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Forord 


Denne  oppgaven  ble  skrevet  i  forbindelse  med  en  toårig  masterutdannelse  i  Matvitenskap  – 
 retning  produksjon  og  utvikling  av  næringsmidler  ved  Norges  miljø-  og  biovitenskapelige 
 universitet.  Oppgaven  ble  skrevet  som  en  del  av  forskningsprosjektet  FoodProFuture. 


Laboratoriearbeid i forbindelse med oppgaven ble utført ved Fakultet for kjemi, bioteknologi 
 og matvitenskap våren 2019. 


Først og fremst vil jeg takke hovedveileder Tove G. Devold for konstruktive tilbakemeldinger 
 og  god  kunnskap.  Jeg  vil  også  takke  biveileder  Tora  Asledottir  som  har  hjulpet  meg  med 
 praktisk gjennomførelse av de ulike analysene, samt vært til god hjelp for resultatbehandling. 


Jeg vil takke Irene Comi, Tone-Inger Eliassen og Lidia Montull som har vært hjelpsomme på 
 laboratoriet. Jeg vil også rette en stor takk til FoodProFuture for økonomisk støtte og for at jeg 
 har fått vært en del av forskningsprosjektet, samt til Nofima som har gitt meg prøvene som er 
 blitt analysert.  


Til  slutt  vil  jeg  takke  mine  medstudenter  for  god  støtte,  motivasjon  og  samhold  de  siste 
 månedene.   


Norges miljø- og biovitenskapelige universitet 
 Ås, mai 2019 


Ingrid Røstad 
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Sammendrag 


Med  en  sterk  økende  befolkning  vil  det  i  fremtiden  bli  et  stadig  større  behov  for  høyverdig 
 protein. Animalsk protein i form av melk, kjøtt og egg er generelt ressurskrevende å produsere 
 og  bidrar  til  betydelige  klimagassutslipp.  Alternative  proteinkilder  som  planteproteiner  bør 
 utnyttes  i  større  grad  for  å  sikre  bærekraftig  produksjon  av  tilstrekkelig  med  protein. 


Belgvekster er kjent for å ha et høyt proteininnhold, og utgjør en viktig proteinkilde for store 
 deler av verdens befolkning. Utnyttelse av planteproteiner i konvensjonell mat er likevel relativt 
 begrenset, og  mesteparten  av  planteproteinene  som  produseres  i  dag  benyttes  til  dyrefôr.  På 
 grunn av høyt innhold av proteiner, vitaminer, mineraler og kostfiber vil konsum av belgvekster 
 bidra med positive helseeffekter og det anbefales generelt et høyere inntak av belgvekster hos 
 nordmenn. Belgvekster har imidlertid også et betydelig innhold av ulike antinæringsstoffer som 
 kan forårsake uønskede fysiologiske effekter ved konsum. Hensikten med denne oppgaven var 
 å  undersøke  effekt  av  ulik  prosessering  på  innhold  av  tre  utvalgte  antinæringsstoffer  i 
 planteprodukter.  Det  ble  utført  analyser  av  fytinsyre,  galaktosyl-oligosakkarider  (GOS)  og 
 trypsininhibitorer  i  ulike  fraksjoner  av  erter  og  fababønner,  samt  i  uprosesserte 
 planteingredienser  og  ekstruderte  planteprodukter  produsert  under  ulike 
 prosesseringsbetingelser.  


Resultatene viste at  fytinsyre ble akkumulert i proteinfraksjonen hos erter og fababønner, og 
 det  ble  avdekket  sterk  positiv  korrelasjon  mellom  innhold  av  protein  og  fytinsyre.  De  grove 
 stivelsesfraksjonene av erter og fababønner fikk målt lavt innhold av fytinsyre. Avskalling av 
 erter  og  fababønner  medførte  oppkonsentrering  av  fytinsyre.  Verken  ekstrudering  eller 
 ekstruderingstemperatur  ble  vist  å  ha  signifikant  effekt  på  fytinsyreinnhold.  Ertefraksjonene 
 hadde  et  innhold  av  GOS  på  ca.  6%  tørrstoff  (DM)  eller  høyere,  mens  de  tilsvarende 
 fababønnefraksjonene  fikk  målt  et  signifikant  lavere  GOS-innhold.  De  fine,  proteinrike 
 fraksjonene  av  erter og  fababønner  hadde  signifikant  høyere  innhold  av  GOS  sammenlignet 
 med de grove, stivelsesrike fraksjonene. Det ble målt relativt likt innhold av GOS i den ikke-
 ekstruderte  prøven  og  de  ekstruderte  produktene,  som  varierte  mellom  3,9  og  4,7%  DM. 


