melkesyre, eddiksyre, CO>, etanol og
aromakomponenter som diacetyl, og gir dermed et syrlig, aromatisk og behagelig
velsmakende sluttprodukt (Chavan & Chavan, 2011; De Vuyst & Neysens, 2005).

Den tradisjonelle metoden for & etablere en surdeigsstarter pa er a blande mel og vann, og som
gjennom gjentatte fermenteringssteg oppnar en rik mikrobiell sammensetning som bidrar til
de teknologiske egenskapene som kjennetegner surdeig. Denne typen fermentering kalles
spontan fermentering, og oppnas ved & oppbevare blandingen med mel og vann i
romtemperatur, ca 20 °C, og fornyes hver 24. time imellom 5 — 15 dager, til pH er stabil. Nar
pH i surdeigsstarteren er stabil er den «moden» (Calvert et al., 2021). Moden surdeigsstarter
holdes den ved like ved a tilsette en del av moderdeigen til mel og vann, og dette kalles
backslopping. Ved bruk til baking benyttes en aktiv surdeigskultur som erstatning for
bakegjer, og blandes sammen med resten av ingrediensene og bidrar til & heve bakverket og

tilfgre naeringsstoffer, smak og aroma (Minervini et al., 2014).

En aktiv surdeigskultur til bruk ved brgdbaking oppnas ved backslopping etterfulgt av
fermentering ved romtemperatur (20 °C). Det er viktig a bruke kulturen i tidsrommet hvor den
er mest aktiv, men antall timer som kreves for & oppna dette kan variere ut fra ulike faktorer
som temperatur, sammensetning i surdeigen (type mel), og mengdeforhold mellom mel og
vann. En studie gjennomfart av De Vuyst et al. (2014) viste at fermenteringstiden kan variere
fra 3 — 72 timer, avhengig av de overnevnte faktorene, i tillegg pavirker ogsa hvilke LAB-
stammer som er mest dominerende. Ved romtemperatur, 20 — 25 °C, er det mulig & oppna en
aktiv starterkultur fra mellom 5 — 48 timers fermentering (De Vuyst et al., 2014). Ved et tidlig
stadium av fermenteringen vil heveegenskapene vaere darlige, og kulturen vil ikke enda vere
dominert av gnskede LAB og gjer. En aktiv starter har store bobler, og en sur/sgt smak og
aroma som resultat av fermenteringen. En moden starter har passert toppen av

fermenteringskurven og begynner & mangle naring for de fermenterende mikroorganismene,



og karakteriseres ved svert sur lukt og smak, og har mindre bobler og har en mer
sammensunket struktur. En illustrasjon av utviklingen til en surdeigsstarter gjennom ulike
faser av fermenteringen er illustrert i Figur 1. Ved tradisjonell tillaging av surdeig benyttes

visuell observasjon (volum, stgrrelse pa bobler, lukt og smak) og flyte-test (deig som flyter i

vann er klar til bruk) som metode for & avgjare om surdeigsstarteren er klar til bruk (Calvert et
al., 2021).

Moden fase

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Antall timer

Figur 1. Faser av fermentering av surdeigsstarter med ung fase karakterisert av noe bobledannelse,
aktiv fase kjennetegnes ved store bobler og moden fase med en reduksjon av stgrrelsen pa boblene.
Antall timer oppgitt er brukt som illustrasjon (Calvert et al., 2021)

Ingrediensenes rolle i brgdbakingen er av stor betydning og viktige ingredienser som mel,
surdeig og vann spiller alle en unik rolle. Hver ingrediens bidrar til & forme bragdets
egenskaper og pavirker smak, tekstur og konsistens pa forskjellige mater (Chavan & Chavan,
2011).

Mel bestar av protein, stivelse og andre karbohydrater, aske, fiber, lipider, vann og sma
mengder vitaminer, mineraler og enzymer. De to grunnleggende typene proteiner som
hvetemel inneholder, er gliadin og glutenin som danner et nettverk av gluten nar de blandes.
Nar disse proteinene blir sammenkoblet danner de et kohesivt og elastisk nettverk nar de blir
fuktet, som for eksempel under tilberedning av deig. Gassretensjonsegenskapene bestemmer

igjen volumet pa brgdet og krummestrukturen (Chavan & Chavan, 2011).



Vann er ngdvendig for dannelse av deig og bidrar til den viskase konsistensen. Det brukes til
a lzse opp salt og sukker, og hjelper til med a fordele mikroorganismer til stede og pavirker
deres vekst. Vann er ngdvendig for hydrolyse av stivelse og sukrose. Det er viktig for
gelatinisering av stivelse under baking og bidrar til heving i ovhen gjennom fordampning
(Chavan & Chavan, 2011). Natriumklorid (NaCl) betraktes som en ingrediens med en
funksjonell rolle i produksjonen av mange bakevarer. NaCl styrker glutenettverket, regulerer
mikroorganismenes aktivitet og dermed kontrollerer brgdets volum. En liten mengde NaCl i
deigen forbedrer smaken og pavirker enzymaktiviteten til amylase, som hjelper til med &
opprettholde en tilfgrsel av maltose som naring for mikroorganismene (Chavan & Chavan,
2011)

2.1.2 Mikroorganismer i surdeig

Den typiske karakteristikken til surdeig skyldes hovedsakelig dens mikroflora, som
hovedsakelig bestar av (LAB) og gjeer og bidrar til den metabolske aktiviteten.
Mikroorganismene sikrer syreproduksjon og heving av deigen ved tilsetning av mel og vann.
Under fermentering skjer biokjemiske endringer i karbohydrat- og protein-komponentene i
melet pa grunn av mikrobielle enzymer som amylaser og proteinaser (Chavan & Chavan,
2011)

| begynnelsen av farste fermenteringssteg ved tillaging av en ny surdeigsstarter vil den
mikrobielle populasjonen vaere dominert av mikroorganismene som er til stede i melet, og
bestar av LAB, Gram-positive (f.eks. Bacillus sp.) og Gramnegative (f.eks. Pseudomonas)
aerobe bakterier, Enterobacteriaceae, gjer og mugg. Hver mikrobiell gruppe er til stede med
et celletall som vanligvis ikke overstiger 5 log kde/g. Nar vann tilsettes i melet vil
redokspotensialet reduseres, noe som favoriserer veksten av fakultativt anaerobe
Enterobacteriaceae, og gjer, og ogsa LAB, hvor de fleste er aerotolerante anaerobe. Siden
karbohydratmetabolismen til LAB og gjeer er godt tilpasset til mono- og di-sakkarider blir
melke- og eddiksyre produsert noe som farer til en pH-nedgang i deigen. En slik nedgang, blir
vanligvis synlig ved andre fermenteringssteg. Etter hvert som fermenteringsstegene gjentas,
vil LAB og gjer utkonkurrere andre bakteriegrupper i den modne surdeigen med tall opp mot
henholdsvis 6 — 9 log kde/g og 5 — 8 log kde/g (Minervini et al., 2014). Det har blitt funnet at
uavhengig av hvilket mel som benyttes er det Lb. fermentum og Lb. plantarum som dominerer

i surdeigsstarterkulturer (Huys, 2013)



Gjeerceller finnes naturlig i surdeig da de finnes naturlig i mel og metaboliserer forgjeerbare
sukkerarter som glukose, fruktose, sukrose og maltose under anaerobe betingelser og
produserer CO, som et avfallsprodukt. CO2 fungerer som et hevemiddel og gker deigens
volum. De vanligste typene gjeer som finnes i surdeig er Saccharomyces cerevisiae,
Kazachstania exigua og Candida humilis, i tillegg til Pichia kudriavzevii (Chavan & Chavan,
2011; Minervini et al., 2014). (Gobbetti et al., 2019)

2.1.3 Teknologiske egenskaper i surdeig

Surdeigs-fermentering pavirker deigens reologi pa to nivaer, hvor bade surdeigen i seg selv
pavirker og brgddeigen som inneholder surdeig. | surdeigsstarteren reduserer fermenteringen
elastisitet og viskositet i blandingen, mens tilsetning av surdeig til den endelige braddeigen
resulterer i en mindre elastisk og mykere deig. Nivaet av reologiske endringer som skijer i
disse deigene og deres innvirkning pa bradets kvalitet kan kontrolleres ved a justere
fermenteringstiden og innhold av aske i melet i forkant av fermenteringsprosessen (Chavan &
Chavan, 2011)

Surdeigsfermentering kan utferes som fast deig eller som en flytende suspensjon av mel i
vann. Forholdet mellom mel og vann kalles «dough yield (DY) (deigutbytte) og er definert

som:

DY = (Mengde mel + mengde vann) x 100

mengde mel

DY-verdien til en surdeig vil ha betydelig innvirkning pa smaksprofilen til surdeigen. Jo
fastere surdeigen er (lavere DY-verdi), desto mer eddiksyre produseres da gjeer selekteres og
desto mindre melkesyre. Syrningshastigheten pavirkes ogsa av DY-verdien til en surdeig. Jo
hgyere DY, desto raskere vil syrningen skje antakelig pa grunn av bedre diffusjon av de
produserte organiske syrene i miljget og fordi homofermentative LAB-stammer selekteres,
(Chavan & Chavan, 2011; Minervini et al., 2014).

Temperatur er en viktig faktor, som har stor innvirkning pa den mikrobielle sammensetningen
av surdeigen. Hvis backslopping brukes, der en del av den forrige surdeigen brukes til a
inokulere neste gjering, spiller temperaturen en kritisk rolle, fordi en del av mikrofloraen kan
ga tapt gjennom de forskjellige surdeigsoppfriskningene hvis temperaturen ikke kontrolleres.

Optimal temperatur for vekst av Lactiplantibacillus er 30 til 40 °C avhengig av art og



stamme, og for gjeer er det 25 til 27 °C. Generelt sett vil hgyere temperatur, hgyere
vanninnhold i surdeigen og bruk av sammalt mel favorisere LAB fremfor gjeer, noe som vil

forsterke produksjonen av syrer i hvetesurdeiger (Chavan & Chavan, 2011).

Kaldheving av deig er en vanlig praksis for mange bakerier og er en mate a kontrollere
fermenteringen pa. Det er viktig av gjeer og bakterieceller overlever denne nedkjglingen for a
kunne fortsette fermenteringsprosessen under og etter oppbevaring ved kjgletemperatur. Ved
4-8 °C fortsetter mange stammer av gjar a fermentere med redusert hastighet, men det vil
likevel veere en synlig heving av deigen. Ved lave temperaturer reduseres syrningsprosessen,
noe som gker mengden CO, som produseres av noen gjerstammer som Candida milleri.
Reduksjon av temperatur til 4-8 °C er en praktisk mate 4 kontrollere fermenteringtiden pa og

for & kunne gjennomfare produksjon av surdeiger til gitte tider (Guerzoni et al., 2013).

pH i surdeigsstartere er et vanlig parameter a bruke for a kontrollere om kulturen er aktiv og
kan brukes til brgdbaking, seerlig ved industriell bruk. Det er ogsa viktig i selve brgdbakingen
som et mal pa mengden organiske syrer produsert. En studie gjennomfert av (Wehrle &
Arendt, 1998) fant at surdeig hvor det ble benyttet kommersielle surdeigsstarterkulturer hadde
raskere fall i pH sammenlignet med backsloppet surdeig (Wehrle & Arendt, 1998)

Surdeig har blitt gruppert i tre typer basert pa den anvendte teknologien: Type I, er den
tradisjonelle metoden for surdeig hvor en del av en etablert surdeig benyttes videre til & oppna
en aktiv kultur (backslopping). Type Il og Il er mest benyttet industrielt, hvor type Il er en
flytende variant som bruker tilpassede stammer for & starte gjeeringen, og type Il er en
surdeig som er tagrket. | denne masteroppgaven vil type | surdeig benyttes (Chavan & Chavan,
2011).

2.2 LAB

LAB finnes naturlig i en rekke forskjellige miljger i naturen som er rike pa neering, som frukt,
melk, fisk, grannsaker og Kjatt. De spiller ogsa en viktig rolle i fermenteringsprosesser for a
produsere en rekke matvarer, inkludert vin, ost, yoghurt og surdeigsbrad. Egenskapene til
LAB er svert nyttige for a skape gnsket smak og aroma i disse produktene. De er i stand til &
omdanne sukker til melkesyre og andre organiske syrer, noe som bidrar til & gi produktene en
karakteristisk syrlig smak. I tillegg kan LAB bidra til & skape gnsket tekstur i matvarer, for
eksempel ved dannelse av viskase egenskaper i yoghurt eller mykheten i oster (Konig &
Frohlich, 2017).



En annen viktig fordel med LAB er deres evne til a senke pH-nivaet i produktene gjennom
syreproduksjon. Dette bidrar til & gke holdbarheten til matvarer ved a hemme veksten av
skadelige mikroorganismer. Melkesyre og eddiksyre, som produseres av LAB, senker pH-
verdien og skaper et ugunstig milje for mulige patogene bakterier og muggsopp (Konig &
Frohlich, 2017).

Pa grunn av disse egenskapene er LAB en viktig komponent i mange fermenterte matvarer.
De gir ikke bare smak, aroma og tekstur, men bidrar ogsa til & gke holdbarheten og sikre
mattrygghet (Koénig & Fréhlich, 2017).

Kjennetegn for LAB er at de er Grampositive, ikke mobile, ikke sporulerende, katalase-
negative og aerotolerante bakterier. De er ogsa syretolerante, produserer melkesyre og
eddiksyre og er enten stav- eller kokkeformede (Adams et al., 2016b; Konig & Frohlich,
2017).

| 2020 ble slekten Lactobacillus reklassifisert til 25 slekter og det vil i denne studien bli

benyttet ny nomenklatur pa bakteriestammene tilhgrende Lactiplantibacillus-slekten.

Metabolisme hos LAB kan generelt deles inn i to typer: homofermentativ og
heterofermantativ metabolisme (Figur 2). Ved homofermentativ metabolisme fermenterer
LAB glukose og produserer melkesyre som hovedsluttprodukt gjennom Embden-Meyerhof-
Parnas-veien (EMP). Eksempler pa LAB som benytter denne reaksjonsveien inkluderer
Streptococcus, Lactococcus og noen Lactiplantibacillus. Disse er vanligvis brukt i fermenterte

matprodukter.

Ved heterofermentativ metabolisme benyttes pentosefosfatveien (PF), og sluttproduktene
inkluderer melkesyre, etanol, eddiksyre og CO2. LAB som har heterofermentativ metabolisme
mangler enzymet aldolase, som er ngdvendig for nedbrytning av fruktose-1,6-difosfat.
Eksempler pa LAB som har denne type fermentering inkluderer Leuconostoc, Weissella og
noen Lactiplantibacillus-stammer. | surdeig er det vanligvis heterofermentative LAB som
dominerer, spesielt i tradisjonelt tilberedte surdeiger (De Vuyst & Neysens, 2005).
Lactiplantibacillus-stammer er generelt mer vanlige enn Leuconostoc, Weissella og
Pediococcus-arter, og dette skyldes deres konkurranseevne og tilpasningsevne til dette
spesifikke miljget (De Vuyst & Neysens, 2005). Eksempler pa ulike LAB-stammer, delt inn

etter reaksjonsvei for fermentering av glukose, er oppfert i Tabell 1.
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Figur 2. Metabolisme hos melkesyrebakterier via fra venstre homofermentativ fermentering (Embden-
Meyerhof-Parnas reaksjonsvei) og til hgyre heterofermentativ fermentering (pentosefosfatvei) (Mora-
Villalobos et al., 2020).

Tabell 1. Gruppering av melkesyrebakterier med hensyn til reaksjonsvei for omsetning av karbohydrat

(De Vuyst & Neysens, 2005; Hemme & Foucaud-Scheunemann, 2004).

Homofermentativ

Obligat heterofermentativ

Fakultativ

heterofermentativ

Lb. acidophilus

Lactiplantibacillus spp.

Lb. alimentarius

Lb. delbrueckii

Lb. brevis

Lb. casei

Lb. farciminis

Lb. bruchneri

Lb. paralimentarius

Lb. mindensis

Lb. fermentum

Lb. plantarum

Lb. amylovorus

Lb. fructivorans

Pediococcus pentosaceus

Lb. farciminis

Lb. pontis

Leuconostoc spp.

Lb. johnsonii

Lb. reuteri

Lb. sanfranciscensis

Lb. frumenti

Lb. panis

Weissella ciberia

W. confusa




| tillegg til glukosefermentering har flere Leuconostoc- og noen Lactiplantibacillus-stammer
evnen til & fermentere sitrat ved sitratforgjering (Holzapfel, 2014). Sitratforgjering innebarer
transport av sitronsyre inn i cellen ved hjelp av sitratpermease, etterfulgt av nedbrytning av
sitronsyre til eddiksyre og oksaleddiksyre ved enzymet sitratlyase. De endelige produktene av

sitratfermentering er eddiksyre, diacetyl, acetoin og CO2 (Hugenholtz, 1993; Jay, 1982).

2.3 Propionsyrebakterier

Studier gjennomfgrt pa propionsyrebakterier (PAB) viser at denne bakterieslekten er i stand
til & syntetisere verdifulle metabolitter slik som propionsyre, vitamin B12, bakterosiner og
trehalose (Piwowarek et al., 2018). Metabolittene blir hyppig benyttet innen kosmetikk,
farmasgytiske produkter og matindustrien. Hovedmetabolismen til PAB (Figur 3) skjer
gjennom omdanning av laktat eller glukose til eddiksyre og propionsyre (Wood-Werkman
syklusen). I tillegg kan dannes ogsa CO, som et bi-produkt fra denne metabolismen som
bidrar til gnskede egenskaper i matprodukter som fermenteres med PAB. | matindustrien er
PAB mest kjent som en sekundar starter under ostemodning av sveitsiske type oster og
Jarlsberg. Under ostemodning bidrar PAB til ngttaktig og set smak ved a produsere prolin ved
hjelp av aminopeptidase som konverterer frie aminosyrer til aromatiske forbindelser

(Piwowarek et al., 2018). CO, som et biprodukt, gir hulldannelse i osten (Fox et al., 2015).
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Figur 3. Reaksjonsvei for propionsyrebakterier ved omdanning av glukose til eddiksyre og
propionsyre, og laktat til propionsyre med CO; bi-produkt (Assis et al., 2022).

PAB som benyttes i matproduksjon bestar av underarter innenfor arten Propionibacterium
freudenreichii; ssp. shermanii og ssp. freudenreichii. Bakteriestammer fra P. freudenreichii
ssp. freudenreichii kan redusere nitrat, men de kan ikke fermentere laktose. Stammer fra P.
freudenreichii ssp. shermanii kan metabolisere laktose, men kan ikke redusere nitrat
(Piwowarek et al., 2018). PAB er Grampositive, ikke-motile, ikke-sporulerende bakterier. De
er ogsa katalase negative og har en lengde pa ca 1-5 pm og de blir ansett som obligat
anaerobe, selv om noen stammer er aerotolerante. Bakteriecellene har form som pleomorfe

stavformede bakterier og er saktevoksende (Piwowarek et al., 2018; Prodan, 2012).

Optimal pH for PAB er rundt 7,0, men de vokser ogsa ved pH 4,5 — 8,0. De fleste PAB er
mesofile, og har temperaturoptimum pa 30 °C, men de kan ogsa tale hgyere temperaturer over
kort tid. Faktorer som hemme vekst av PAB er blant annet sveert sure miljger, lave/hgye
temperaturer, hgy saltkonsentrasjon og lav vannaktivitet. | tillegg til a trenge nitrogen og
karbon som kilde til vekst, trenger de ogsa supplementer av mikroelementer slik som jern,
magnesium, kobolt, mangan, kobber, aminosyrer, vitamin B7 og B5 og L-cystein hydroklorid.
Tilstedeverelse av asparginsyre fremmer vekst av PAB og gker effektiviteten pa

fermenteringen og CO> produksjonen. Den primare kilden til karbon er sakkarider, slik som
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glukose, laktose, fruktose, ribose og galaktose, og organiske syrer som melkesyre. Peptider,

aminosyrer, ammoniumsalter og aminer er hovedkildene til nitrogen (Piwowarek et al., 2018).

Propionsyre hemmer vekst av mikroorganismer ved akkumulering inne i cellen, noe som
bidrar til 8 hemme enzymatisk aktivitet. PAB produserer ogsa forbindelser som har
konserverende effekt pa lik linje som LAB, slik som bakterosiner og eddiksyre, i tillegg til at

de kan produsere propionsyre (Piwowarek et al., 2018).