Ekstruderingstemperatur  ble  ikke  vist  å  ha  signifikant  effekt  på  GOS-innhold.  Alle 
plantematerialene  viste  generelt  høy  trypsininhibering  ved  at  det  ble  målt  relativt  lav 
trypsinaktivitet, selv hvor det ble benyttet lave proteinmengder av plantematerialene. Det ble 
observert en økning i trypsininhibering med økende proteinmengde, men økningen var relativt 
lav tatt i betraktning at proteinmengdene ble doblet. Det ble ikke observert en effekt av verken 
avskalling eller ekstrudering på trypsininhibering.      
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Abstract 


The world’s population is  increasing rapidly, and in the future, there will be an even higher 
 demand for high-quality protein. Generally, production of animal proteins like milk, meat and 
 egg is resource-demanding and also contributes substantially to emission of greenhouse gases. 


To ensure sustainable production of sufficient amounts of protein, alternative sources of protein 
 should be utilized to a greater degree. Legumes have a high content of proteins and constitute 
 a considerable source of proteins for a large segment of the population in the world. However, 
 the  utilization  of  plant  proteins  in  conventional  foods  is  still  limited,  and  most  of  the  plant 
 proteins produced is used as animal feed. Due to high contents of proteins, vitamins, minerals 
 and dietary fibre, consumption of legumes is associated with health benefits, and Norwegians 
 are  recommended  to  include  more  legumes  in  their  diets.  On  the  other  hand,  legumes  also 
 contain substantial amounts of antinutrients which can cause adverse physiological effects by 
 consumption. The aim of the thesis was to investigate the effect of different processing methods 
 on  the  contents  of  three  selected  antinutrients  in  plant  products.  Analysis  of  phytic  acid, 
 galactosyl-sucrose oligosaccharides (GOS) and trypsin inhibitors were carried out in different 
 fractions of peas and faba beans, as well as in unprocessed plant materials and extruded plant 
 products produced under different conditions.  


The results showed that phytic acid was accumulated in the protein fractions of peas and faba 
beans, and  it was found a strong positive correlation of protein content and phytic acid. The 
coarse  starch  fractions  of  peas  and  faba  beans  had  a  low  content  of  phytic  acid.  Dehulling 
increased the concentration of phytic acid. Neither extrusion nor extrusion temperature showed 
significant effect of the content of phytic acid. The fractions of peas had a content of GOS of 
approximately 6% dry matter (DM) or more, while the corresponding fractions of faba beans 
contained significant lower amounts of GOS. The fine protein fractions of peas and faba beans 
contained  significant  higher  amounts  of  GOS  compared  to  the  coarse  starch  fractions.  The 
contents  of  GOS  in  the  non-extruded  sample  and  the  extruded  products  were  shown  to  be 
comparatively  similar,  varying  between  3,9  and  4,7%  DM.  Extrusion  temperature  did  not 
exhibit significant effect on the contents of GOS. In general, the plant materials demonstrated 
high trypsin inhibitory activity, even at low protein concentrations. An increase in inhibitory 
activity was observed with increasing protein concentration, but the increase was relatively low 
considering the protein concentrations were doubled. Dehulling and extrusion did not exhibit 
effect of the inhibition of trypsin.      
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1  Innledning 



1.1  Utnyttelse av plantebaserte proteinkilder 


Plantevekster  har  alltid  vært  en  del  av  menneskets  kosthold  som  en  kilde  til  energi  og 
 næringsstoffer.  Planteproteiner  er  en  relativt  billig  proteinkilde  sammenlignet  med  animalsk 
 protein og finnes dessuten i større mengder. Utnyttelse av planteproteiner i konvensjonell mat 
 er likevel relativt begrenset, og i dag brukes mesteparten av planteproteinene som produseres 
 til  dyrefôr  for  å  produsere  animalsk  protein  i  form  av  melk,  kjøtt  og  egg  (Day,  2013).  