Kalsiumpropionat (KPr) er en kilde til bade kalsium og propionsyre og har GRAS («generally
recognized as safe») status. KPr dissosierer og danner propionat og kalsiumioner og er et
konserveringsmiddel som virker i mat med lav pH. Det antas vanligvis at den antibakterielle
mekanismen til KPr er som fglger: under sure forhold produserer KPr fri propionsyre for a
hemme aktiviteten til intracelluleere enzymer, og den antibakterielle aktiviteten til KPr
pavirkes av pH-verdien. Ved lavere pH-verdier har KPr bedre antibakterielle aktivitet (Yang
et al., 2023). KPr blir vanligvis benyttet i brad som en mugghemmer. | en studie gjennomfart
av Ryan et al. (2008) ble det observert en synergistisk effekt nar surdeig ble fermentert med
sopphemmende L. plantarum-stammer i kombinasjon med KPr i brgd laget av hvete. Det ble
observert god mugghemmende effekt pa bradet, og gkt holdbarheten mot flere muggsopparter
(Ryan et al., 2008).

2.4 Antimikrobielle bakteriekulturer og hemming av mugg

Den vanligste arsaken til forringelse av bakevarer er muggvekst, noe som kan fare til
bekymringer for folkehelsen hvis muggsoppen til stede produserer mykotoksiner. Muggsopp
som forarsaker kvalitetsforringelse og ofte er assosiert med tap av bakevarer, tilhgrer slektene
Aspergillus, Cladosporium, Endomyces, Fusarium, Monilia, Mucor, Penicillium og Rhizopus
Brgddeig er et neeringsrikt gkosystem og er derfor ofte utsatt for vekst av ugnskede
kvalitetsgdeleggende og patogene mikroorganismer. Melet i deigen bestar av komplekse
karbohydrater som gjennom delvis hydrolyse fra amylaser fra melet og mikroorganismene
omdannes til disakkarider (maltose) og monosakkarider (glukose og fruktose). Nitrat,
ammoniakk og proteiner er nitrogenkilder med hensyn til mikrobiell vekst. Gjennom
fermentering blir proteiner ved hjelp av proteinaser i mel og fra mikroorganismene
hydrolysert til enklere bestanddeler som peptider og frie aminosyrer. Med hgy tilgang til
naering, er det derfor viktig at gjeer og gnskede bakterier som LAB og PAB dominerer
mikrofloraen, slik at ugnskede mikroorganismer ikke kan vokse (Belz et al., 2012; Chavan &
Chavan, 2011).
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Surdeigsfermentering har flere positive effekter pa holdbarheten og mikrobiell sikkerhet i
brgd. LAB som finnes i surdeig produserer antimikrobielle stoffer som organiske syrer, CO»,
etanol, hydrogenperoksid, diacetyl, fettsyrer, fenylmelkesyre, reuterin og fungisider, som

bidrar til 8 hemme veksten av skadelige bakterier og muggsopp (Chavan & Chavan, 2011).

De organiske syrene som produseres av LAB og PAB, spesielt eddik- og propionsyre, er mer
effektive i & hemme mikrobiell vekst sammenlignet med melkesyre. Dette skyldes at svakere
syrer har hgyere pKa verdier, og dermed er mer udissosiert sammenlignet med sterke syrer
med lavere pKa verdier. Eddiksyre og Propionsyre har pKa verdier pa henholdsvis 4,75 og
4.87 og er svakere syrer enn melkesyre som har en pKa verdi pa 3,86 (Adams et al., 2016a).
Disse syrene, sammen med andre organiske forbindelser, spiller en viktig rolle i a forhindre
veksten av muggsopp som Fusarium, Penicillium, Aspergillus og Monilia i brad. Enkelte
LAB-stammer, som L. plantarum, produserer mugghemmede forbindelser som 4-
hydroksyfenylaktat og fenyllaktat, hvor disse komponentene beholder sin soppdrepende
aktivitet selv etter baking (Chavan & Chavan, 2011).

LAB produserer ogsa bakteriosiner, som er antimikrobielle peptider som kan hemme veksten
av matbarne patogener og bakterier som forarsaker forringelse av mat, som Listeria
monocytogenes, Bacillus subtilis og Staphylococcus aureus. Bruken av LAB-bakteriociner
som matadditiver eller bruk av LAB-stammer som starterkulturer kan bidra til produksjon av
tryggere bakeriprodukter og redusere behovet for kjemiske konserveringsmidler (Chavan &
Chavan, 2011).

Vannaktivtiten (aw) i brad er vanligvis mellom 0,94 og 0,97, noe som bidrar til at bred enkelt
kontamineres av ugnskede mikroorganismer. pH i surdeig rett etter backslopping eller setting
av deig er vanligvis litt under ngytral, men gjennom inkubering av deigen blir deigen surere
og oppnar en pH pa ca 4,0 litt avhengig av antall backslopping steg som er benyttet.
Redokspotensialet blir gradvis redusert gjennom fermenteringen og inkubering. Alle disse
overnevnte faktorene bidrar til at LAB og gjer kan utkonkurrere ugnskede mikrober til stede
(Chavan & Chavan, 2011; Minervini et al., 2014).

Generelt spiller LAB og PAB en avgjgrende rolle med hensyn til konservering og mikrobiell
sikkerhet i fermenterte matvarer, hvor de bidrar til mikrobiell stabilitet i sluttproduktene. Bade
LAB og PAB har vist seg a ha bade antibakterielle og antifungale egenskaper, og tilsetning av

surdeig er en effektiv metode for a beskytte brgd mot kvalitetsforringelse, samtidig som det
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oppfyller forbrukernes krav med hensyn til mest mulig tilsetningsfrie produkter (Chavan &
Chavan, 2011; Piwowarek et al., 2018).

2.5 Problemstilling

Formalet med denne masteroppgaven var a finne ut om melkesyrebakterier (LAB) og
propionsyrebakterier (PAB) i kombinasjon med hverandre kunne bidra til 2 hemme
muggvekst pa brad bade hver for seg og sammen ved en synergistisk effekt. Studien ble
gjennomfart ved & se pa LAB og PAB sin evne til & senke pH og deres pavirkning pa innhold

av organiske syrer i ulike medier som naringsbuljong, melmedium og i surdeig.
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3. Materialer og metoder

3.1 Forsgksoppsett

| denne oppgaven har fokuset vart & undersgke vekstegenskapene til melkesyrebakterier
(LAB) og propionsyrebakterier (PAB), samt deres evne til & senke pH-verdien og produsere
organiske syrer (Figur 4). Innledningsvis ble vekst og metabolisme til stammer av LAB og
PAB testet ut i ulike vekstmedier (buljong og melmedium). Utvalgte stammer av LAB og
PAB ble deretter inokulert i surdeig for a videre undersgke vekst og metabolisme. Basert pa
resultatene fra de innledende vekstforsgkene ble det valgt ut fire stammer LAB og en stamme
PAB for inokulering i surdeig og tillaging av surdeigsbred. Bradene som ble benyttet i
forsgket ble sammenlignet med brad bakt uten surdeigsstarter (kontroll). Bradskiver ble

inokulert med sporelgsninger av muggsopp pa overflaten for a observere muggvekst visuelt.

Innledende vekst- og metabolismeforsek av Celletall for utvalgte LAB og PAB,
utvalgte stammer i buljong, melmedium og og gjertall, pH, organiske syrer og
surdeig karbohydrater
Hemmeforsok
Backslopping av surdeig
A 4
Sette deig
Celletall t?r LAB og PAB og gjertall,
v pH, organiske syrer og karbohydrater
Fermentering
T1 _| Celletall for LAB og PAB og gjertall,
v pH, organiske syrer og karbohydrater
Steking

4, pH, organiske syrer og karbohydrater

Inokulering av bred med muggsporer

v

Visuell observasjon av inkuberte prover | »| 20°Ci2l dager

Y

Figur 4. Forsgksoppsett. Oversikt over de ulike trinnene med aktiviteter og analyser gjennomfart i
masterstudien fra forberedelser med innledende vekt og metabolismeforsgk med melkesyrebakterier
(LAB) og propionsyrebakterier (PAB), og videre til hemmeforsgk med baking av brgd med pragveuttak
etter elting (TO0), etter fermentering (T1) og etter steking (T2), etterfulgt av visuell observasjon av
muggvekst pa brad.
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3.2 Bakteriestammer

| denne studien ble det benyttet totalt 9 ulike LAB (Tabell 2), hvorav 5 stammer

Lactiplantibacillus, 2 stammer Weissella og 2 stammer Leuconostoc. For propionsyre ble det

totalt benyttet 4 utvalgte stammer av Propionibacterium freudenreichii (

Tabell 3).

Tabell 2. Utvalgte melkesyrebakterier benyttet

Melkesyrebakterie stammer Opprinnelse
Lactiplantibacillus plantarum 15 D Ost
Weissella confusa TM76 Soyabgnner!
Weissella cibaria TM120 Soyabgnner
Lactiplantibacillus fermentum TM314 Soyabgnner
Leuconostoc citreum GK45 Bygg?
Leuconostoc pseudomesenteroides/mesenteroides VL4 Havre®
Lactiplantibacillus plantarum/pentosus VL51 Havre
Lactiplantibacillus plantarum/pentosus CM65 Erter
Pediococcus pentosaceus/Lactiplantibacillus plantarum | Fababgnner
CM67

1(Ng’Ong’Ola-Manani et al., 2015), 2 (Kvam, 2017), 3(Leirvik, 2022)

Tabell 3. Utvalgte propionsyrebakterier benyttet
Propionsyrebakterier Stamme
Propionibacterium freudenreichii ATCC 9616
Propionibacterium freudenreichii ISU P50
Propionibacterium freudenreichii LMG 2948
Propionibacterium freudenreichii LMG 3001

3.3 Vekstmedier

For dyrking og vedlikehold av bakterier ble flytende buljongmedier og faste agarmedier

benyttet. Vekstmedier ble tilberedt for melkesyrebakterier (LAB), gjeer og
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propionsyrebakterier (PAB). For dyrking av melkesyrebakterier ble det tillaget De Man
Rogosa Sharpe (MRS) buljong (Merck, Darmstadt, Tyskland) og MRS agar, hvor det i
sistnevnte ble tilsatt 15 g/l agar (VWR, Leuven, Belgia). Til bestemmelse av mugg og gjer
celletall ble det benyttet Rose-Bengal Chloramphenicol agar (RB, Merck). Bade MRS

buljong/agar og RB agar ble laget etter produsentens instruksjoner, se Tabell 4.

For vekst av propionsyrebakterier ble det tillaget natrium-laktatmedium buljong (SLB) som
bestod av 159/l 50% Na-laktat (VWR), 10 g/l trypton (Oxoid, Basingstoke, England),
gjeerekstrakt 10 g/l (Merck), 0,25 g/l K2HPO4 (Merck), 0,20 g/l MgSO4 x 7H20 (VWR),
0,005 g/l MnSO4 x H20 0,005 (Merck) og 1000 ml destillert vann, hvor pH ble justert til 7,0
ved 22°C. Natriumlaktat agar (SLA) ble tilberedt pa samme mate som SLB, men med tilsats
av 12 g/l agar (VWR).

Et hvetemelhydrolysat medium (melmedium) ble tillaget basert pa en studie gjennomfart av
Le Lay et al. (2016) med noen modifikasjoner. Melmediet ble laget ved & veie ut 200 g siktet
hvetemel (Mgllerens, Norge) og blandet med 1 liter destillert vann. Blandingen ble deretter
rert i 4 timer med en magnetisk rarer (IKA Magnetic stirrers, Straufen, Germany) ved
romtemperatur. Deretter ble blandingen hensatt 1 time uten rgring slik at ulgste og sterre
partikler falt til bunns. Vaskefasen over bunnfallet ble deretter forsiktig pippettert av og 5 ml
av dette melhydrolysatet ble overfart til 10 ml reagensrar for autoklavering ved 121°C i 15

minutter

Vekstmediene ble autoklavert ved 121°C i 15 minutter og oppbevart mgrkt og Kjelig pa 4°C

frem til bruk.
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Tabell 4. Vekstmedier benyttet i denne studien, med respektive produsenter, innhold av komponenter
og inkuberingsbetingelser.

+agar

agar

Agar/Buljong/ Produsent Konsentrasjon | Vekst Temperatur | Inkuberingstid
komponenter (o) (°C) (dager)
De MAN, ROGOSA | Merck 52,2 Melkesyrebakterier | 30 2-4
and SHARPE (MRS) | KGaA (MRS

buljong)
Agar VWR 15

International,

Leuven

Belgia (agar)
De MAN, ROGOSA | Merck 52,2 Melkesyrebakterier | 30 1
and SHARPE (MRS) | KGaA
buljong (MRS-

buljong)
«Sodium lactate Propionsyrebakterier | 30 2
broth» (SLB):
Na.laktat, 50% VWR 15
Trypton Oxoid, 10

Basingstoke,

England

Merck
Gjeerekstrakt Merck 10
K2HPO, VWR 0,25
MgSQO4 x 7TH20 Merck 0,20
MnS O4x H20 0,005
«Sodium lactate VWR 12 Propionsyrebakterier | 30, 2
agar» (SLA): SLB international anaerobt
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Rose-Bengal Merck 32,2 Mugg og gjeer 22 5

Chloramphenicol- KGaA
agar (RB)
Potet dekstrose agar | Becton, 24 g/l PD Mugg 30 21
(PDA)! Dickinson buljong og 15
Mictobiology | o/l agar
Systems
(Potato
Dextrose
broth) VWR

International,

agar

'PDA: Skaler til fremvekst av muggsopp til preparering av sporelgsninger

3.4. Oppdyrking av LAB og PAB
Innledende i denne studien ble 9 LAB og 4 PAB oppdyrket til aktive kulturer. Dette ble

gjennomfart ved gjentakende poding, etterfulgt av inkubering for hver individuell kultur.

Melkesyrebakterier ble podet i 5 ml MRS buljong (1%) far inkubering ved 30°C over natt.
Propionsyrebakteriene ble podet i 10 ml SLB (1-2%) i et 10 ml ror far inkubering ved 30°C i
48 timer. Bakteriene ble podet minst 2 ganger for forsgk for at bakteriene skulle veere i aktiv

vekst.

3.5 Tilberedning av frysestock

Det ble tillaget frysestock av Lb. plantarum 15D, L. citreum GK45, L. plantarum/pentosus
VL51 og W. confusa TM76 til bruk i hovedforsgket. Bakteriestammene ble individuelt podet
(1%) i 300 ml MRS-buljong og inkubert ved 30 °C i 24 timer.

Etter at LAB-kulturene hadde vokst opp, ble de vasket i steril Ringers lgsning og sentrifugert
ved 10.000 omdreininger per minutt (rpm) i 10 minutter ved 4 °C i en Beckman Coulter
Avanti JXN-26 sentrifuge (Beckman Coulter Inc., Indianapolis, USA). Deretter ble
supernatanten forsiktig helt av og pelleten ble resuspendert i 150 ml Ringers lgsning. Denne
bakteriesuspensjonen ble deretter sentrifugert under de samme betingelsene som tidligere.
Supernatanten ble igjen helt av og cellene ble resuspendert, denne gangen i 90 ml Ringers

Igsning. Denne suspensjonen ble igjen sentrifugert under de samme betingelsene som
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tidligere. Etter sentrifugering ble supernatanten fjernet, og cellene ble resuspendert i 30 ml
Ringers lgsning tilsatt 15 % (v/v) glyserol. Prgvene ble deretter pipettert over i 1,5 ml
eppendorfrgr (Microtubes MCT-50 C, Axygen®, Mexico) og oppbevart ved -80 °C inntil
bruk.

Celletall i pravene (kde/ml) ble bestemt etter frysning og opptining ved fortynning i Ringers
lgsning og utplating i MRS agar (Merck), etterfulgt av inkubering ved 30 °C i 48 timer.

3.6 Tilberedning av sporelgsning

Det ble fremstilt sporelgsninger av muggsoppartene Aspergillus niger ATCC10577,
Penicillium roqueforti (isolert fra Selbu BIa TINE) og Fusarium sp. Hver muggsopp ble
individuelt podet pa potet dekstrose agar (20 pl) fer inkubering i 3 uker ved romtemperatur.
Videre ble en podegse benyttet til & ta ut konidiesporer av hver muggsopp, som deretter ble
suspendert i steril Ringers lgsning tilsatt 15% glyserol (v/v). Sporelgsningen ble grundig
mikset for & fjerne eventuelle sammenklumpninger. Antall sporer ble telt ved hjelp av et
tellekammer, Birker hemocytometer (Marienfeld, Tyskland), og fortynnet slik at innholdet i
sporer utgjorde ca 2 x 10* muggsporer/ml. Sporelgsningen ble pipettert over i 1,5 ml

eppendorfrar og oppbevart i fryser ved -20 °C.

3.7 pH maling

For pH malinger ble det benyttet et PHM92 lab-pH-meter (Radiometer, Copenhagen,
Denmark). pH-meteret ble kalibrert ved bruk av standard bufferlgsning pH 4,0 og 7,0
(Merck).

3.8 HPLC analyse
Analyse av organiske syrer og karbohydratinnhold i prever av inokulert medium, surdeig,
deig og brad ble utfart ved bruk av «High-Performance Liquid Chromatography» (HPLC)

basert pa en metode beskrevet av Grgnnevik et al. (2011), men med noen modifikasjoner.

For hver prave ble det veid ut 1,00 g til et 10 ml belcorgr. Deretter ble pravene tilsatt 2,5 ml
ionebyttet vann, 200 pl 0,5 M H2SO4 (Merck) og 8 ml acetonitril (Merck). Prgvene ble
deretter plassert i en MultiRS-60 BIOSAN vendemaskin (Montebello Diagnostics A/S, Oslo,
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Norge) i 30 minutter med en hastighet pa 45 o/min. Prgvene ble videre sentrifugert (Thermo
Scientific, Osterode, Germany) i 15 minutter ved 22 °C. Den resulterende supernatanten ble
filtrert med en 0,2 um PTFE-membran (Acordisc CR 13 mm spraytefilter, PALL,
Storbritannia) og overfart til et HPLC-rar.

Analysen ble utfert ved hjelp av en Aglient Technologies 1260 Infinity Il HPLC-maskin
(Agilent Technologies, Singapore), som inkluderte en pumpe (Agilent Technologies),
autosampler (Agilent Technologies), kolonneovn (Agilent Technologies), DAD-UV detektor
(Agilent Technologies), og RI-detektor (Agilent Technologies). Analyseprogrammet som ble
brukt var OpenLab CDS (Agilent Technologies). Et injeksjonsvolum pé 25 ul av preven ble
injisert og separert ved hjelp av en Aminex HPX-87H kolonne (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California). For a beskytte kolonnen ble pravene farst kjart gjennom en forkolonne
av typen Cation-H refill (Bio-Rad Laboratories). Kolonnetemperaturen var satt til 32 °C. Den
mobile fasen som ble brukt var en 5 mM H2SO4 lgsning fra Merck, med en
stremningshastighet pa 0,4 ml/min.

Standardlgsninger for kalibrering ble forberedt pa samme mate som prgvene som ble
analysert, og komponentene i pravene ble identifisert og kvantifisert basert pa deres
retensjonstid sammenlignet med standardlgsningene. Karbohydrater som ble brukt i
standardlgsningene inkluderte maltose, fruktose, laktose, glukose og galaktose (Merck).
Organiske syrer som ble brukt i standardlgsningene inkluderte sitronsyre, orotinsyre,
pyrodruesyre, ravsyre, melkesyre, maursyre, eddiksyre, urinsyre, propionsyre og pyro-
glutaminsyre fra Sigma-Aldrich. Karbohydratene og eddiksyren ble detektert ved hjelp av en
refraktometerindeks (RI)-detektor, mens de organiske syrene ble detektert ved hjelp av en
diodearray-detektor (DAD-UV).

3.9 Etablering og sammensetning av surdeigskulturen

Ved kartlegging av surdeig ble det i utgangspunktet benyttet en surdeigskultur, opprinnelig fra
Italia, som naveerende eier Hilde Marit @stlie har eid i 5 ar. Surdeigen har blitt regelmessig
fornyet (backsloppet) hver 14. dag med siktet hvetemel (Regal, Norge) med forholdet 50 g
surdeig, 50 g vann og 100 g siktet hvetemel. Surdeigen har blitt inkubert ved romtemperatur i
~16 timer og hadde en tykk konsistens. Denne surdeigen vil bli referert til som surdeigskultur
1(S1)
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Den andre surdeigen som ble benyttet, som ogsa ble benyttet i vekst og metabolismeforsgk og
hovedforsgket, ble opprettet januar 2023. Den ble tilvirket ved a blande like deler mel og vann
for inkubering ved romtemperatur (21-22 °C) i 24 timer. Surdeigskulturen ble fornyet hver 24,
time i totalt 14 dager fgr den var moden. Videre ble surdeigskulturen oppbevart pa 4 °C, og
backsloppet 1 gang per uke. Ved bade opprettelse og vedlikehold av surdeigen ble forholdet
1:1:1:2 benyttet for henholdsvis surdeig, sammalt speltmel (Mgllerens, Bergen, Norge), siktet
hvetemel (Mgllerens) og vann. For & oppna en aktiv surdeigskultur til baking ble det benyttet
en fermenteringstid pa 8 timer ved romtemperatur. Denne surdeigen vil videre bli referert til
som Surdeigskultur 2 (S2). Aktiv kultur ble benyttet gjennom hele studien og den kjemiske
sammensetningen i melet som ble benyttet til backslopping av surdeigskultur 2 finnes i Tabell
5.

Tabell 5. Kjemisk sammensetning siktet hvetemel og sammalt speltmel benyttet i S2.

Protein (%) | Karbohydrat (%) | Fett (%) Fiber (%)

Siktet hvetemel (Mallerens, 11,2 67,9 1,6 3,6
Norge)
Sammalt speltmel 16,4 53,1 4,1 9,9

(Mgllerens, Norge)

3.10 Innledende vekst- og metabolismeforsgk
Ved oppstart av denne studien ble alle de utvalgte LAB og PAB stammene (Tabell 2 og

Tabell 3) kartlagt med hensyn til evne til & senke pH og analysert for innhold av
karbohydrater og organiske syrer ved HPLC. | forkant av preveuttak av LAB stammene ble
1% renkultur podet over i 5 ml MRS buljong og inkubert ved 30 °C i 24 timer. PAB
stammene ble ogsa podet med 1% renkultur over i 10 ml Natriumlaktatbuljong (SLB), og
inkubert anaerobt ved 30 °C i 48 timer. Alle prgveuttak for kartleggingen ble gjennomfart
etter inkubering. pH malinger ble malt med pH-meter. HPLC ble gjennomfart som beskrevet i
punkt 3.8.

Det ble ikke bestemt celletall for alle LAB-stammene i dette studiet, det ble fagrst gjennomfart
etter innledende forsgkene med melmedium og buljong. Celletall ble bestemt for alle 4 PAB-

stammene, etter poding av oppdyrket renkultur til 10 ml SLB. Til dette ble det benyttet 1 %
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poding og pravene ble inkubert ved 30 °C anaerobt i 48 timer. Oppdyrket kultur ble deretter
seriefortynnet i Ringers lgsning fer innsteping pa SLA. Prgvene ble inkubert anaerobt ved 30
°C i 96 timer. Kolonier ble telt i omradet 30-300, og gjennomsnittsverdiene for hvert

bakterietall ble beregnet.

Etter kartlegging av evne til & senke pH, og produksjon av organiske syrer, ble det benyttet et
melmedium for a kartlegge LAB og PAB sin evne til & produsere organiske syrer og senke pH
i et miljg som etterligner surdeig. De farste forsgkene med melmedium ble gjennomfgrt med
alle utvalgte LAB stammer og basert resultatene ble de 4 LAB stammene Lb. plantarum 15D,
W. confusa TM76, L. citreum GK45 og Lb. plantarum/pentosus VL 51 valgt ut til videre
forsgk med PAB i melmedium og hemmeforsgk.

Alle utvalgte PAB-stammer ble benyttet i forsgk med melmedium. Det ble ogsa gjennomfart
forsgk med alle PAB stammene tilsatt 0,75 % laktat og forsgk med P. freudenreichii ISU P50
og P. freudenreichii LMG 2948 sammen med utvalgte LAB. Basert pa resultatene fra disse
forsgkene ble det gjennomfart 2 gjentak med kun P. freudenreichii ISU P50 tilsatt 0,75 %
laktat.

3.11.1 Vekstforsgk og metabolisme i Buljong og Melmedium

Alle 9 LAB-stammene ble undersgkt i melmedium og ble pa forhand dyrket opp i MRS
buljong og podet (1 %) i 5 ml melmedium fer inkubering i 24 timer ved 30 °C. pH ble malt
bade far (T0) og etter inkubering (T24) og HPLC analyse ble gjennomfart ved T24. Basert pa
resultatene ble det valgt ut 4 LAB-stammer til videre forsgk.

Videre ble disse 4 LAB stammene dyrket i buljong far bestemmelse av celletall. Til dette ble
det benyttet 1 % poding av oppdyrket kultur til MRS buljong, som ble inkubert ved 30 °C i 24
timer. Deretter ble kulturen seriefortynnet i Ringers lgsning fer innstegping og inkubering ved
30 °C i 48 timer. Kolonier ble telt i omradet 30-300 og gjennomsnittsverdiene for hvert

bakterietall ble beregnet.

For PAB ble det gjennomfart flere ulike forsgk med melmedium. I forkant ble PAB stammene
dyrket i 10 ml SLB anaerobt i 48 timer ved 30 °C. Deretter ble alle PAB stammene podet (2
%) over i 10 ml melmedium. 4 prgver ble tillaget med kun melmedium og 4 prever med
melmedium tilsatt 0,75 % laktat. | tillegg ble det tillaget 2 prever med P. freudenreichii
ATCC 9616 tilsatt LAB (en prave tilsatt W. confusa TM76 og en med L. citreum GK45) og 2
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prgver med P. freudenreichii ISU P50 tilsatt LAB (en preve med Lb. plantarum/pentosus
VL51 og en med Lb. plantarum 15D). Prgvene ble deretter inkubert anaerobt ved 30 °C i 48
timer for HPLC analyse. Det ble malt pH av alle prgvene far (TO) og etter inkubering (T48).

Basert pa resultatene fra disse forsgkene ble det gjennomfart 2 gjentak med P. freudenreichii
ISU P50 tilsatt 0,75 % laktat for & undersgke om dette ville forbedre vekstvilkarene. Dette ble
gjennomfart etter samme metode som beskrevet over, men det ble kun benyttet 1,5 % poding
ved siste gjentak. For disse prgvene ble det i tillegg til & male pH og gjennomfart HPLC
analyse ogsa bestemt celletall ved innstaping pa SLA etter inkubering. Pravene ble
seriefortynnet i Ringers lgsning fer utplating og deretter inkubert anaerobt ved 30 °C i 96

timer.

3.11.2 Vekst og metabolisme i surdeig

Surdeigen benyttet i denne studien ble kartlagt for vekst av melkesyrebakterier og gjeer ved
utplating paA MRS agar og RB agar. | tillegg ble pH malt og innhold av organiske syrer og
karbohydrater analysert. Prgvene ble analysert bade far og etter fermentering.

Fermenteringstiden for surdeig uten tilsats av LAB eller PAB var 8 timer ved 30 °C.

For & bestemme celletall og gjeertall ble 10,0 g surdeig fra hver prgve veid ut i en steril
Stomacherpose (Seward, VWR, Oslo) og deretter tilsatt 90 ml steril Ringers lgsning.
Blandingen ble sa homogenisert i en Stomacher 400 (Seward) i 120 sekunder pa hastighet
hgy, for & oppna en homogen blanding. Den homogene blandingen ble seriefortynnet og
innstept i vekstmedier. Til dette forsgket ble det benyttet MRS-agar og RB-agar med fglgende
fortynninger og 2 paralleller av hver fortynning henholdsvis 10, 1077, 108 og 104, 105, 10°®.
Skalene ble inkubert i henholdsvis 48 timer ved 30°C for MRS agar og 96 timer ved 22 °C for
RB agar. Kolonier ble telt i omradet 30-300, og gjennomsnittsverdiene for hvert bakterietall

ble beregnet.

3.11.3 Vekst og metabolisme for PAB i surdeig

Det ble gjennomfart vekstforsgk i surdeig med alle de 4 utvalgte PAB stammene. Til dette
forsgket ble det tilsatt ca 108 kde/ml av hver stamme. Etter oppdyrking av de 4 stammene i 10
ml SLB ble kulturen sentrifugert (Thermo Scientific) i 10 minutter ved 3500 o/min fgr
supernatanten ble helt av. Pelleten ble resuspendert i 1,0 ml Ringers lgsning, det vil si 10
ganger oppkonsentrering av celletallet. Surdeigen ble backsloppet umiddelbart far tilsetting av

1 ml resuspendert PAB-kultur til 50 g surdeig, tilsvarende 20% poding. Surdeigskulturen
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inokulert med PAB ble inkubert ved 30 °C i 72 timer. Etter inkubering ble det tatt ut praver til
utplating pa SLA, MRS og RB for bestemmelse av celletall (beskrevet under punkt 3.11.2).
Skalene med SLA ble inkubert anaerobt ved 30 °C i 5 dggn. Kolonier ble telt i omradet 1-300
som fglge av en feil ved fortynning. Det ble foretatt pH-maling fer og etter inkubering av

surdeig i tillegg til at det ble gjennomfart HPLC analyse.

Etter forste forsgk ble det gjennomfart ett nytt forsgk med PAB stammene P. freudenreichii
ISU P50 og P. freudenreichii LMG 2948. | dette forsgket ble prevene inkubert ved to ulike
temperaturer med to paralleller for hver preve. Det ble tillaget totalt seks surdeigsprgver av
hver bakterie fordelt pa sterile glass. Disse inokulerte (10%) surdeigsprgvene ble inkubert ved
15 0og 20 °C i tre degn, hvor et praveglass ble brukt til analyse rett etter inokulering av PAB i
surdeigen. Deretter ble prgveglassene oppbevart pa 30 °C i ett dggn. Det ble gjennomfart pH-
malinger i forbindelse med inokulering av PAB i surdeig (T0), etter 48 timer og etter 96
timer. HPLC analyse, og utplating pa MRS agar, SLA og RB agar ble gjennomfart ved
ionkulering av PAB i surdeig (TO), og etter 96 timers fermentering etter standard betingelser.

3.11 Hemmeforsgk av mugg i brad

For & vurdere melkesyre- og propionsyre-bakteriers evne til 8 hemme muggvekst, ble det
gjennomfart et bakeforsgk med tre gjentak. | hvert forsgk ble det bakt seks bragd med ulike
tilsetninger av LAB og PAB, hvor det i tillegg ble tilsatt kjemisk kalsiumpropionat til et brad
som vist i Tabell 6. Brgd bakt med kun gjer ble brukt som kontroll. Det ble foretatt
prgveuttak til utplating etter elting (TO) og etter fermentering (T1). Prever til HPLC og pH-
malinger ble ogsa gjennomfart ved TO og T1 i tillegg til at det ble tatt praver etter ferdig stekt
brad var avkjglt (T2). Praver av ferdig stekt og avkjglt brad ble skaret i skiver og punktvis
tilsatt en sporelgsning (Figur 5). Prgvene ble deretter inkubert i petriskaler, forseglet med
parafilm, ved 22 °C i opptil 21 dager. Pravene ble daglig observert med hensyn til muggvekst.
Det ble gjennomfart 3 gjentak av hemmeforsgket.

3.11.1 Bredbaking

Til hvert av forsgkene ble det produsert 6 brgd og ingredienslisten er fremstilt i Tabell 6.
Basen i oppskriften pa brgdene med surdeig inneholdt 125 g siktet hvetemel og tilsvarende
mengde sammalt speltmel, 5 g salt og 50 g aktiv surdeig som ble backsloppet og fermentert i
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8 timer far tilsetting. Mengden mel, bade hvetemel og sammalt speltmel, og vann ble
oppjustert i kontrollen, som erstatning for surdeig. Tre bragd ble tilsatt en miks av de fire LAB-
stammene, Lb. plantarum 15D, L. citreum GK45, L. plantarum/pentosus VL51 og W. confusa
TM76, hvor det ene ble tilsatt kalsiumpropionat tilsvarende 0,3 % av totalt vekt. Det ble ogsa
bakt brad tilsatt 75 ml melmedium tilsatt 0,75 % laktat og podet med P. freudenreichii ISU
P50 (2%) 2 dager i forkant. Ett bred inneholdt kun LAB-stammene og ett brgd inneholdt kun
PAB tilsatt som nevnt over. Sammen med resterende ingredienser ble deigen eltet for hand i
ca 4 minutter. Deigen ble hevet i romtemperatur i ca 1,5 time, hvor deigen ble strekt hver
halvtime. Deigene ble sa formet til brad og overfart til aluminiums former (20 cm x 7 cm x 6
cm). Deretter ble deigen satt til fermentering i 14 timer ved 4 °C. Videre ble brgdene stekt ved
240 °C med over og undervarme i 70 minutter i stekeovnen (Electrolux), hvor halvparten av
steketiden var med damp og resterende tid uten. Brgdene ble tatt ut av formene og avkjelt i 3-

4 timer ved romtemperatur (21 °C).

Tabell 6. Ingredienser i bradene benyttet til hemmeforsgk. Brad tilsatt gjeer (K), surdeig (SD), SD
fermentert med Lb. plantarum 15D, L. citreum GK45, L. plantarum/pentosus VL51 og W. confusa
TM76 (SDL), SD fermentert med P. freudenreichii ISU P50 (SDP), SD fermentert med en blanding av
LAB-miks og PAB (SDLP), og SD tilsatt LAB-miks og kalsiumpropionat (0,3 %) (SDLPr).

K SD SDL SDP SDLP SDLPr
Siktet hvetemel (g) 137,5 125 125 125 125 125
Sammalt speltmel (g) | 137,5 125 125 125 125 125
Vann (g) 220 195 193,7 120 118,73 192,23
Surdeig (9) 50 50 50 50 50
Salt (g) 5 5 5 5 5
Gjeer (9) 0,55
Kalsiumpropionat (g) 1,5
TM76! (ml) 0,47 0,47 0,47
15D% (ml) 0,094 0,094 0,094
GK453 (ml) 0,574 0,574 0,574
VL514 (ml) 0,13 0,13 0,13
P505 (ml) 75 75
Totalt vekt 500,55 | 500 500 500 500 500

L W. confusa TM76, 2 Lb. plantarum 15D, 2 L. citreum GK 45, * L. plantarum/pentosus VL51, 5 P. freudenreichii

ISU P50
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3.11.2 Prgveuttak av deig og brad

| forbindelse med hemmeforsgket ble det gjennomfart praveuttak ved flere av operasjonene i
prosessen. Det ble tatt ut praver etter elting (TO0), etter kaldheving av deigen (T1), og etter
steking (T2). De mikrobiologiske pravene ble foretatt ved T0 og T1, med utplating pa MRS
agar ved 30 °C i 48 timer, RB agar inkubert ved 22 °C i 5 dager og SLA inkubert anaerobt
ved 30 °C i 5 dager og. Fortynningsserie og utplating ble gjennomfart slik det er beskrevet i
punkt 3.11.2. Kolonier innenfor omradet pa 30-300 ble telt, og deretter ble
gjennomsnittsverdiene for hvert respektive bakterietall beregnet. pH malinger og analyse av
organiske syrer og karbohydrater (HPLC) ble foretatt ved alle prgveuttakene (TO, T1 og T2).
Til pH malinger og HPLC analyse av brgd ble det kun benyttet innmat fra brgdskivene. For &
lettere male pH i ferdig stekt brad ble 5 g brad blandet godt med 15 g destillert vann i et Ola-
beger (Biobe As, Fredrikstad, Norge) far pH malingene ble foretatt etter 30 minutter.

3.11.3 Inokulering av sporer pa brad

Etter steking av bragdet, ble det avkjglt og deretter skaret opp i skiver som ble plassert i
petriskaler. Ved hjelp av en sporelgsning med en konsentrasjon pa 2x10* muggsporer/ml, ble
brgdskivene inokulert pa overflaten med 10 pl i to punkter i samsvar med illustrasjonen
presentert i Figur 5. Petriskalene med brgdskivene ble forseglet med parafilm far de ble
inkubert ved en temperatur pa 20 °C. Observasjon av eventuell muggvekst pa bradskivene ble
foretatt visuelt over en periode pa 21 dager.
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Figur 5. Inokuleringspunkter for mugglgsning pa bradskivene.

4. Resultater

| farste del av denne studien ble det gjennomfart pH malinger og analyser ved HPLC for &
kartlegge metabolismen til alle 9 LAB-stammer og de 4 PAB-stammene i buljong og
melmedium. Deretter ble utvalgte LAB og PAB undersgkt videre alene eller sammen i
melmedium og i surdeig for & undersgke om de ulike bakteriestammene kunne vokse i mel og
surdeig. Det ble ogsa undersgkt for utvikling av pH, omsetting av karbohydrater og
produksjon av organiske syrer bade fer og etter fermentering. 4 utvalgte LAB og alle 4 PAB
stammene ble videre innstgpt i henholdsvis MRS-agar og SLA for bestemmelse av celletall. |
siste del av forsgket ble det gjennomfart et hemmeforsgk hvor det ble bakt 6 bred, hvor 5
brad ble bakt med surdeig og ett brad ble bakt uten surdeig og ble benyttet som kontroll.
Angaende surdeigsbradene ble 3 brgd tilsatt med en miks av utvalgte LAB, to bred ble tilsatt
en stamme PAB og ett brgd ble tilsatt kalsiumpropionat. Bradene ble skaret i skiver og tilsatt
muggsoppsporer i to punkter far inkubering i en periode pa 21 dager ved 20°C og med visuell

observasjon daglig.

4.1 VVekstforsgk

Denne delen av studien hadde til hensikt a kartlegge 9 utvalgte LAB-stammer og 4 utvalgte

PAB-stammer for a finne ut hvilke stammer som skulle velges for tilsetning i brad for a
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hemme muggvekst. pH ble undersgkt bade for og etter inkubering. | tillegg ble det analysert
for innhold av karbohydrater og organiske syrer etter inkubering i 24 timer for LAB-
stammene og 48 timer for PAB-stammene. Celletall ble ogsa bestemt for 4 utvalgte LAB og

alle 4 PAB stammene.

4.1.1 Innledende vekst- og metabolismeforsgk av LAB i buljong og melmedium

For & undersgke vekst og metabolisme av LAB ble 9 utvalgte stammer av melkesyrebakterier
dyrket i bade MRS - buljong og melmedium; Lb. plantarum CM67, Lb. plantarum/pentosus
CMBG5, Lb. plantarum/pentosus VL51, L. pseudomesenteroides/mesenteroides VL4, W.
confusa TM76, L. citreum GK45, W. confusa TM76, Weisella cibaria TM120, Lb. fermentum
TM314, og Lb. plantarum 15D. Det ble malt pH bade far (TO) og etter 24 timers fermentering
(T24) ved 30°C, og det ble analysert for innhold av karbohydrater og organiske syrer..
Resultatene for dette forsgket er fremstilt i Tabell 7.

Resultatene for pH malingene viste til jevne resultater mellom alle prgvene gjennomfert ved
TO for prgvene dyrket i bade buljong og melmedium. Resultatene etter 24 timers fermentering
viste til en stgrre reduksjon i pH for LAB dyrket i melmedium sammenlignet med LAB dyrket
i buljong. For LAB dyrket i buljong ble det registrert pH malinger pa ca 6 ved TO med en
varierende reduksjon pa mellom 3,92 - 5,1 for de ulike prevene ved T24. | melmedium ble det
ved TO registret pH til ca 6 og det ble her observert en reduksjon i pH til < 4,11, og den
laveste pH-verdien ble malt for Lb. plantarum 15D pa 3,32.

Karbohydratene det ble analysert for var maltose, fruktose og glukose. I MRS — buljong ble
maltosen helt omdannet av Lb. plantarum CM67, Lb. plantarum/pentosus CM65, Lb.
plantarum/pentosus VL51 og Lb. plantarum 15D. For resterende praver ble det observert lite
eller ingen endring sammenlignet med kontrollen. Lb plantarum CM67 (Lb. -67), og Lb.
plantarum/pentosus CM65 hadde darligst evne til & omdanne fruktose med 582,93 og 585,80
mg/Kkg til stede etter fermenteringen, resterende prgver hadde omdannet all fruktosen. Det ble
observert stor variasjon i evne til omdanning av glukose hvor L.
pseudomesenteroides/mesenteroides VL4 og W. cibaria TM120 hadde omdannet all glukosen,
etterfulgt av Weisella confusa TM76 som kun hadde 4,51 mg/kg til stede etter fermentering.
Resterende prgver viste til liten omdanning sammenlignet med kontrollen og hadde verdier
mellom 11426,37 mg/kg (Lb. plantarum 15D) og 2877,64 mg/kg (Lb. plantarum CM67).

Resultatene for MRS — buljong viste til omtrent ingen omdanning av sitronsyre i to av
prgvene (Lb. plantarum/pentosus VL51 og Lb. fermentum TM314) med 1488,46 og 1633,05
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mg/kg til stede etter fermentering. Forgvrige stammer hadde fullstendig omdanning av
sitronsyre. For melkesyre var det produksjon i alle prgvene fra laveste mengde pa 2394,99 til
hayeste pa 14457,67 mg/kg for henholdsvis Lb. fermentum TM314 og Lb. plantarum 15D.
Eddiksyre ble ogsa produsert i alle pravene fra 3704,48 til 4680,63 mg/kg for henholdsvis Lb.
fermentum TM314 og Weisella cibaria TM120.

| melmedium var det til stedeveerelse av maltose i alle pravene, hvor kontrollen hadde et niva
pa 2909,55 mg/kg., Leuconostoc citreum GK45 hadde best evne til & omsette maltose med
297,15 mg/kg etter inkubering og darligst evne hadde Lb. plantarum CM67 med 2401,39
mg/kg etter fermentering. Fruktose ble kun observert i W. confusa TM76, W. cibaria TM120
og Lb. plantarum 15D med henholdsvis 745,07, 608,43 og 558,01 mg/kg, etter 24 timers
fermentering. Glukose ble omsatt av alle bakterier med unntak av Lb. plantarum/pentosus
VL51 og Lb. fermentum TM314 som hadde 64,21 og 218,36 mg/kg ved fermenteringens slutt.

| pravene dyrket i melmedium ble det ikke registrert sitronsyre i noen av prgvene. For
melkesyre varierte resultatene fra 846,28 mg/kg hos Lb. plantarum/pentosus CM®65 til
2985,09 mg/kg hos Lb. plantarum/pentosus VL51. Eddiksyre ble kun produsert av 3 av
stammene (L. citreum GK45, W. confusa TM76 og Weisella cibaria TM120) med tilngermet
like nivaer i omradet 282,4-287,27 mg/kg.

Lactiplantibacillus plantarum 15D, W. confusa TM76, L. citreum GK45 og Lb.
plantarum/pentosus ble valgt & bruke videre hvor evne til & danne melkesyre, eddiksyre og

senke pH ble benyttet som noen av hovedkriteriene.

Tabell 7. pH, karbohydrater og organiske syrer i melmedium og MRS-buljong (MRS-B) fermentert
med Lb. plantarum CM67 (Lb.-67), Lb. plantarum/pentosus CM65 (Lb.-65), Lb. plantarum/pentosus
VL51 (Lb.-51), L. pseudomesenteroides/mesenteroides VL4 (L-4), Leuconostoc citreum GK45 (L-45),
W. confusa TM76 (W-76), W. cibaria TM120 (W-120), Lb. fermentum TM314 (Lb.-314) og Lb.
plantarum 15D (Lb.-15D). Praver ble tatt ut etter O (T0) og 24 (T24) timer inkubering ved 30°C.

Srove pH Karbohydrater (mg/kg) Organiske syrer (mg/kg)
TO T1 [Maltose|Fruktose |Glukose [Sitronsyre |Melkesyre [Eddiksyre
Kontroll | 5,73 | 5,73 | 417,37 | 894,92 |15917,62 | 1639,35 n.d.! 3582,9
LB.-67 | 5,77 | 4,38 n.d. 582,93 | 2877,64 n.d. 8174,56 4557,54
n,: LB.-65 | 5,79 | 4,38 n.d. 585,8 2834,75 n.d. 8310,05 4560,53
(é LB.-51 | 5,77 | 3,94 n.d. n.d. 2712,67 | 1488,46 | 12412,96 | 3652,09
L-4 5,76 | 4,27 | 440,37 n.d. n.d. n.d. 9230,05 | 4643,15
L-45 574 | 4,25 | 427,23 n.d. 43,24 n.d. 9076,34 4605,15
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W-76 575 | 4,32 | 4354 n.d. 4,51 n.d. 9345,12 4565,96
W-120 | 5,77 | 4,28 | 437,65 n.d. n.d. n.d. 8978,42 4680,63
Lb.-314 | 5,78 | 51 | 384,89 n.d. 11426,37 | 1633,05 2394,99 3704,48
Lb.-15D | 5,76 | 3,92 n.d. n.d. 1757,05 n.d. 14457,67 | 4294,46
Kontroll | 6,28 | 6,28 [2909,55| n.d.! 543,33 n.d. n.d. n.d.
Lb.-67 6,02 | 411 |2401,39| n.d. n.d.! n.d. 859,71 n.d.
Lb.-65 6,02 | 41 |2397,65| n.d. n.d. n.d. 846,28 n.d.
Lb.-51 5,83 | 3,36 |1044,97| n.d. 64,21 n.d. 2985,09 n.d.
% L-4 5,93 | 3,57 | 354,24 n.d. n.d. n.d. 1989,84 n.d.
% L-45 599 | 3,63 | 297,15 n.d. n.d. n.d. 1756,05 287,27
= W-76 5,99 | 3,63 | 346,28 | 745,07 n.d. n.d. 1733,98 282,67
W-120 | 5,97 | 3,59 | 369,75 | 608,43 n.d. n.d. 1762,6 282,44
Lb.-314 | 598 | 3,97 [1530,43| n.d. 218,36 n.d. 1062,97 n.d.
Lb.-15D | 5,7 | 3,32 | 924,47 | 558,01 n.d. n.d. 3457,68 n.d.

In.d = ikke detektert

4.1.2 Innledende vekst- og metabolismeforsgk av PAB i buljong og melmedium.

Det ble gjennomfart et eget vekst- og metabolismeforsgk med de 4 PAB-stammene; P.
freudenreichii ATCC 9616, P. freudenreichii ISU P50, P. freudenreichii LMG 2948, P.
freudenreichii LMG 3001) hvor de ble dyrket i SLB, melmedium med og uten tilsetting av
laktat (0,75 %) og i melmedium tilsatt de 4 utvalgte melkesyrebakteriene Lb. plantarum 15D,
W. confusa TM76, L. citreum GK45 og Lb. plantarum/pentosus VL51). Resultatene er
presentert i Tabell 8

Generelt var pH-malingene utfart etter 0 timer (T0) jevne for alle prgvene dyrket i SLB med
pH verdier pd mellom 6,91 — 6,8. For pravene dyrket i melmedium var alle resultatene for pH
jevne uavhengig av andre faktorer. Derimot varierte resultatene mer for malingene ved T48.
Det ble generelt observert stgrre reduksjon fra TO — T48 for prevene dyrket i mel
sammenlignet med PAB i SLB. Det ble observert starst reduksjon alle pravene i pH for PAB
og LAB i mel med malinger mellom 3,39 — 2,65. For prgvene dyrket i melmedium ble det
observert minst reduksjon i pH for PAB i laktat (075 %)

Resultatene for HPLC er presentert etter 48 timer fermentering og resultatene for dette vil bli
gjennomgatt i grove trekk. Resultatene for analysen viste til at PAB dyrket i mel tilsatt 0,75%
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laktat hadde best evne til & omdanne karbohydrater til organiske syrer. Generelt viste
resultatene stor variasjon i omsetting av maltose for alle prgvene. De laveste registrerte
maltoseverdiene ble registrert for PAB dyrket i melmedie tilsatt laktat 0,75% laktat, med
verdier pa 278,57 mg/kg og 287,99 mg/kg for henholdsvis P. freudenreichii ATCC 9616 og
P. freudenreichii LMG 3001.

Ogsa for glukose ble det pavist lavest innhold for PAB dyrket i melmedie tilsatt 0,75% laktat.
P. freudenreichii ATCC 9616 og P. freudenreichii LMG 3001 hadde omsatt all glukosen
tilgjengelig, mens P. freudenreichii ISU P50 hadde 46,10 mg/kg og P. freudenreichii LMG
2948 hadde 138,30 mg/kg som restmengde etter 48 timer fermentering. Den laveste
omsetningen av glukose og dermed den hgyeste verdien som ble malt var for PAB i mel med
verdier pa 340,01 og 340,25 mg/kg for henholdsvis P. freudenreichii 1ISU P50 og P.
freudenreichii LMG 2948.

For PAB i SLB viste resultatene at all melkesyre ble omsatt til eddiksyre pa 1438,93-1701,79
mg/kg og propionsyre pa 2706,81-3137,49 mg/kg. | pravene med PAB i mel ble det produsert
melkesyre av P. freudenreichii ATCC 9616 og 3001 pa henholdsvis 3814,6 og 3655,46
mg/kg, men lave mengder av eddiksyre (119,84-285,28 mg/kg) og propionsyre (120,87 -
385,70 mg/kQ).

Pravene dyrket i melmedium tilsatt 0,75% laktat hadde best evne til & produsere organiske
syrer og hadde de hgyeste malingene for bade melkesyre, eddiksyre og propionsyre. Mengden
melkesyre malt i kontrollen var pa 7369 mg/kg, hvor P. freudenreichii ISU P50 og P.
freudenreichii LMG 2948 omsatte melkesyre til henholdsvis 3136 og 4725 mg/kg. For bade
P. freudenreichii ATCC 9616 og P. freudenreichii 3001 ble det observert en gkning i
mengden melkesyre og det ble her produsert melkesyre til henholdsvis 10871 og 10613
mg/kg. Basert pa metabolismen til PAB var det forventet at melkesyre skulle omdannes og
ikke produseres, og resultatene kan skyldes en forurensning av prgvene av LAB. Produksjon
av eddiksyre og propionsyre var hgyest for P. freudenreichii ISU P50 og P. freudenreichii
LMG 2948, som henholdsvis malte 875,72 og 679,30 mg/kg for eddiksyre og henholdsvis, og
2370,17 og 1645,97 mg/kg propionsyre

Resultatene for PAB i mel tilsatt LAB ble det registrert melkesyre i omradet 2166,57 -
3843,96 mg/kg. Nivaet av eddiksyre og propionsyre var lavt og malte henholdsvis mellom
256,56 - 190,51 mg/kg og 145,1 - 240,55 mg/kg.
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Tabell 8. pH, organiske syrer og karbohydrater i natriumlaktatbuljong (SLB) og melmedium,
melmedium tilsatt 0,75% laktat (L 0,75%) og melmedium podet med W. confusa TM76 (W-76), L.
citreum GK45 (L-45), Lb. plantarum/pentosus VL51 (Lb.-51) og Lb. plantarum 15D (Lb.-15D).
Praver fermentert med P. freudenreichii ATCC 9616 (P-9616), P. freudenreichii ISU P50 (P-P50), P.
freudenreichii LMG 2948 (P-2948), P. freudenreichii LMG 3001 (P-3001). Prgver ble tatt ut etter 0
(TO) og 48 (T48) timer inkubering ved 30°C.

Prave pH Karbohydrater (mg/kg) Organiske syrer (mg/kg)
TO | T48 | Maltose |Glukose|Fruktose|Melkesyrel[EddiksyrelPropionsyre
Kontroll 701 7,0 n.d.! 98,8 56,5 6221,0 52,1 n.d.
0 P-9616 6,9 | 58 31,9 n.d. n.d. n.d. 1541,6 2706,8
-
e P - P50 70| 6,3 | 6188 n.d. 28,5 n.d. 1438,9 3130,6
[oa}
§ P - 2948 70| 6,1 98,5 n.d. n.d. n.d. 1607,8 3137,5
P - 3001 6,9 | 58 n.d. n.d. 14,0 n.d. 1701,8 2932,9
Kontroll? 6,3 | 6,3 | 2909,6 | 543,3 n.d. n.d. n.d. n.d.
_ P- 9616 6,1 | 33| 4394 81,0 | 1024,6 | 3814,6 119,8 120,9
(3]
S
p P- P50 6,1 | 52 | 2723,8 | 340,0 | 1666,0 n.d. 160,7 321,1
<
o P- 2948 6,1 | 49 | 2651,0 | 340,3 | 1440,7 n.d. 285,3 385,7
P- 3001 6,0 | 3,4 | 4470 84,2 | 1064,7 | 36555 165,4 2339
© Kontroll® 6,2 | 6,2 | 2761,7 | 4843 | 7711 | 7369,4 n.d. 12,9
(=)
E P- 9616 6,2 | 42 | 278,6 n.d. 343,0 | 10871,0 | 140,0 112,5
2
+ P- P50 58 | 5,7 | 2756,7 | 46,1 | 6039 | 3136,0 875,7 2370,2
[«5)
S
g P- 2948 6,0 | 5,8 | 2658,9 | 138,3 | 5875 | 47253 679,3 1646,0
<
o P- 3001 59 | 42 | 288,0 n.d. 353,1 | 106135 | 2132 221,6
Kontroll? 6,3 | 6,3 | 2909,6 | 5433 | n.d.! n.d. n.d. n.d.
P- 9616 + W-
= , 6,0 | 3,7 | 5124 | 1058 | 986,5 | 2166,6 246,1 145,1
c 76
2 P-9616 + L-45% 6,0 | 3,6 | 4474 76,2 | 9624 | 2551,8 256,6 104,3
-
+ P-P50 + Lb.-
2 , 58 | 3,4 | 497,7 77,8 | 9724 | 3636,7 195,5 240,6
< 51
P- P50 + Lb.-
1502 58 | 3,4 | 426,2 75,7 | 1025,3 | 3844,0 190,5 155,4

In.d = ikke detektert, 2Kontrollprave med melmedium, ® Kontrollprgve med melmedium tilsatt 0,75 %
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Resultatene for utplating av LAB pa MRS-agar Tabell 9 viste noe variasjon, hvor L. citreum
GK45 og W. confusa TM76 hadde de laveste verdiene pa henholdsvis 8,53 og 8,73 log
kde/ml. Lb. plantarum 15D og Lb. plantarum/pentosus VL51 hadde de hgyeste verdiene pa
9,39 0og 9,46 log kde/ml. For bestemmelse av celletall i PAB viste resultatene til jevne verdier
mellom de ulike bakteriestammene, med laveste verdi pa 9,16 log kde/ml for P. freudenreichii
ATCC 9616 og hayeste verdi pa 9,43 log kde/ml for bade P. freudenreichii LMG 2948 og P.
freudenreichii LMG 3001.

Tabell 9. Celletall for renkultur av 4 utvalgte LAB-stammer og alle 4 PAB-stammene innstept i
henholdsvis MRS-agar og SLA.

Medie |Prave Celletall (log kde/ml)
Lactiplantibacillus plantarum 15D 9,39
Leuconostoc citreum GK45 8,53

MRS
Lb. plantarum/pentosus VL51 9,46
Weisella confusa TM76 8,73
Propionibacterium freudenreichii ATCC 9616 9,16
P. freudenreichii ISU P50 9,35

SLA
P. freudenreichii LMG 2948 9,43
P. freudenreichii LMG 3001 9,43

Vekst av P. freudenreichii ISU P50 ble undersgkt i melmedium tilsatt 0,75 % laktat ved to
separate tilleggsforsgk (Tabell 10). Det ble gjennomfart preveuttak etter 0 (TO) timer og 72
timer etter inkubering (T72) ved 30 °C. Ved forsek 1 ble det observert en nedgang i pH nivaet
mellom TO og T72, fra 6,36 til 4,45. Celletallene fra utplating pa SLA var jevne med 8,05 og
8,63 log kde/ml. Innhold av karbohydrater viste en reduksjon fra TO til T72 for bade maltose,
glukose og fruktose, hvor maltose ble redusert fra 2830,26 til 222,11 mg/kg. All glukose ble
omdannet fra TO til T72. Fruktosen ble ogsa redusert fra 808,08 til 142,02 mg/kg. Innhold av
organiske syrer ble kun detekterbart for melkesyre ved TO. Ved T72 ble det funnet 9260,7
mg/kg melkesyre 301,32 mg/kg eddiksyre og 317,84 mg/kg propionsyre.

Ved andre forsgk ble det registrert mindre nedgang i pH med henholdsvis pH 6,25 ved TO og
5,86 ved T72. Det ble her observert god vekst av P. freudenreichii ISU P50 etter utplating pa
SLA med celletall 7,95 log kde/ml ved TO og 9,47 log kde/ml etter 72 timer fermentering.
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Innhold av karbohydrater var stabile gjennom fermenteringen med hensyn til maltose og
fruktose, med en liten endring mellom TO og T72 fra henholdsvis 3055,5 til 3033 mg/kg og
fra 1175,6 til 1154 mg/kg. Innhold av glukose ble redusert fra 580,3 til 162,8 mg/kg fra TO til
T72. Ved TO ble det registrert 7583,6 mg/kg melkesyre, mens all melkesyre var omsatt ved
T72. Mengden eddiksyre gikk opp fra 93,6 mg/kg ved TO til 1673,9 mg/kg ved T72. Innhold
av propionsyre gkte fra 62,8 mg/kg ved TO til 3876,6 mg/kg etter 72 timers fermentering.

Tabell 10. pH, celletall, organiske syrer og karbohydrater i melmedium tilsatt 0,75% laktat fermentert
med P. freudenreichii ISU P50. Praver ble tatt ut etter 0 (T0) og 72 (T72) timers inkubering ved 30°C.

Celletall| Karbohydrater (mg/kg) Organiske syrer (mg/kg)

Gjentak|Pregveuttak| pH | (log ) )
Maltose |Glukose|Fruktose|Melkesyrel[Eddiksyre|Propionsyre

kde/ml)
. T0 6,36/ 8,05 |2830,3| 515,6 | 808,1 | 7869,9 n.d n.d
T72 4,45 8,63 | 222,1 | nd | 1420 | 9260,7 | 301,3 317,8
) T0 6,25/ 7,95 |3055,5| 580,3 | 1175,6 | 7583,6 93,6 62,8

T72 586| 9,47 |3033,0| 162,8 | 1154 n.d 1673,9 3876,6
Inh.d = ikke detektert

4.1.3 Innledende vekst- om metabolismestudier i surdeig.
Det ble undersgkt celletall for gjeer, LAB og PAB, pH-utvikling og innhold av karbohydrater

og organiske syrer i surdeig, for a se effekten av fermentering med ulike melkesyrebakterier

naturlig til stede i surdeigen og tilsatte PAB.

Som en del av arbeidet med surdeigsstarter og baking av brgd ble det tillaget aktive
surdeigskulturer i forkant av forsgkene. Resultatene fra Figur 6 viser surdeig fra backslopping
(TO) til aktiv surdeigskultur (T8). Ved TO var kulturen kompakt og tykk, uten bobler og med
en jevn overflate. Ved T8 vises kulturen som aktiv og det kan tydelig observeres store bobler
bade i kulturen og pa overflaten. Overflaten observeres ogsa som noe ruglete, og klumpete.
Kulturen hadde en dobling i volum fra O til 8 timer (T8), og lukten var svakt syrlig og
aromatisk. Konsistensen i deigen var mer rennende og lgs sammenlignet med TO. Etter 10
timer (T10) ble volumet redusert (illustrert ved bla strikk 2), og boblene i surdeigsstarteren
var mindre. Konsistensen i surdeigskulturen var enda tynnere og mer rennende enn ved T8, og

overflaten fremstar som flatere og jevnere som en vaske, og lukten var litt surere.
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Figur 6. Surdeig avbildet etter 0 (TO) timer, 8 (T8) timer og 10 (T10) timer for surdeigskultur 2 (S2).
BIa strikker (markert 1 og 2) ble benyttet som markar for utgangspunkt ved T0, toppunkt for volum
ved T8 og regresjon ved T10.

36



Som forarbeid til masteroppgaven hgsten 2022 ble det undersgkt evne til & senke pH og

omdannelse av karbohydrater til organiske syrer i surdeig, celletall og gjertall i surdeigskultur
1 (S1), beskrevet i avsnitt 3.9. Resultatene (Tabell 11) viste til celletall pa 9,91 log kde/g og
7,27 log kde/g for henholdsvis MRS og RB. For karbohydrater ble det registrert 2687,8 mg/kg
maltose, og 2979,9 mg/kg fruktose. Det ble ikke registrert glukose i surdeigen. For organiske

syrer ble det registrert bade melkesyre og eddiksyre med henholdsvis 7704,4 mg/kg og 1495,4
mg/kg. pH ble malt til 3,85

Tabell 11. Celletall, pH, karbohydrater og organiske syrer i Surdeigskultur 1, 12 timer etter

«backslopping».

Celletall (log kde/g) H Karbohydrater (mg/kg) Organiske syrer (mg/kg)
p
MRS RB Maltose | Glukose | Fruktose | Melkesyre | Eddiksyre
9,91 7,27 3,85 | 2687,8 n.d.! 2979,9 7704,4 14954

In.d = ikke detektert

Ved oppstart av studien ble det igjen bestemt celletall for aktiv kultur av S1 i tillegg til en

nyoppstartet aktiv surdeigsstarter, Surdeigsstarter 2 (S2) (beskrevet i avsnitt 3.9). Resultatene

er fremstilt i Tabell 12. Celletallene fra MRS-agar varierte noe med 7,85 log kde/g for S1 og

8,63 log kde/g for S2. For RB agar var resultatene jevnere med 7,55 log kde/g og 7,53 log

kde/g for henholdsvis S1 og S2. pH verdiene for S2 ble malt til 3,9, noe som var litt lavere

enn for S2 som hadde en pH verdi pa 4,18.

Tabell 12. Celletall og pH til to ulike surdeiger. Prgver ble tatt 8 og 12 timer etter backslopping av
henholdsvis S1 og S2. Prgvene ble inkubert i 2 dager for MRS-agar og 5 dager for RB agar ved 30°C.

Celletall
Prave (log kde/g)) pH
MRS RB
S1 7,85 7,55 3,9
S2 8,63 7,53 4,18

Resultatene for vekst av PAB i surdeig, Tabell 13, viste lite variasjon i pH malingene ved TO

for alle prgvene. pH malingene gjennomfart etter fermentering i 72 timer (T72) viste en
reduksjon til mellom 3,80 (kontroll) og 3,92 (P. freudenreichii LMG 3001). For utplating var
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det jevne resultater for alle pravene dyrket pa SLA ved T0, men det ble observert en liten
reduksjon fra TO til T72 pa mellom 7,07 — 7,37 log kde/g.

Resultatene for PAB i surdeig innstapt pa MRS-agar viste ogsa til nedgang i antall celler fra
9,77 — 10,07 log kde/g ved TO til 8,7 — 9,4 log kde/g ved T72 for alle pravene. Resultatene for
innhold av gjeertall i RB-agar viste mer varierende resultater med en nedgang for P.
freudenreichii LMG 2948 fra 7,71 log kde/g ved TO til 7,51 log kde/g ved T72. For resterende
praver ble det observert en gkning antall gjeertall etter fermenteringen. Starst gkning ble
observert for P. freudenreichii ISU P50 med 7,06 — 7,65 log kde/g fra TO — T72.

Tabell 13. Celletall etter innstgpning pa natriumlaktat agar (SLA), MRS agar (MRS) og Rose Bengal
agar (RB) og pH for fire ulike prever med surdeig, fermentert individuelt med P. freudenreichii ATCC

9616, P. freudenreichii ISU P50, P. freudenreichii LMG 2948 og P. freudenreichii LMG 3001. Prgver
ble tatt ved 0 (TO) timer og etter 72 timer ved 30 °C (T72).

Vekst i surdeig (log kde/qg)

pH malinger

Bakteriestammer tilsatt surdeig SLA MRS RB
TO | T72| TO |T72( TO | T72| TO T72
P. freudenreichii ATCC 9616 7,737,241 987 | 87| 7,4 |754| 551 | 3,82
P. freudenreichii ISU P50 777371989 |94 |706|765| 541 | 3,89
P. freudenreichii LMG 2948 78 (70711007 9 |7,71(7,51| 5,44 | 3,87
P. freudenreichii LMG 3001 757 (725|977 191 |7,33|7,73| 541 | 3,92
Kontroll 541 | 3,80

For PAB dyrket i surdeig ble det ogsa gjennomfart analyse ved HPLC ved TO og T72 som
vist 1 Tabell 14. For karbohydrater ble det registrert tilstedevarelse av maltose, glukose og
fruktose for alle prgvene ved TO, og ved T72 var alle karbohydratene brutt ned til organiske
syrer. Resultatene viste lite variasjon mellom de ulike bakteriene. For innhold av organiske
syrer ble det ikke registrert eddiksyre eller propionsyre ved TO for noen av prgvene, men det
ble registrert tilnzermet like nivaer av melkesyre mellom 2542,6 - 2699,2 mg/kg. Ved T72 ble
det registrert en gkning i mengde melkesyre for alle prgvene fra 11892,6 mg/kg til 12810
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mg/kg. Eddiksyre varierte fra 445,8 mg/kg hos P. freudenreichii ISU P50 til 511,2 mg/kg for

P. freudenreichii LMG 2948. Det ble ikke registrert propionsyre for noen av prgvene.

Tabell 14. Karbohydrater og organiske syrer malt for fire ulike prever med surdeig, fermentert
individuelt med P. freudenreichii ATCC 9616, P. freudenreichii ISU P50, P. freudenreichii LMG
2948 og P. freudenreichii LMG 3001. Prever ble tatt ut ved 0 (T0) timer og etter 72 timer ved 30°C
(T72).

Bakteriestammer Karbohydrater og organiske syrer (mg/kg)
tilsatt surdeig Maltose | Glukose | Fruktose | Melkesyre | Eddiksyre | Propionsyre
P. freudenreichii

5542,4 | 784,2 | 25344 2671 n.d.! n.d.
ATCC 9616
P. freudenreichii

5670,7 | 721,2 | 21915 2732,6 n.d. n.d.
ISU P50

TO

P. freudenreichii

54734 | 7174 | 2201,7 2542 6 n.d. n.d.
LMG 2948
P. freudenreichii

5496,9 | 7549 | 22247 26992 n.d. n.d.
LMG 3001
P. freudenreichii

n.d. n.d. n.d. 12810 505,3 n.d.
ATCC 9616
P. freudenreichii

n.d. n.d. n.d. 11892,6 445 8 n.d.
ISU P50

T72

P. freudenreichii

n.d. n.d. n.d. 12288,2 511,2 n.d.
LMG 2948
P. freudenreichii

n.d. n.d. n.d. 12169 4734 n.d.
LMG 3001

In.d = ikke detektert
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Basert pa resultatene fra Tabell 13 og Tabell 14 ble det gjennomfart et nytt vekst- og
metabolismeforsgk med kun P. freudenreichii ISU P50 og P. freudenreichii LMG 2948 i
surdeig som vist i Tabell 15 og Tabell 16. Prgvene ble inkubert ved to ulike temperaturer (15
°C 0g 20 °C) 1 3 degn for de ble plassert pd 30 °C i ett dogn. Proveuttak ble gjennomfort etter
0 timer (TO0), etter 48 timer for pH (T48) og etter 96 timer (T96) inkubering (3 dggn pa 15
eller 20 °C og ett degn pa 30 °C). Resultatene for pH malinger viste lite variasjon mellom de
utvalgte PAB stammene ved de ulike prgveuttakene (TO, T48 og T96). Det var ogsa liten
forskjell mellom prgven inkubert ved ulike temperaturer. Fra TO til T48 og T96 var det starst

endring for alle pravene med pH verdier pa 3,93-4,06, og liten variasjon mellom T48 og T96.

Utplating for bestemmelse av celletall (Tabell 15) viste til nedgang i antall celler fra TO til
T96 etter inkubering ved 15 °C for begge bakteriene pa alle mediene (SLA, MRS og RB). Fra
TO til T96 ved 20 °C ble det ogsa registrert en nedgang i antall celler for begge bakteriene pa
alle dyrkningsmediene.

Det ble ogsa gjennomfart analyse ved HPLC for pravene (Tabell 16). Alle karbohydratene
funnet ved TO ble omsatt til organiske syrer ved T4 bade ved 15 °C og 20 °C for begge
bakteriene. Innhold av melkesyre var tilneermet like ved begge inkuberingstemperaturene og
viste til en gkning fra TO til T96 fra 2438,77 mg/kg til 10271,98 mg/kg ved 15 °C og
11816,27 mg/kg ved 20 °C for P. freudenreichii ISU P50 og fra 2629,61 mg/kg (TO) til
10659,18 mg/kg ved 15 °C og 11987,09 mg/kg ved 20 °C for P. freudenreichii LMG 2948.
Innhold av eddiksyre ble ikke detektert ved TO, men var til stede ved bade 15 °C og 20 °C for
begge bakteriene i starrelsesorden 490-530 mg/kg med lite variasjon mellom

inkuberingstemperaturene. Det ble ikke registrert innhold av propionsyre i noen av prgvene.
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Tabell 15. Celletall for surdeig fermentert med P. freudenreichii ISU P50, P. freudenreichii LMG
2948 etter innstgpning pa natriumlaktat agar (SLA) og MRS agar (MRS) i tillegg til gjeertall ved Rose
Bengal agar (RB) etter 0 timer (TO) og etter 96 timer (T96) inkubering ved 15 eller 20 °C i 3 degn og 1
dagn pa 30 °C. pH registrert ved TO, etter 48 timer (T48) og T96. Surdeig fermentert individuelt med.

Bakteriestammer tilsatt Tid | Temperatur | SLA MRS- RB | pH
surdeig (timer) (°C) (kde/g) | (kde/g) | (kde/g)
P. freudenreichii ISU P50 T0 8,72 9,51 7,23 5,24
T48 15°C - - - 4,01
20°C - - - 3,94
T96 15°C 7,96 8,90 6,82 4,01
20°C 8,39 9,25 6,70 3,96
P. freudenreichii LMG 2948 T0 8,74 9,75 7,25 5,14
T48 15°C - - - 4,06
20°C - - - 3,98
T96 15°C 8,13 8,95 7,15 4,04
20°C 8,30 9,25 6,68 3,93

Tabell 16. Karbohydrater og organiske syrer malt for to ulike prever med surdeig, fermentert
individuelt med P. freudenreichii ISU P50 og P. freudenreichii LMG 2948. Prgver ble tatt ut ved 0
(TO) timer og etter 96 timer ved inkubering ved 15 eller 20 °C i 3 dogn og 1 dggn pa 30 °C (T96).

Karbohydrater (mg/kg) Organiske syrer (mg/kg)
Prave Temperatur (°C)
Maltose |Glukose [Fruktose |Melkesyre/[Eddiksyre[Propionsyre

TO 5386,3 | 858,7 | 2469,7 | 2438,8 n.d. n.d.
2 15°C nd! | nd | nd |10272,0] 4888 | nd.

o T96
20°C n.d. n.d. nd. |11816,3| 503,8 n.d.
TO 5265,6 | 758,2 | 2454,1 | 2629,6 n.d. n.d.

[ee)

> o 15°C nd. | nd. nd. [10659,2| 530,3 | n.d.
. 20°C nd. | nd | nd [11987,.1] 4970 [ nd.

I'n.d = ikke detektert
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4.2 Hemmeforsgk

| forkant av hemmeforsgket ble det tillaget frysestock av LAB-stammene Lb. plantarum 15D,
L. citreum GK45, Lb. plantarum/pentosus VL51 og W. confusa TM76. Det ble beregnet
celletall for alle stammene (vedlegg 3), og en miks av alle stammene ble benyttet i
hemmeforsgket med surdeigsbrad.

Hovedforsgket bestod av et bakeforsgk etterfulgt av en inkuberingsperiode pa 21 dager hvor
bradskiver av ferdig stekt brad i petriskaler ble inokulert med sporer i to punkter for visuell
observasjon av eventuell muggvekst. Prgveuttak ved bakeforsgket ble gjennomfart etter elting
(TO), etter fermentering ved romtemperatur og kaldheving av deig pa 4 °C (T1) og etter
steking og avkjeling (T2). De ulike LAB stammene ble tilsatt fra opptint frysestock til ca 7
log kde/g ved tillaging av deigene med LAB-miks tilsats. Resultatene for alle pravene er
presentert som gjennomsnitt av forsgk 1-3. Standardavvik ble regnet ut for celletall, pH og
HPLC analysen. Réadata for beregning av celletall, pH malinger og resultater for HPLC finnes

i vedlegg 3.

4.2.1 Celletall

Celletall for LAB og gjeer ble bestemt ved utplating pa MRS-agar og RB-agar (Tabell 17). For
alle resultatene med unntak av kontrollen ble det observert lite variasjon i celletallene hvor
celletallene varierte fra 8,37+0,09 log kde/g til 8,46 + 0,1 log kde/g og ved TO og 8,44 + 0,46
log kde/g til 8,82+0,13 log kde/g for T1 for pravene dyrket pA MRS-agar. Gjarcellene hadde
ogsa lite variasjon i prgvene som inneholdt surdeig og varierte fra 6,84+0,04 log kde/g til
6,91+0,04 log kde/g ved TO og 6,71+0,31 log kde/g til 6,94+0,1 log kde/g for T1. Resultatene
for kontrollbrad tilsatt gjeer var jevne for bade celletall i MRS-agar og i RB-agar Celletall i
kontrollbred viste et resultat pa 7,15+0,28 log kde/g (T0) og 7,08+0,23 log kde/g (T1) for
LAB og 7,06+0,3 log kde/g (TO) og 7,06+0,13 log kde/g for gjeer. Generelt ble det observert
omtrent likt antall eller en liten gkning i antall celler fra TO til T1 for bade MRS og RB. For
surdeigsbrad ble det observert en liten nedgang i antall gjeerceller fra 6,91+0,04 log kde/g til
6,71+0,31 log kde/g i surdeigbredet SD og surdeigsbrgd (SDLPr) fermentert med LAB og
tilsatt kalsiumpropionat (0,3%) fra 6,89+0,08 log kde/g (TO) til 6,76+0,14 log kde/g (T1).

For PAB ble det benyttet SLA for a bestemmelse av celletall Tabell 17. Resultatene for disse
prgvene var ogsa jevne med lavt standardavvik, hvor surdeigsbrad tilsatt PAB (SDP) hadde
8,84+0,06 log kde/g ved TO med en liten gkning til 9,06+0,1 log kde/g ved T1. Surdeigsbrad
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bakt med LAB-miks og PAB (SDLP) hadde resultater pa 8,84+0,08 log kde/g ved TO med en
gkning til 9,11+0,13 log kde/g ved T1.

Tabell 17 Celletall ved proveuttak etter 0 (T0) timer og 1,5 time ved romtemperatur + 14 timer ved
4°C (T1) etter utplating pA MRS agar, Rose Bengal agar (RB) og SLA. Prevene var kontrollbred (K),
surdeigsbrgd (SD), surdeigsbrad fermentert med LAB-miks av Lb. plantarum/pentosus VL51, W.
confusa TM76, L. citreum GK45, Lb. plantarum 15D (SDL), surdeigsbrad fermentert med P.
freudenreichii ISU P50 (SDP), surdeigsbrad fermentert med samme LAB-miks og P. freudenreichii
ISU P50 (SDLP), surdeigsbrgd fermentert med LAB-miks og tilsatt kalsiumpropionat (0,3%)
(SDLPr). Alle LAB-stammene ble tilsatt til ca 7 log kde/g. Celletall er presentert som gjennomsnitt +

standardavvik av 3 uavhengige forsgk.

Prave MRS (log RB (log SLA (log
kde/qg) kde/g) kde/g)
TO T1 TO T1 TO T1
K 7,15+0,28 | 7,08+0,23 | 7,06+0,3 | 7,06+0,13 - -
SD 8,37+0,09 | 8,65+0,31 | 6,91+0,04 | 6,71+0,31 - -
SDL 8,4+0,05 | 8,73+0,19 | 6,84+0,12 | 6,95+0,21 - -
SDP 8,38+0,07 | 8,7+0,16 | 6,86+0,05 | 6,82+0,21 | 8,84+0,06 | 9,06+0,0,1
SDLP 8,39+0,06 | 8,82+0,13 | 6,84+0,04 | 6,94+0,1 | 8,84+0,08 |9,11+0,0,13
SDLPr | 8,46+0,1 |8,44+0,46 | 6,89+0,08 | 6,76+0,14 - -

4.2.2 pH malinger

pH malinger ble gjennomfart ved tre tider; etter elting (T0), etter fermentering (T1) og etter
steking og avkjeling (T2) og er illustrert som gjennomsnitt av alle 3 forsgkene med
standardavvik i Figur 7. Resultatene for de tre forsgkene viste til samme trend for alle
prgvene, hvor kontrollbrgdet (K) opprettholdt hgyere pH fra TO til T2 med pH 6,11+0,17,
5,88+0,13 og 6,09+0,09 ved de 3 ulike tidene, sammenlignet med resterende praver.
Resterende praver hadde noenlunde likt utgangspunkt med pH verdier mellom 5,71+0,02
(SDLPr) 0g 5,90+0,04 (SDLP). Alle pravene hadde et fall i pH frem til T1, og resultatene
varierte mellom pH 4,94+0,013 og 5,32+0,01. SD hadde starst gjennomsnittlig reduksjon fra
TO til T1 fra pH 5,79 - 4,94. Resultatene for T2 viste for de fleste resultatene en gkning i pH,
med unntak av SDLPr som hadde en nedgang fra 5,32+0,01 ved T1 til 5,23+0,08 ved T2.
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Figur 7. pH i deig etter 0 (TO) timer og 1,5 time ved romtemperatur + 14 timer ved 4°C (T1) og i
ferdig stekt og avkjglt brad (T2) vist som gjennomsnitt med tilhgrende standardavvik for de ulike
prgvene; kontrollbred (K), surdeigsbred (SD), surdeigsbrad fermentert med LAB-miks av Lb.
plantarum/pentosus VL51, W. confusa TM76, L. citreum GK45, Lb. plantarum 15D (SDL),
surdeigsbrgd fermentert med P. freudenreichii ISU P50 (SDP), surdeigsbregd fermentert med samme
LAB-miks og P. freudenreichii ISU P50 (SDLP), surdeigsbrad fermentert med lab-miks og tilsatt
kalsiumpropionat (0,3%) (SDLPr).

4.2.3 HPLC analyse

Resultatene for konsentrasjon av karbohydrater i prgvene ble regnet ut som gjennomsnitt med
tilherende standardavvik (z) for alle forsgkene for de ulike prgveuttakstidene (Figur 8).
Generelt for maltose ble det observert en jevn gkning fra TO til T2. Innhold av glukose hadde
en nedgang i mengde glukose fra TO til T1 og deretter en liten gkning til T2 for SD, SDL,
SDP og SDLP. For bade kontrollen og SDLPr ble det observert en gning i konsentrasjon av
glukose fra TO til T1 og deretter en liten reduksjon i konsentrasjonen fra T1 til T2. Innhold av
fruktose viste de samme trendene som for glukose, men med hgyere konsentrasjoner som

illustrert i figuren.
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Figur 8 Karbohydrater i deig og ferdig stekt brad analysert i kontrollbrad (K), surdeigsbrad (SD),
surdeigsbred fermentert med LAB-miks av Lb. plantarum/pentosus VL51, W. confusa TM76, L.
citreum GK45, Lb. plantarum 15D (SDL), surdeigsbrad fermentert med P. freudenreichii ISU P50
(SDP), surdeigsbrad fermentert med samme LAB-miks og P. freudenreichii ISU P50 (SDLP) og i
surdeigsbred fermentert med LAB-miks og tilsatt kalsiumpropionat (0,3%) (SDLPr), Prgver ble tatt ut
rett etter elting (TO), etter heving i 1,5 time ved romtemperatur + 14 timer ved 4°C (T1) og i avkjelt
brad etter steking (T2). Resultatene er vist som gjennomsnitt + standardavvik for tre uavhengige
forsek.

Innhold av organiske syrer er presentert pa samme mate som beskrevet for karbohydrater i
avsnittet over, hvor gjennomsnitt og standardavvik (£) er vist, se Figur 9. Det ble observert
noe melkesyre i alle bradene bakt med surdeig ved farste prgveuttak (TO), med en kraftig
gkning etter fermentering (T1) til 2718,3+406,42 - 3966+355,4 mg/kg, etterfulgt av en liten
reduksjon etter steking og avkjgling (T3). Kontrollbrgdet hadde ingen produksjon av
melkesyre. Mengden eddiksyre var jevn for bade TO, T1 og T2 i brgdene K, SD, SDL og
SDLPr og la i omradet 288,96+16,9 — 395,87+28,6 mg/kg. Pragver SDP og SDLP hadde noe
hayere verdier av eddiksyre for alle prgveuttak (TO, T1 og T2). Innhold av propionsyre var
ikke til stede i brgddeigene/brgdene K, SD og L, men derimot i breddeigene/brgdene SDP og
SDLP ble propionsyre detektert og med relativt like nivaer ved alle prgveuttakstidspunktene.
Konsentrasjonen var starst for brgdet SDLPr med et innhold pa mellom 2322,09+301,63 —
2401,15+£156,72 mg/kg, og varierte dermed lite mellom TO og T2.
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Figur 9 Organiske syrer i deig og ferdig stekt brgd analysert i kontrollbrgd (K), surdeigsbred (SD),
surdeigsbrad fermentert med LAB-miks av Lb. plantarum/pentosus VL51, W. confusa TM76, L.
citreum GK45, Lb. plantarum 15D (SDL), surdeigsbrad fermentert med P. freudenreichii ISU P50
(SDP), surdeigsbrad fermentert med samme LAB-miks og P. freudenreichii ISU P50 (SDLP) og i
surdeigsbred fermentert medLAB-miks og tilsatt kalsiumpropionat (0,3%) (SDLPr). Praver ble tatt ut
rett etter elting (TO), etter heving i 1,5 time ved romtemperatur + 14 timer ved 4°C (T1) og avkjelt
etter steking (T2). Resultatene er vist som gjennomsnitt + standardavvik for tre uavhengige forsgk.

4.2.4 Visuell observasjon av mugg
Muggvekst pé bredskivene ble visuelt vurdert i 21 dager etter inkubering ved 20 °C. Her ble

ble muggvekst definert som bade synlig vegetativt mycel og/eller sporedannelse.

For bradskiver inokulert med sporer fra Aspergillus niger gikk det 3 dager for det ble
observert synlig muggvekst pa noen av skalene (Figur 10), men etter fire dager var det synlig
muggvekst pa alle skalene, med unntak av bred bakt med surdeig tilsatt LAB-miks og
kalsiumpropionat (0,3%) (SDLPr). Muggvekst ble observert farst som bare hvitt vegetativt
mycel, men etter fire dager ble det i tillegg observert sorte sporer (konidie) i midten av det
vegetative mycelet pa kontrollbrgdet (K), surdeigsbradet (SD) og surdeigsbrad bakt med
LAB-mix (SDL). Etter 5 dager hadde alle bradene med unntak av SDLPr synlig

sporedannelse observert som sorte konidie-sporer.
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Figur 10. Bragdskiver inokulert med ~200 sporer av Aspergillus niger i to punkter etter 3 og 4 dager
inkubering ved 20 °C. Fra venstre surdeigsbrod fermentert med LAB-miks av W. confusa TM76, Lb.
plantarum 15D, L. citreum GK45, L. plantarum/pentosus VVL51 og tilsatt kalsiumpropionat (0,3%)
(SDLPr), surdeigsbrgd fermentert med samme type LAB-miks (SDLP), surdeigsbrad fermentert med
P. freudenreichii ISU P50 (SDP), surdeigsbrad fermentert med LAB-miks (SDL), surdeigsbrad (SD)
og kontroll (K). Parallelle skaler plassert vertikalt for respektive prgver.

Muggvekst av Fusarium sp. ble observert etter 3 dager som hvitt vegetativt mycel kun pa
kontrollbredet fra forsgk 1, men etter fire dager ble muggvekst observert som hvitt og rosa
“korthéret” vegetativt mycel pa alle bradskivene uten PAB eller kalsiumpropionat tilsatt, som
vist i Figur 11. Muggvekst ble fra dag 3 til 6 kun observert i pravene merket som K, SD og
SDL. Ved 6 dager og frem til 13 dager med observasjon ble det ogsa observert mugg i noen
av prevene SDP og SDLP, enten i en eller begge parallellene pé en eller begge sider av
sporeinokuleringen (Tabell 18). Praver med SDLPr hadde ingen muggvekst gjennom hele
observasjonsperioden (

Figur 13)
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Figur 11. Bragdskiver inokulert med ~200 sporer av Fusarium sp. i to punkter etter 3 og 4 dager
inkubering ved 20 °C. Fra venstre surdeigsbrgd fermentert med LAB-miks av W. confusa TM76, Lb.
plantarum 15D, L. citreum GK45, L. plantarum/pentosus VVL51 og tilsatt kalsiumpropionat (0,3%)
(SDLPr), surdeigsbrgd fermentert med samme type LAB-miks (SDLP), surdeigsbrad fermentert med
P. freudenreichii ISU P50 (SDP), surdeigsbrad fermentert med LAB-miks (SDL), surdeigsbrad (SD)
og kontroll (K). Parallelle skaler plassert vertikalt for respektive praver.

Etter inkubering i 3 dager ble det observert muggvekst for K, SD og SDP prgvene inokulert
med P. roqueforti i alle forsgkene. For resterende prever var det noe variasjon om det ble
observert etter 3 eller 4 dager (Tabell 18). Etter fire dager ble det observert mugg pa alle
pravene ved alle forsgkene. Muggveksten ble observert som hovedsakelig blagranne

konidiesporer.
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Figur 12. Brgdskiver inokulert med ~200 sporer av Penicillium roqueforti i to punkter etter 3 og 4
dager inkubering ved 20°C. Fra venstresurdeigsbrad fermentert med LAB-miks av W. confusa TM76,
Lb. plantarum 15D, L. citreum GK45, L. plantarum/pentosus VL51 og tilsatt kalsiumpropionat (0,3%)
(SDLPr), surdeigsbrgd fermentert med samme type LAB-miks (SDLP), surdeigsbrgd fermentert med
P. freudenreichii ISU P50 (SDP), surdeigsbrad fermentert med LAB-miks (SDL), surdeigsbrad (SD)
og kontroll (K). Parallelle skaler plassert vertikalt for respektive praver.

Kalsiumpropionat som ble tilsatt i praven merket SDLPr hadde sterk hemmende effekt pa
A.niger og Fusarium sp. vist i

Figur 13. I tillegg hadde propionsyre produsert av PAB noe hemmende effekt pa muggvekst i
flere av parallellene med brgd merket SDP og SDLP.
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Figur 13. Bradskiver etter inkubering i 21 dager ved 20 °C etter tilsats av 200 sporer av a) Fusarium
sp, b) Fusarium sp. og c) Aspergillus niger. Fra venstre; a) surdeigsbrad fermentert med LAB-miks av
W. confusa TM76, Lb. plantarum 15D, L. citreum GK45, L. plantarum/pentosus VL51 og P.
freudenreichii ISU P50 (SDLP), b) surdeigsbrad fermentert med LAB-miks og tilsatt
kalsiumpropionat (0,3%) (SDLPr) og c) surdeigsbrad fermentert med LAB-miks og tilsatt
kalsiumpropionat (0,3%).
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Tabell 18. Muggvekst observert pa bradskiver gitt som antall dager etter inkubering i kontrollbrad

(K), surdeigsbrad (SD), surdeigsbragd fermentert med LAB-miks (W. confusa TM76, Lb. plantarum
15D, L. citreum GKA45, L. plantarum/pentosus VL51) (SDL), surdeigsbrad fermentert med P.
freudenreichii ISU P50 (SDP), surdeigsbrad fermentert med LAB-miks og P. freudenreichii ISU P50
(SDLP), og surdeigsbrad fermentert med LAB-miks sammen med kalsiumpropionat (0,3%) (SDLPT).

Brgdene ble inokulert ved to punkter med ~200 sporer av Aspergillus niger, Fusarium sp., og P.

roqueforti. Visuell observasjon av pravene i 21 dager etter inkubering ved 20 °C

Paralleller:
Prove
Gjentak:
1
K 2
3
1
SD 2
3
1
SDL 2
3
1
SDP 2
3
1
SDLP 2
3
1
SDLPr 2
3

In.d = ikke observert mugg, 2Observert bla mugg utenfor inokuleringspunktet, 2 Observert kontaminering av
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5. Diskusjon

Formalet med studien var a evaluere effekten av fermentering med ulike melkesyre- og
propionsyre-bakterier i bradbaking, med spesielt fokus mot deres potensielle evne til 3 hemme
muggvekst. Sentrale elementer i studien var analyser av LAB og PAB samt deres metabolske
aktivitet i surdeig og brad, i tillegg til a observere eventuelle forskijeller i deres evne til &

hemme muggvekst.

| studien ble brgd bakt med surdeig og ulike kombinasjoner av en miks med LAB-stammer,
en PAB stamme og tilsetning av KPr sammenlignet med brgd bakt med gjeer. Hensikten var a
vurdere om tilsetning av LAB og PAB kunne fare til en effektiv hemming av muggvekst mot

ulike typer muggsopparter.

En av hovedarsakene til at brad kastes er muggvekst, noe som oppstar som fglge av
forurensing etter produksjonsprosessen (Axel et al., 2017). Pa grunn av det betydelige
matsvinnet knyttet til bred og bakevarer bade i industrien og blant private husholdninger, er
det av stor interesse a finne lgsninger som kan forlenge holdbarheten ved & hemme
muggvekst. I tillegg til & redusere matsvinn, vil en forlenget holdbarhet ogsa ha gkonomiske
fordeler bade for forbrukere og produsenter. Med bakgrunn i denne problemstillingen ble det i
denne studien undersgkt om LAB og PAB tilsatt i surdeig ved brgdbaking ville bidra til &
hemme muggvekst, og dermed opprettholde holdbarheten i bradet. Det ble ogsa undersgkt om
de utvalgte LAB og PAB stammene hadde mer hemmende effekt alene eller i kombinasjon

med hverandre basert pa deres evne til & produsere melkesyre, propionsyre og eddiksyre.

5.1 LAB

Heterofermentative LAB produserer melkesyre og eddiksyre som er viktig for de tekniske
egenskapene til brgdet, men i denne studien ble det vurdert som viktig for & potensielt hemme
muggvekst (De Vuyst & Neysens, 2005). Det ble gjennomfart forsgk med LAB i bade
buljong og melmedium, hvor det ble produsert betydelig mindre mengder melkesyre og
eddiksyre i melmedie sammenlignet med mengden produsert i buljong. I MRS buljong ble det
registrert verdier mellom 2394,99 og 14457,67 mg/kg melkesyre, mens det i melmedium ikke
ble registrert verdier hgyere enn 3457,68 mg/kg. Det ble ogsa registrert lave verdier for

eddiksyre produsert i melmedium, hvor 6 av 9 praver ikke hadde noe produksjon, og prgvene
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som hadde noe produksjon av eddiksyre var ikke nivaene hgyere enn 287,27 mg/kg. De tre
stammene L. citreum GK45, W. confusa TM76, W. cibaria TM120 som produserte eddiksyre
i melmedium hadde ogsa de hgyeste verdiene av eddiksyre i buljong, med verdier mellom
4565,96 og 4680,63 mg/kg. Siden MRS er tilsatt eddiksyre, gir dette en differanse pa
henholdsvis 983,06 og 1097,73 mg/kg sammenlignet med kontrollen. LAB dyrket i
melmedium viste til et betydelig fall i pH som ble malt til ~6 for samtlige prever ved T0, og
ved T24 ble det registrert et fall pA mer enn 2 pH enheter for flere av prgvene i intervallet 3,32
—4,11. Dette tyder pa at bufferkapasiteten til melmediet ikke er optimal, noe som kan ha
bidratt til stressende forhold for LAB over tid og fert til at de ikke har klart & produsere

melkesyre og eddiksyre pa samme mate som i MRS buljong.

Basert pa resultatene fra forsgkene for LAB i buljong og melmedium ble det valgt ut 4 LAB
stammer til videre forsgk. Etter bestemmelse av celletall for de utvalgte stammene var det Lb.
plantarum 15D og Lb. plantarum/pentosus VL51 som viste til hgyest celletall med log 9,4
kde/ml i MRS. Disse stammene produserte mest melkesyre av de utvalgte stammene i bade
melmedie og buljong med verdier pd mellom 12412,96 — 14457,67 mg/kg og henholdsvis
2985,09 og 3457,68 mg/kg. Etter en totalvurdering av resultatene fra de innledende forsgkene
ble det besluttet a lage en miks av LAB-stammene Lb. plantarum 15D, W. confusa TM76, L.
citreum GK45, Lb. plantarum/pentosus VL51, som alle viste god evne til & senke pH og
hadde hgyt innhold av bade melkesyre og eddiksyre. Denne miksen ble benyttet til

hemmeforsgket.

| denne studien var det mest interessant & se pa LAB i sammenheng med produksjon av
organiske syrer og evne til  senke pH som utgangspunkt for hemming av muggvekst i
surdeigsbrad. En studie gjennomfart av (Axel et al., 2017; Ryan et al., 2011) viste til at LAB
produserer eller slipper ut andre aktive komponenter under fermentering, som bidrar til
hemming av muggvekst nar surdeig er inkludert i brgdbaking. Disse metabolittene er
vanligvis lavmolekylare massekomponenter slik som phenyl og substituerte phenyl derativer
(3-phenyllactic, 4-hydroxyphenyllactic, og benzosyre), sykliske dipeptider, hydroxy fettsyrer
eller antimugg peptider. Sammen med deres hgye MIC (minimal inhibition concentration)
som spenner seg fra 0,1 til 10,00 mg/kg produseres de i sma nivaer i fermenteringssubstratet. |
studien ble det antatt at en synergisk effekt oppstar mellom disse lav-molekylere
massekomponentene. | en in situ studie ble det benyttet en konsentrasjon pa 30 mg/kg av
disse mugghemmende komponentene noe som resulterte i forlenget holdbarhet med omtrent

25 %, sammenlignet med kun syrning av deigen ved bruk av eddiksyre og melkesyre. (Axel et
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al., 2017). Til videre arbeid kunne det veert interessant a lage et bragd med surdeig inokluert
med samme mengde mugghemmende komponenter, for a se pa effekten av dette bade alene
og i tillegg sammen med spesifikt utvalgte LAB, da disse metabolske komponentene er arts

og stamme spesifikke.

Av de undersgkte stammene i MRS buljong ble det ikke detektert sitronsyre i noen av
Leuconostoc eller Weisella stammene og heller ikke i de tre av Lactiplantibacillus-stammene
Lb. plantarum 15 D, Lb. plantarum CM67 og Lb. plantarum/pentosus CM65, noe som tyder
pa at disse er sitratforgjaerende. De fleste Leuconostoc er sitratforgjaerende og dette stemmer
med resultatene. | fglge (Garcia Quintans et al., 2008) kan Lactiplantibacillus plantarum og
noen Weissella stammer omdanne sitrat, noe som stemmer med resultatene i dette
masterstudie. Det var dermed kun to av LAB-stammene som hadde tilneermet likt innhold av
sitronsyre som i kontrollen (MRS buljong). Ved sitratforgjeering blir sitronsyre brutt ned til
eddiksyre og oksaleddiksyre (Hugenholtz, 1993). Diacetyl produseres ogsa ved
sitratforgjeering og har antimikrobiell effekt (Hugenholtz, 1993; Jay, 1982), men dette ble det

ikke analysert for i dette masterstudie.

5.2 PAB

Endeproduktene ved fermentering av PAB er hovedsakelig eddiksyre og propionsyre, som
begge er kjent for & ha en hemmende effekt pa muggsopp som vanligvis vokser pa brgd. Dette
ble derfor vektlagt ved utvelgelse av PAB stammer til denne studien. Siden PAB er en
saktevoksende bakterier som vokser best under anaerobe forhold, er det utfordrende a sikre
gode nok betingelser for vekst. PAB ble i denne studien undersgkt i bade SLB, og

melmedium.

Ved dyrking av PAB i SLB, viste resultatene fra denne studien at de utvalgte PAB stammene
produserte ca 3000 mg/kg propionsyre. Det ble gjennomfart flere forsgk med melmedie for
dyrking av PAB hvor resultatene for produksjon av propionsyre var sveert lave. | disse forsgke
ble alle bakteriene dyrket hver for seg i kun melmedium, i tillegg ble de ogsa dyrket i
melmedium tilsatt 0,75 % laktat, og det ble ogsa gjennomfart et forsgk med en miks av PAB
0g LAB stammer. Resultatene for PAB i melmedium og i melmedium tilsatt LAB viste til
lave mengder propionsyre produsert (104-380 mg/kg), men i melmedium tilsatt laktat (0,75%)
ble det registrert god vekst av PAB hvor P. freudenreichii ISU P50 og LMG 2948 produserte
henholdsvis 2370 og 1646 mg/kg propionsyre. Det ble gjennomfart flere gjentak med PAB i
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melmedium tilsatt laktat med P. freudenreichii ISU P50 og ved ett av gjentakene ble det
registrert sa mye som 3876 mg/kg propionsyre. Det ble registrert en sammenheng i pregvene
hvor betydelig mengde propionsyre ble produsert (>1600 mg/kg) da det ogsa ble observert en
nedgang i mengden melkesyre og gkning i eddiksyre, noe som er forventet metabolisme av
PAB (Piwowarek et al., 2018).

pH i melmediet benyttet i denne studien ble malt til 6,28 som er i naerheten av pH-optimum
for PAB (7,0). Inkuberingstemperaturen som ble benyttet for PAB i melmedium var 30 °C,
som ogsa er innenfor vekstoptimum for bakteriene (Piwowarek et al., 2018). Likevel var det
flere av pravene hvor det ikke ble registrert noe betydelig vekst. En mulig sammenheng ble
observert mellom prgver som hadde propionsyre og en hgyere pH enn for prgver med mindre
produsert propionsyre, som hadde lavere pH. | bade P. freudenreichii ATCC 9616, og LMG
3001 ble det produsert betydelige mengder melkesyre bade i PAB + mel og i PAB tilsatt
laktat (0,75 %), noe som pavirket pH og medfarte en starre reduksjon i pH verdi under
inkubering. Dette kan skyldes en forurensing av LAB i disse 2 kulturene under podingen, noe
som har fart til at pH ble for lav og dermed ble det produsert lite propionsyre. Dette ser ogsa
ut til & ha veert tilfelle i det ene gjentaket gjennomfart med P. freudenreichii ATCC P50
dyrket i melmedium tilsatt laktat (0,75 %) hvor det ogsa ble registrert en hgy mengde
melkesyre pa 9 260,7 mg/kg og lav pH ved T72. Dette var en av arsakene til at det ble

gjennomfart et nytt forsgk, hvor det ble registrert hgyere verdier med propionsyre.

| et tidligere screeningforsgk utfgrt av Le Lay et al. (2016) ble det ogsa tillaget et hvetemel
hydrolysatmedium for & etterligne sammensetningen og bakevarer, og her ble det ogsa tilsatt
glukose, maltose, sukrose og fruktose med 15 g/l for hver. 1 tillegg ble det tilsatt 1 %
gjeerekstrakt og 0,7 % agar. pH i mediet ble malt til 5,6 og oppdyrket PAB ble innstgpt i
mediet, og sporer ble inokulert pa overflaten. Resultatene fra denne studien viste at 49 av de
50 testede PAB-stammene hadde en hemmende effekt pa muggsoppsporene. Dette skyldes
gode vekstvilkar for bakteriene som falge av god tilgang pa sukker, noe som bidro til gkt
produksjon av potente mugghemmende organiske syrer slik som melkesyre, eddiksyre og
propionsyre. | den samme studien viste resultatene at feerre PAB stammer hadde en
hemmende effekt mot muggvekst ved bruk av andre typer medier slik som modifisert
gjerekstrakt laktat agar (YELm) (Le Lay et al., 2016). Til tross for at resultatene i denne
masterstudien har vist til varierende resultater med hensyn til vekst av PAB i melmedium,

viser andre studier at PAB kan ha et potensial for 8 hemme muggvekst.
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Forsgkene som ble gjennomfart med surdeigskultur viste ingen produksjon av propionsyre for
noen av bakteriestammene testet. Ved farste forsgk med surdeigskultur ble det benyttet
optimale temperaturbetingelser for PAB pa 30 °C, og pH malt ved backslopping ble malt til
5,4-5,5 for surdeigskulturen, noe som er innenfor vekstomradet til PAB (4,5 — 8,0)
(Piwowarek et al., 2018). Gjennom fermenteringstiden ble pH redusert til omtrent 3,9 noe
som er en stor reduksjon, men likevel innenfor det som er forventet for en surdeigskultur som
vanligvis har en pH pa 4. Den store reduksjonen i pH har trolig bidratt til et for surt miljg til at
PAB kunne vokse. En mulig arsak til den store reduksjonen i pH kan ha veert de allerede til
stedevaerende LAB som vokser nesten dobbelt sa raskt som PAB, og med optimale
temperaturbetingelser har syrnet pH i kulturen raskere enn PAB kunne vokse (Prodan, 2012;
Vamanu et al., 2005). I tidligere studier gjort med PAB sammen med LAB i surdeig ved
baking av brgd ble det observert langsom, eller til og med fraveerende vekst av PAB
(Javanainen & Linko, 1993) dette ble ogsa registrert i en tidligere masteroppgave av Rygh

(2021), noe som ogsa stemte med resultatene i denne studien.

Det ble gjennomfart et nytt forsgk hvor det ble forsgkt a endre vekstbetingelsene til LAB og
PAB i surdeig ved a senke temperaturen til 20 og 15 °C ved inkubering i 3 dager etterfulgt av
ett degn inkubering ved 30 °C. Hensikten med a redusere temperaturen var & bremse veksten
av LAB slik at pH ikke skulle senkes like raskt og like mye, slik det ble observert i det farste
forsgket. Hensikten med & gke temperaturen etter 3 dggn var a gke produksjonen av
propionsyre. Disse temperaturene er i nedre spekteret for vekst av mesofile bakterier som
PAB og LAB (De Assis et al., 2022; Frohlich-Wyder et al., 2017). Det ble likevel observert
lignende resultater med hensyn pa reduksjon i pH, hvor det allerede etter 48 timer ble
observert en reduksjon til rundt 4 for alle pravene ved 15 og 20 °C. Det ble ikke observert
signifikante endringer mellom pH registrert etter 48 timer og 72 timer. Heller ikke i dette
forsgket ble det observert produksjon av propionsyre, og de endrede temperaturbetingelsene
ser ut til & ha hatt liten effekt. Til tross for varierende resultater ved de innledende
vekstforsgkene ble det besluttet a inkludere PAB i hemmeforsgket, med PAB-stammen P.

freudenreichii ISU P50 som viste hgyest produksjon av propionsyre i melmedium.
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5.3 Surdeig

Surdeig kan i utgangspunktet ha en konserverende effekt pa bakevarer som fglge av naturlig
LAB og gjar som produserer organiske syrer, og dermed bidrar til en reduksjon i pH gjennom
fermenteringsprosessen. Svake syrer som melkesyre og eddiksyre produseres av
melkesyrebakterier og gjer, og bidrar til 8 hemme mikrobiell vekst (Quattrini et al., 2019).
Selv om tilsetning av sterke syrer ville hatt en stgrre effekt pa pH, virker de mindre effektivt
enn svake syrer ved samme pH. Dette skyldes at hemming av mikrobiell vekst av svake syrer
er relatert til konsentrasjonen av udissosiert syre og pKa verdien til syren. Dersom pH
foreligger ved eller under pKa verdien til en syre, vil mengden udissosiert syre vere i likevekt
eller mer enn mengden dissosiert syre. Udissosiert syre kan fritt bevege seg over
cellemembranen i bakterieceller, som forstyrrer den indre pHen i cytoplasma som holder en
ngytral pH pa ca 7,5. Cellen vil forsgke a gjenvinne ngytral pH, noe som er energikrevende og
hindrer vekst, og vil etter hvert fare til at cellen der (Adams et al., 2016a). For & oppna en god
hemmende effekt av muggvekst i surdeig, er det derfor viktig at pH senkes til et niva hvor

produksjon av organiske syrer er best mulig.

Surdeigen som ble benyttet i dette studie ble tilvirket etter en tradisjonell metode med
backslopping hver 24 time i 2 uker til kulturen ble moden. For & oppna en aktiv kultur ble en
del av moderdeigen blandet sammen med like deler mel og vann, og oppbevart i
romtemperatur. En aktiv kultur kjennetegnes ved en dobling i volum fra utgangspunktet, noe
som ble bestemt til 8 timer i dette studie. Hvor lang tid som kreves for & oppna en aktiv kultur
etter en tradisjonell metode kan variere med hensyn til inneklima, pH, mengdeforhold mellom
mel, vann og surdeigskultur og hvilke stammer av gjeer og LAB som dominerer i kulturen.
Andre kjennetegn ved surdeigskulturen er aktiviteten i surdeigen, da den skal vare boblende
nar den er aktiv, og ha store bobler. Med tanke pa at tradisjonell tilvirkning av surdeigskultur
er vanskeligere a kontrollere enn kommersielle starterkulturer brukes det blant mange bakere
en test hvor en liten del av surdeigskulturen overfgres til vann, for & sjekke om den flyter.
Dersom kulturen flyter er den aktiv og klar, dersom den synker er den enten ved et for tidlig
stadige, eller den har passert sitt mest aktive stadige. Det er mulige a skille disse stadiene ved
a kjenne pa lukten, da moden kultur, som har statt for lenge, vil bare preg av sterk syrlig
eddiklukt. Lukten pa kulturen bgr veere en blanding mellom sgt og sur (Calvert et al., 2021).
Disse kjennetegnene stemmer godt overens med observasjonene og metoden som ble benyttet

i denne studien.
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De innledende vekstforsgkene gjennomfart med surdeigen (S2) viste til god tilstedeveerelse av
bade LAB og gjeer med celletall pa henholdsvis 8,63 og 7,53 log kde/ml. En studie
gjennomfgrt av (Minervini et al., 2014) viste til at spontanfermentert surdeigsstarter hadde
celletall pa mellom 6-9 log kde/ml og 5-8 log kde/ml for henholdsvis LAB og gjar, noe som
stemmer godt overens med resultatene i denne studien. Selv om det ikke ble foretatt noen
undersgkelser for hvilke spesifikke stammer av gjeer og LAB som var til stede i surdeigen
viser tidligere undersgkelser at surdeigskulturer ofte domineres av obligate heterofermentative
LAB-stammer som Lactiplantibacillus sanfranciscensis og Lactiplantibacillus fermentum og
Lactiplantibacillus plantarum (Calvert et al., 2021; Minervini et al., 2014). Disse stammene
kjennetegnes ved a vere svert robuste og taler lav pH pa rundt 4, noe som ofte kjennetegner
pH nivaet til aktive surdeigskulturer (Minervini et al., 2014). pH verdien som ble malt for
aktiv surdeig fermentert i 8 timer ble malt til 4,18 i denne studien, noe som stemmer godt med

teorien.

5.4 Hemmingsforsgket

Tiden det tar far det kommer mugg pa bred ved vanlig oppbevaring kan variere avhengig av
flere faktorer inkludert fuktighet, temperatur og til stedevarelse av muggsporer. Generelt sett
kan mugg begynne a vokse pa brad i lgpet av noen fa dager til opptil en uke under normale
oppbevaringsforhold (Axel et al., 2017). Tidligere forskning viser at kontaminering av mugg
fra omgivelsene er vanskelig a kontrollere, men at de vokser saktere enn i forsgk utfgrt med
brad inokulert med mugg. I studie utfart av (Belz et al., 2012) ble det gjennomfart et forsgk
med muggsoppartene F. culmorum, P. expansum og A. niger hvor bradskivene ble inokulert
med 100 muggsporer og inkubert ved 20 °C. | en tidligere masteroppgave (Rygh, 2021) ble
det benyttet et hgyt antall pa 14 000 sporer per inokuleringspunkt og 25°C ved inkubering.
Dette forte til at pravene allerede etter to dager hadde fremvekst av mugg, og det ble
utfordrende & skille de ulike pravene fra hverandre. | denne studien ble det observert mugg
etter 3 dagers inkubering ved 20°C, og det ble tilsatt 200 sporer per inokuleringspunkt. Selv
med redusert temperatur og langt feerre sporer, kom det hurtig vekst pa pravene, og det var
utfordrende a skille kontrollbrgd fra prgvene med kun surdeig og surdeig tilsatt LAB. Det var
likevel noen forskjeller, da kontrollbradene konsekvent viste til muggvekst pa dag 3, hvor det
pa surdeigsbradene kunne ga en dag ekstra for det ble observert synlig vekst i begge
punktene. Etter dag fire var det muggvekst pa alle brgdene bakt med surdeig eller tilsatt LAB.
Det hadde veert interessant a gjennomfare en studie med enda faerre sporer slik det ble
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beskrevet i Belz et al., (2012) for & undersgke om muggveksten hadde fordelt seg over flere

dager, og hemmeeffekten lettere kunne observeres.

5.4.1 Effekt av temperatur pa pH og produksjon av organiske syrer

Etter 1,5 timer med fermentering i romtemperatur, ble det i denne studien benyttet kaldheving
i over natten (ca 13-14 timer), far steking for & oppna best mulig logistikk rundt
brgdbakingen. Dette er en metode som ogsa brukes ofte av bakere i tillegg til at det er en
metode for & kontrollere fermenteringen av surdeigen. Kaldheving kan likevel fare til noen
konsekvenser for vekst av mikroorganismer i surdeigen, og noe som vil pavirke produksjon
av melkesyre og eddiksyre. Dette vil igjen ha negativ effekt pa hemming av muggvekst i
surdeigsbragdene, noe som ogsa ble observert i dette studie. Det ble ikke observert at
kaldhevingen hadde noen konsekvens for produksjon av melkesyre, som ble registrert i
omradet 1077,55 + 350,44 mg/kg ved TO til 3966,05 + 355,40 mg/kg ved T1 i surdeigsbradet
(SD), noe som var som forventet, og lignende resultater ble registrert i masteroppgaven
gjennomfart av Rygh (2021). For eddiksyre derimot ble det observert sveert lite produksjon
for alle pravene som ikke var tilsatt PAB (SDP og SDLP). | prgvene tilsatt PAB var det
forventet at det ville veere en hgyere mengde eddiksyre, da dette er forventet metabolisme for
bade LAB og PAB, og den observerte forskjellen mellom brad med og uten PAB er derfor
forventet, selv om nivaene for alle prgvene var svert lave (Piwowarek et al., 2018). |
masterstudien gjennomfgrt av Rygh (2021) ble fermentering av brgddeig gjennomfart ved
romtemperatur i 12 timer, og her ble det registrert hgyere verdier for eddiksyre fra 290,3 +
33,0 mg/kg ved TO til 752,7 £ 69,8 mg/kg noe som er en starre gkning sammenlignet med det
som ble funnet i denne studien, hvor eddiksyre ble malt til 321,2 + 8,28 mg/kg ved T0 og
365,3 + 14,86 mg/kg ved T1 for surdeigsbrad. Resultatene var tilsvarende lave for
Surdeigsbrgd inokulert med LAB-miks (SDL).

pH malingene i denne studien viste til verdier pa rundt 5,71 — 5,9 etter setting av deig, noe
som er forventet ut ifra teorien (De Vuyst & Neysens, 2005). Det ble det observert en
reduksjon i pH gjennom fermenteringsprosessen (fra TO til T1), til omradet 4,94 — 5,32 for
alle surdeigsbrgdene, noe som er sveert lite, da det var forventet at denne ville bli redusert til
omtrent 4 (Guerzoni et al., 2013). Disse pH verdiene var fordelaktig for PAB som har et
vekstomrade mellom 4,5 — 8, noe som understgttes av at PAB hadde en gkning i celletall
under fermenteringstiden (TO — T1). Tidligere studier har vist at en gkning i mengde
eddiksyre kan oppnas ved & gke fastheten pa deigen, noe som gir en lavere DY. Det ville ogsa

veert interessant & undersgke om en forlenget fermenteringstid ville fart til gkt produksjon av
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eddiksyre, da tidligere studier har vist god sammenheng mellom lav fermenteringstemperatur

over lengre tid og produksjon av eddiksyre (Calvert et al., 2021).

De hgye pH malingene som ble registrert i dette masterstudiet var mest trolig som fglge av for
lav fermenteringstemperatur, noe som har hemmet vekst av melkesyrebakteriene og gjer, og
dermed begrenset mengden organiske syrer produsert av disse. Dette understgttes ogsa av at
celletallene som ble registrert for LAB og gjeer var pa samme niva ved TO som ved T1 i alle
surdeigsbrgdene, noe som tyder pa at det har veert minimal vekst av disse gjennom
fermenteringen. Dette kan skyldes at tilsatt LAB har blitt utkonkurrert av allerede til
stedeveerende LAB, som allerede er tilpasset kjalige temperaturer ved gjentatt backslopping
og inkubering ved 4 °C. Tilsatt LAB kan ha blitt stresset i det kalde miljget, noe som
understgttes av at celletallene var relativt like mellom pravene etter fermentering, og det ville
veert forventet et hgyere celletall for LAB i prgvene som ble tilsatt LAB-miks. | dette tilfellet
ser det ut til at en hgyere temperatur og/eller en lengre fermenteringstid ville veert
hensiktsmessig for & gke produksjonen av organiske syrer. Det kunne ogsa veert interessant a
se hvor mye lenger bradet burde vart fermentert ved romtemperatur far eller etter kaldheving
for & oppna bedre produksjon av eddiksyre og propionsyre siden kaldheving, som tidligere
nevnt, er svert praktisk ved bradbaking, og fortsatt er vanlig & benytte ved tradisjonell
surdeigsbaking.

5.4.2 Visuell observasjon av muggvekst

Kontrollbrgdene som ble bakt med gjer i denne studien viste tidlig muggvekst ved alle
gjentakene. Allerede etter 3 dager var det synlig vekst pa alle pravene inokulert med A. niger
og P. roqueforti. For Fusarium sp. gikk det mellom 3 — 4 dager far det ble observert vekst.
Siden Fusarium vokser noe langsommere enn de andre to muggsoppartene var dette forventet.
For brgd bakt med surdeig og surdeigsbrad tilsatt LAB-miks ble det ogsa observert svak eller
ingen hemmende effekt pd muggvekst og det ble registrert muggvekst ved begge
inokuleringspunktene i alle pravene etter 3-4 dager.

Muggsopparten som er vanligst a finne pa bred er P. roqueforti. Den vokser raskt, og er sveert
motstandsdyktig. Dette viste ogsa resultatene fra denne studien. Allerede etter 3 dager ble det
observert muggvekst pa rundt halvparten av prevene, og etter fire dager ble det observert
muggvekst pa alle prevene i begge inokuleringspunktene. Dette kan bety at selv om antall

sporer var lavt, sa var ikke konsentrasjonen av organiske syrer hgy nok til & hemme
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muggvekst, og utvide holdbarheten til disse bradene. Noen studier peker ogsa pa at hemming
av P. roquefort er bedre ved spesifikke stammer av LAB, og kombinasjoner av spesifikke
LAB sammen med KPr. | en studie gjennomfert av Ryan et al., (2011) ble det gjennomfert et
forsgk med Lb. amylovorus DSM 19280 bade in vitro og i hvetesurdeig, som viste bedre
hemming av P. rogueforti enn for KPr (0,3 %). | studien ble mugghemmende stoffer isolert
fra den cellefri supernatanten og det ble funnet 17 bioaktive forbindelser identifisert som
arsaken til den mugghemmende effekten. Disse forbindelsene blir ikke direkte produsert av
LAB, men produseres hovedsakelig som en bivirkning av syrningsprosessen, heller enn av
den metabolske aktiviteten til LAB. | studien ble ogsa Lb. amylovorus DSM 20531T benyttet,
og denne stammen viste darligere evne til hemming av muggvekst enn Lb. amylovorus DSM
19280, og like mye som KPr. Dette indikerer at evne til 2 hemme muggvekst kan veere
stamme- og artsspesifikke, og til videre undersgkelser ville det veert interessant & undersgke
spesifikke LAB stammers evne til 8 hemme muggvekst individuelt. Ved videre undersgkelser
vil det ogsa veare hensiktsmessig a benytte et lavt antall sporer (~100) for & lette kunne
observere forskjeller visuelt mellom pravene. (Calvert et al., 2021)

Prover tilsatt PAB eller KPr viste bedre hemming av mugg enn resterende prgver. Dette kan
skyldes at det i disse brgdene ble observert propionsyre og hayere konsentrasjoner av
eddiksyre som ogsa har en bedre hemmende effekt sammenlignet med melkesyre. Det kan
ogsa skyldes at propionsyre virket mer effektivt pa muggsoppartene som ble undersgkt i
denne studien (Axel et al., 2017). Serlig prever med KPr hadde god hemmende effekt pa
Fusarium sp. og A. niger og det ble ikke observert muggvekst for disse pravene gjennom hele
inkuberingsperioden. | denne studien utgjorde KPr kun 0,3% av totalvekten av brgddeigen,
noe som er innenfor anbefalt mengde benyttet som konserveringsmiddel i bakevarer (Adams
et al., 2016c). Den hemmende effekten av KPr understgttes av at sa lenge pH holdes nart pKa
verdien pa 5 for kalsiumpropionat, vil dette gi god mugghemmende effekt (Le Lay et al.,
2016). Dette stemmer godt overens med resultatene i denne studien hvor pH ble malt mellom
5,18 og 5,32 for de ulike gjentakene i surdeigsbred tilsatt KPr. I en tidligere masteroppgave
gjennomfart av Rygh (2021), ble det observert en hemmende effekt pa gjeer av KPr, noe som
ikke ble observert i denne masteroppgaven. Gjertallene holdt seg pa samme niva som for
resterende progver. Tidligere studier gjennomfart med surdeig, LAB og KPr har vist en gkt
hemming av mugg sammenlignet med brad bakt kun med KPr, pa grunn av synergisk effekt
mellom kjemikalier, svake syrer, sykliske di peptider and polylaktatsyrer (PLA) (Ryan et al.,
2008). Selv om dette ikke ble undersgkt spesifikt i denne studien, og hemming av mugg kun
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ble observert visuelt kan dette indikere at tilsvarende synergiske effekter kan ha oppstatt

mellom komponenter produsert av LAB og KPr i denne studien.

For pragvene tilsatt PAB til surdeig, eller miks av LAB med PAB gikk det fire dager far det
kom synlig vekst pa alle bradene inokulert med sporer fra A. niger, noe som indikerer at
denne muggsopparten ble noe hemmet av propionsyrebakterier til stede som fglge av
produsert propionsyre og gkt innhold av eddiksyre. Det hadde vart interessant & se om en
eventuell gkning i mengden eddiksyre for disse bradene ville fgrt til bedre hemming av A.
niger for brgdene tilsatt PAB enten ved a gke fermenteringstiden, eller tilsette mer
propionsyrebakterier. Det kunne ogsa veere en mulighet a tilsette Eddiksyrebakterier som kan
omdanne alkohol produsert av melkesyrebakterier til eddiksyre.

Prgvene som ble tilsatt sporer fra Fusarium sp. viste god hemming av mugg i surdeigsbred
tilsatt PAB, og surdeigsbrad tilsatt LAB og PAB. | pravene med PAB tok det 6 dager for det
var synlig muggvekst pa ett av punktene. Ved videre inkubering varierte resultatene om det
kom mugg i begge eller kun ett av punktene. Ved slutten av inkuberingsperioden var det
mugg pa alle brgdene, men to brgd hadde kun muggvekst i ett punkt. Det kan derfor se ut til at
propionsyrebakterier har hatt en hemmende effekt pa surdeigsbrgdet kun tilsatt PAB,
sammenlignet med brad bakt med kun surdeig eller kontrollen. SD med LAB og PAB viste til
god hemmende effekt pa Fusarium sp., og farste observasjon av mugg ble gjort etter 6 og 9
dager. Flere av parallellene hadde ikke vekst gjennom hele inkuberingstiden. Dette tyder pa at
LAB sammen med PAB har en bedre hemmende effekt pa denne muggsoppen sammenlignet
med brgd bakt med kun LAB eller PAB.

Resultatene fra denne studien viste til at betingelsene som ble valgt for hemming av P.
roqueforti ikke var tilstrekkelig for a hemme muggvekst i disse pravene. For A. niger viste det
seg at bred tilsatt KPr og LAB hadde en god hemmende effekt og hemmet mugg fullstendig.
Brad inokulert med Fusarium sp. viste generelt seinere fremvekst av mugg, det vil si at
muggsoppen ble mer hemmet over en lengre periode. Dette kan skyldes at dette er en
muggsopp som bruker noe lengre tid pa & vokse frem sammenlignet med de gvrige
muggsoppartene som ble benyttet i denne studien. Forsgket ga en tydelig indikasjon pa at
bade PAB, en kombinasjon av PAB sammen med LAB, og LAB sammen med KPr har en

hemmende effekt pa Fusarium sp. sammenlignet med kontrollbradet.
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Radata for innledende vekstforsgk i buljong og melmedium (organiske syrer og karbohydrater)

VEDLEGG 1 Side 1

Tabell 1 pH, karbohydrater og organiske syrer i Melmedium (M) og MRS-buljong (B) fermentert med Lb. plantarum CM67 (Lb.-67), Lb. plantarum/pentosus
CM®65 (Lb.-65), Lb. plantarum/pentosus VL51 (Lb.-51), L. pseudomesenteroides/mesenteroides VL4 (L-4), Leuconostoc citreum GK45 (L-45), W. confusa
TM76 (W-76), W. cibaria TM120 (W-120), Lb. fermentum TM314 (Lb.-314) og Lb. plantarum 15D (Lb.-15D). Prgver ble tatt ut etter og 24 (T24) timer

inkubering ved 30°C.
Maltose  [Citric acid Glucose  |Fructose |Lactic acid JAcetic acid DL-
Sample (RI) pyroglutamic
name acid
ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm

MO Kontroll 2909,55 n.d. 543,33 n.d. n.d. n.d.

M1 |LB.-67 2401,39 n.d. n.d. n.d. 859,71 n.d. 19,10
M2 |LB.-65 2397,65 n.d. n.d. n.d. 846,28 n.d. 16,85
M3 |LB.-51 1044,97 n.d. 64,21 n.d. 2985,09 n.d. 16,52
M4 |L-4 354,24 n.d. n.d. n.d. 1989,84 n.d. 15,69
M5 |L-45 297,15 n.d. n.d. n.d. 1756,05 287,27 18,22
M6  |W-76 346,28 n.d. n.d. 745,07 1733,98 282,67 16,29
M7 |W-120 369,75 n.d. n.d. 608,43 1762,60 282,44 17,11
M8 |Lb.-314 1530,43 n.d. 218,36 n.d. 1062,97 n.d. 16,84
M9 |Lb.-15D 924,47 n.d. n.d. 558,01 3457,68 n.d. 18,25
BO Kontroll 417,37 1639,35 | 15917,62 | 894,92 n.d. 3582,90 405,79
B1 LB.-67 n.d. n.d. 2877,64 582,93 8174,56 | 4557,54 407,88
B2 LB.-65 n.d. n.d. 2834,75 585,80 8310,05 | 4560,53 408,72
B3 LB.-51 n.d. 1488,46 | 2712,67 n.d. 12412,96 | 3652,09 410,28
B4 L-4 440,37 n.d. n.d. n.d. 9230,05 | 4643,15 411,12
B5 L-45 427,23 n.d. 43,24 n.d. 9076,34 | 4605,15 408,05
B6 W-76 435,40 n.d. 451 n.d. 9345,12 | 4565,96 415,08
B7 W-120 437,65 n.d. n.d. n.d. 8978,42 | 4680,63 408,09
B8 Lb.-314 384,89 1633,05 | 11426,37 n.d. 2394,99 | 3704,48 406,72
B9 Lb.-15D n.d. n.d. 1757,05 n.d. 14457,67 | 4294,46 400,00




Radata for innledende vekstforsgk i buljong og melmedium (organiske syrer og karbohydrater)

VEDLEGG 1 Side 2

Tabell 2. Organiske syrer og karbohydrater i natriumlaktatbuljong (SLB) og melmedium, melmedium tilsatt 0,75% laktat (L 0,75%) og melmedium podet
med W. confusa TM76 (W-76), L. citreum GK45 (L-45), Lb. plantarum/pentosus VL51 (Lb.-51) og Lb. plantarum 15D (Lb.-15D). Prgver fermentert med P.
freudenreichii ATCC 9616 (P-9616), P. freudenreichii ISU P50 (P-P50), P. freudenreichii LMG 2948 (P-2948), P. freudenreichii LMG 3001 (P-3001).
Progver ble tatt ut ette 48 (T48) timer inkubering ved 30°C.

Sample name Maltose  (Citric acid alfa- Glucose  Pyruvic  |[Fructose |Lactic acid Formic Acetic acid Propionic  DL-
ketoglutaric acid acid (RI) acid pyroglutamic
acid acid

ppm ppm Ppm Ppm ppm Ppm Ppm Ppm ppm pPpm ppm

9616+TM76,M 512,40 n.d. n.d. 105,77 n.d. 986,53 2166,57 n.d. 246,12 145,10 24,16
9616+GK45,M| 447,44 n.d. n.d. 76,21 n.d. 962,35 2551,79 n.d. 256,56 104,33 21,84
P50+VL51,M | 497,68 n.d. n.d. 77,76 n.d. 972,37 3636,69 n.d. 195,52 240,55 27,79
P50+15D,M | 426,17 n.d. n.d. 75,65 n.d. 1025,25 | 3843,96 n.d. 190,51 155,43 26,65
K,ML 2761,73 n.d. n.d. 484,30 n.d. 771,08 7369,38 n.d. n.d. 12,93 16,59
9616,ML 278,57 n.d. n.d. n.d. n.d. 342,99 | 10871,02 n.d. 140,03 112,53 23,71
P50,ML 2756,72 n.d. n.d. 46,10 1397,18 | 603,93 3136,03 n.d. 875,72 2370,17 22,53
2948 ML 2658,86 n.d. n.d. 138,30 492,46 587,47 | 4725,34 n.d. 679,30 1645,97 23,08
3001,ML 287,99 n.d. n.d. n.d. 80,48 353,11 | 10613,49 n.d. 213,17 221,57 23,44
9616,M 439,42 n.d. n.d. 81,02 n.d. 1024,62 | 3814,60 n.d. 119,84 120,87 23,91
P50,M 2723,79 n.d. n.d. 340,01 n.d. 1666,00 n.d. n.d. 160,68 321,11 22,84
2948, M 2651,00 n.d. n.d. 340,25 n.d. 1440,73 n.d. n.d. 285,28 385,70 11,81
3001,M 446,98 n.d. n.d. 84,19 n.d. 1064,73 | 3655,46 n.d. 165,35 233,87 24,55
SLB,K n.d. n.d. n.d. 98,80 n.d. 56,46 6220,99 n.d. 52,07 n.d. 358,19
SLB,9616 31,92 n.d. n.d. n.d. 107,66 n.d. n.d. 117,51 | 1541,60 | 2706,81 297,40
SLB,P50 618,81 n.d. n.d. n.d. n.d. 28,48 n.d. 19,50 1438,93 | 3130,64 320,55
SLB, 2948 98,53 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1607,78 | 3137,49 299,88
SLB,3001 n.d. n.d. n.d. n.d. 297,28 13,99 n.d. 95,99 1701,79 | 2932,88 320,23




Radata for innledende vekstforsgk i buljong og melmedium (organiske syrer og karbohydrater)

Tabell 3. Organiske syrer og karbohydrater i melmedium tilsatt 0,75 % laktat fermentert med P. freudenreichii ISU P50. Prgver ble tatt ut etter O (TO) og 72

(T72) timers inkubering ved 30 °C.

VEDLEGG 1 Side 3

Sample |Maltose  [Citric acid |Glucose  [Pyruvic Fructose |Lactic acid [Formic acid|Acetic acid Propionic |DL-
name acid (R acid pyroglutamic
acid
ppm ppm ppm Ppm Ppm ppm ppm ppm ppm ppm
T0 P50 2830,26 30,49 515,59 n.d 808,08 7869,92 n.d n.d n.d 21,97
T72 P50 222,11 n.d n.d n.d 142,02 9260,70 n.d 301,32 317,84 22,06
T0 P50 3055,5 n.d 580,28 n.d 1175,63 | 7583,64 n.d 93,56 62,79 25,15
T72P50 | 3033,03 nd 162,84 161,34 1152,96 n.d n.d 1673,85 3876,6 23,5




Radata for innledende vekstforsgk med PAB i surdeig

VEDLEGG 2 Side 1

Tabell 1. Karbohydrater og organiske syrer malt for fire ulike prever med surdeig, fermentert individuelt med P. freudenreichii ATCC 9616, P. freudenreichii
ISU P50, P. freudenreichii LMG 2948 og P. freudenreichii LMG 3001

Sample |Maltose  [Citric acid falfa- Glucose  Pyruvic Fructose  [Lactic acid [Formic acid|Acetic acid [Propionic DL-
name ketoglutaric acid (RI) acid pyroglutamic
acid acid
ppm ppm ppm pPpm pPpm Ppm ppm ppm ppm pPpm ppm
9616 TO | 5542,38 109,10 n.d. 784,15 n.d. 2534,37 | 2671,01 n.d. n.d. n.d. 16,36
P50 TO | 5670,67 115,74 n.d. 721,17 n.d. 219147 | 2732,59 n.d. n.d. n.d. 16,30
2948 TO | 5473,44 105,87 n.d. 717,38 n.d. 2201,71 2542,56 n.d. n.d. n.d. 15,11
3001 TO | 5496,85 106,93 n.d. 754,89 n.d. 2224,70 | 2699,21 n.d. n.d. n.d. 13,35
9616 T72 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 12809,98 n.d. 505,30 n.d. 93,60
P50 T72 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 11892,61 n.d. 445,78 n.d. 100,48
2948 T72 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 12288,16 n.d. 511,15 n.d. 96,34
3001 T72 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 12168,97 n.d. 473,36 n.d. 94,51




Radata for innledende vekstforsgk med PAB i surdeig

VEDLEGG 2 Side 2

Tabell 2. Karbohydrater og organiske syrer malt for to ulike praver med surdeig, fermentert individuelt med P. freudenreichii ISU P50 og P. freudenreichii
LMG 2948. Praver ble tatt ut etter 96 timer ved inkubering ved 15 eller 20 °C i 3 degn og 1 dagn pa 30 °C (T96).

Sample |Maltose  [Citric acid falfa- Glucose  Pyruvic Fructose  [Lactic acid [Formic acid|Acetic acid [Propionic DL-
name ketoglutaric acid (RI) acid pyroglutamic
acid acid
ppm ppm ppm Ppm Ppm Ppm ppm ppm ppm Ppm ppm
P50 TO | 5386,27 101,90 n.d. 858,66 n.d. 2469,69 | 2438,77 n.d. n.d. n.d. 15,59
P50 15 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 10271,98 n.d. 488,77 n.d. 65,94
grader
P50 20 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 11816,27 n.d. 503,76 n.d. 83,68
grader
2948 TO | 5265,63 104,10 n.d. 758,18 n.d. 2454,11 | 2629,61 n.d. n.d. n.d. 12,75
2948 15 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 10659,18 n.d. 530,27 n.d. 69,72
grader
2948 20 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 11987,09 n.d. 497,04 n.d. 90,37
grader




Radata for hemmeforsgk (pH, celletall og HPLC)

VEDLEGG 3 Side 1

Tabell 1. pH i deig etter 0 (TO) timer og 1,5 time ved romtemperatur + 14 timer ved 4°C (T1) og i ferdig stekt og avkjelt brad (T2) vist for 3 uavhengige
forsgk. Prgvene var kontrollbrad (K), surdeigsbrad (SD), surdeigsbrad fermentert med LAB-miks av Lb. plantarum/pentosus VL51, W. confusa TM76, L.
citreum GK45, Lb. plantarum 15D (SDL), surdeigsbrad fermentert med P. freudenreichii ISU P50 (SDP), surdeigsbrad fermentert med samme LAB-miks og
P. freudenreichii ISU P50 (SDLP), surdeigsbrad fermentert med lab-miks og tilsatt kalsiumpropionat (0,3%) (SDLPr).

T0 T1 T0 T1 T0 T1
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
K 6,79 6,83 6,79 6,83 7,43 7,44 7,10 7,11 7,25 7,19 7,35 7,30
SD 8,35 8,44 8,35 8,44 8,41 8,34 9,08 9,10 8,50 8,43 8,86 8,77
SDL 8,77 8,74 8,77 8,74 8,42 8,42 9,00 9,00 8,39 8,47 8,62 8,56
SDP 9,00 8,97 9,00 8,97 8,35 8,34 8,68 8,61 8,43 8,51 8,68 8,78
SDLP 9,07 9,11 9,07 9,11 8,43 8,42 8,90 9,02 8,43 8,41 8,80 8,83
SDLPr 9,44 9,44 9,44 9,44 8,58 8,58 8,46 8,59 8,34 8,35 8,66 8,52

Tabell 2. Celletall ved proveuttak etter 0 (TO) timer og 1,5 time ved romtemperatur + 14 timer ved 4 °C (T1) etter utplating pa De Man Rogosa og Sharpe

(MRS) agar. Prgvene var kontrollbrgd (K), surdeigsbrad (SD), surdeigsbrad fermentert med LAB-miks av Lb. plantarum/pentosus VL51, W. confusa TM76,
L. citreum GK45, Lb. plantarum 15D (SDL), surdeigsbrgd fermentert med P. freudenreichii ISU P50 (SDP), surdeigsbrad fermentert med samme LAB-miks
og P. freudenreichii ISU P50 (SDLP). surdeigsbred fermentert med LAB-miks og tilsatt kalsiumpropionat (0,3%) (SDLPr). Alle LAB-stammene ble tilsatt til
ca 7 log kde/g. Celletall er presentert som gjennomsnitt + standardavvik av 3 uavhengige forsgk.

Celletall MRS Hemmeforsgk (log kde/g)
Gjentak 1 Gjentak 2 Gjentak 3
Prove TO T1 TO Tl T0 T1
K 6,81 6,81 7,43 7,11 7,22 7,33
SD 8,27 8,40 8,38 9,09 8,47 8,47
SDL 8,34 8,76 8,42 9,00 8,43 8,43
SDP 8,33 8,98 8,35 8,65 8,47 8,47
SDLP 8,33 9,09 8,42 8,96 8,42 8,42
SDLPr 8,44 8,44 8,58 8,53 8,35 8,35




VEDLEGG 3 Side 2

Radata for hemmeforsgk (pH, celletall og HPLC)

Tabell 3. Celletall i deig til bradbaking etter innstgping pa Rose Bengal (RB) agar. kontrollbrgd (K), surdeigsbrad (SD), surdeigsbred fermentert med LAB-
miks av Lb. plantarum/pentosus VL51, W. confusa TM76, L. citreum GK45, Lb. plantarum 15D (SDL), surdeigsbrad fermentert med P. freudenreichii ISU
P50 (SDP), surdeigsbrad fermentert med samme LAB-miks og P. freudenreichii ISU P50 (SDLP) og i surdeigsbrad fermentert med LAB-miks og tilsatt
kalsiumpropionat (0,3%) (SDLPr). Praver ble tatt ut rett etter elting (TO), etter heving i 1,5 time ved romtemperatur + 14 timer ved 4 °C (T1) og i avkjelt brad
etter steking (T2). Resultatene er vist for tre uavhengige forsgk.

Gjeertall RB Hemmeforsgk (log kde/g)
Gjentak 1 Gjentak 2 Gjentak 3
Prove T0 Tl TO Tl T0 Tl

K 6,68 6,95 7,31 7,02 7,19 7,20
SD 6,94 7,17 6,91 6,81 6,87 6,16
SDL 6,99 7,20 6,77 6,90 6,77 6,75
SDP 6,81 7,02 6,89 6,60 6,89 6,84
SDLP 6,84 7,00 6,88 6,99 6,81 6,84
SDLPr 6,93 6,85 6,94 6,85 6,80 6,59

Tabell 4. Celletall i deig til bradbaking etter innstgping pa Natriumlaktatbuljong (SLA). Surdeigsbred fermentert med P. freudenreichii ISU P50 (SDP) og
surdeigsbred fermentert med LAB-miks av Lb. plantarum/pentosus VL51, W. confusa TM76, L. citreum GK45, Lb. plantarum 15D (SDL), og P.
freudenreichii ISU P50 (SDLP)). Praver ble tatt ut rett etter elting (TO), etter heving i 1,5 time ved romtemperatur + 14 timer ved 4 °C (T1) og i avkjelt bred
etter steking (T2). Resultatene er vist for tre uavhengige forsgk.

Celletall SLA Hemmeforsgk (log kde/g)
Gjentak 1 Gjentak 2 Gjentak 3
TO Tl TO Tl TO Tl
SDP 8,77 9,20 8,88 9,01 8,86 8,99
SDLP 8,78 9,27 8,83 9,02 8,91 9,05




VEDLEGG 3 Side 3

Radata for hemmeforsgk (pH, celletall og HPLC)

Tabell 5. Karbohydrater i deig og ferdig stekt brad analysert i kontrollbrad (K), surdeigsbred (SD), surdeigsbrad fermentert med LAB-miks av Lb.
plantarum/pentosus VL51, W. confusa TM76, L. citreum GK45, Lb. plantarum 15D (SDL), surdeigsbrad fermentert med P. freudenreichii ISU P50 (SDP),
surdeigsbrgd fermentert med samme LAB-miks og P. freudenreichii ISU P50 (SDLP) og i surdeigsbrgd fermentert med LAB-miks og tilsatt kalsiumpropionat
(0,3%) (SDLPr), Praver ble tatt ut rett etter elting (T0), etter heving i 1,5 time ved romtemperatur + 14 timer ved 4 °C (T1) og i avkjelt bred etter steking (T2).
Resultatene er vist for tre uavhengige forsgk.

Maltose (mg/kg) Glukose (mg/kg) Fruktose mg/kg
TO T1 T2 TO T1 T2 TO T1 T2
K 5404,1 7113,2 9246,5 1658,8 2360,1 1979,8 3625,1 4470,9 3868,2
SD 6394,6 6969,7 7539,1 1205,8 741,7 1209,1 2673,5 2269,1 2397,4
SDL 6541,5 6782,0 6984,0 1327,2 767,4 1112,3 2820,0 2388,1 2337,8
SDP 6714,4 7535,4 8029,6 1108,1 785,7 1036,6 2741,7 24348 2284.,4
SDLP 6722,7 7644,3 8465,9 1120,2 807,1 1102,3 2931,3 2579,5 2396,8
SDLPr 6071,6 7978,7 8267,1 1210,7 1469,3 14434 2718,2 2765,0 2453,4




VEDLEGG 3 Side 4

Radata for hemmeforsgk (pH, celletall og HPLC)

Tabell 6. Organiske syrer i deig og ferdig stekt brgd analysert i kontrollbrgd (K), surdeigsbrad (SD), surdeigsbrad fermentert med LAB-miks av Lb.
plantarum/pentosus VL51, W. confusa TM76, L. citreum GK45, Lb. plantarum 15D (SDL), surdeigsbrgd fermentert med P. freudenreichii ISU P50 (SDP),
surdeigsbrgd fermentert med samme LAB-miks og P. freudenreichii ISU P50 (SDLP) og i surdeigsbrgd fermentert med LAB-miks og tilsatt kalsiumpropionat
(0,3%) (SDLPr). Praver ble tatt ut rett etter elting (T0), etter heving i 1,5 time ved romtemperatur + 14 timer ved 4 °C (T1) og avkjelt etter steking (T2).
Resultatene er vist for tre uavhengige forsgk.

Prave Sitronsyre (mg/kg) Melkesyre (mg/kg) Eddiksyre (mg/kg) Propionsyre
(mg/kg)

T0 Tl T2 T0 Tl T2 T0 T1 T2 T0 T1 T2
K 150,0 116,3 111,2 n.d. n.d. n.d. 289,0 340,5 354,6 n.d. n.d. n.d.
SD 117,2 107,2 110,8 | 10775 | 3966,1 | 3120,3 | 321,2 365,3 348,3 n.d. n.d. n.d.
SDL 117,2 86,8 97,3 1109,0 | 3801,7 | 31542 | 3422 376,2 375,6 n.d. n.d. n.d.
SDP 123,8 1144 112,8 820,7 | 3360,2 | 3079,4 | 5447 576,9 636,7 549,4 599,0 620,9
SDLP 126,7 105,6 108,7 564,0 | 3404,4 | 3002,9 | 5554 597,9 646,5 554,0 534,4 580,4
SDLPr 126,8 116,2 114,6 713,2 | 27183 | 2913,1 | 3421 385,6 395,9 | 23221 | 23924 | 2401,1




VEDLEGG 3 Side 5

Tabell 7. Celletall for frysestock

Celletall for frysetock-prever av Lactiplantibacillus plantarum 15D, Leuconostoc citreum GK45, Lb. plantarum/pentosus VL51 og Weisella
confusa TM76 dyrket pa MRS agar. Prgver ble tatt ut etter 24 timers etter fulgt av inkubering ved 30 °C i 48 timer.

Celletall LAB frysestock (log/kde/ml)

Weisella confusa TM76 10,03

Lactiplantibacillus plantarum 15D 10,72
MRS

Leuconostoc citreum GK45 9,94

Lb. plantarum/pentosus VL51 10,58
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