Omdanningen  fra  planteprotein  til  animalsk  protein  er  imidlertid  lite  effektiv,  og  det  er 
 rapportert  at  mindre  enn  15%  av  planteproteinene  i  fôret  blir  omdannet til  animalsk  protein 
 (Aiking, 2011; Pimentel & Pimentel, 2003). 


Produksjon av animalsk protein utgjør en stor belastning på miljøet. Først og fremst legges det 
 beslag på store landarealer som følge av dyrking av planter til bruk i fôr (Day, 2013). Det er 
 rapportert  at dersom planteproteiner hadde gått direkte til  menneskelig konsum  istedenfor til 
 dyrefôr  for produksjon av  samme  mengde kjøttprotein,  hadde det krevd  mindre enn 10% av 
 landarealet (de Boer & Aiking, 2011). Produksjon av animalsk protein krever også høyt forbruk 
 av  ferskvann,  og  det  trengs  ca.  hundre  ganger  så  mye  vann  som  ved  produksjon  av 
 planteproteiner (Pimentel & Pimentel, 2003).  


Med  en  sterk  økende  befolkning  vil  det  i  fremtiden  bli  et  stadig  større  behov  for  høyverdig 
 protein. Siden animalsk protein er ressurskrevende å produsere og dessuten bidrar til betydelige 
 klimagassutslipp vil det ikke være bærekraftig å basere proteininntaket på kun animalsk protein. 


Dessuten er det begrenset hvor mye animalsk protein som kan produseres grunnet begrenset 
 tilgang på landareal og ferskvann. Alternative proteinkilder som planteproteiner bør utnyttes  i 
 større grad for å sikre bærekraftig produksjon av tilstrekkelig med protein.  


De  viktigste  plantene  til  bruk  i  menneskemat  er  korn  og  belgvekster,  inkludert  oljevekster. 


Belgfrukter inkluderer erter, bønner og linser og er kjent for å ha et relativt høyt proteininnhold 
på  mellom  18-32%  (Boye  et  al.,  2010).  Belgfrukter  har  imidlertid  begrenset  innhold  av  de 
svovelholdige  aminosyrene  metionin  og  cystein,  men  av  disse  er  det  kun  metionin  som  er 
essensiell og må tilføres gjennom kosten (Iqbal et al., 2006). Ved å kombinere belgfrukter med 
korn vil aminosyreprofilen bli mer komplett. Belgfrukter er en vanlig komponent i kostholdet 
til  mennesker  i  hele  verden.  Det  utgjør  en  viktig  proteinkilde  for  store  deler  av  verdens 
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befolkning, spesielt i områder hvor konsum av animalsk protein er begrenset, enten på grunn 
 av lav tilgjengelighet eller religiøse og kulturelle skikker (Boye et al., 2010).   


En fordel med dyrking av belgvekster er at de har evne til nitrogenfiksering, som vil si at de 
 kan  nyttiggjøre  seg  nitrogen  fra  lufta  ved  hjelp  av  symbiose  med  bakterier  på  røttene. 


Atmosfærisk nitrogen (N2) blir omgjort til ammonium (NH4+) ved hjelp av enzymkomplekset 
 nitrogenase (UiO, 2018). Dette gjør at belgvekster i motsetning til andre matplanter ikke krever 
 nitrogengjødsling for optimal avling.     


Noe av årsaken til at planteproteiner fremdeles er lite utnyttet til menneskemat skyldes at de 
 isolert  sett  har  lavere  næringsverdi  sammenlignet  med  animalsk  protein,  utfordringer  i 
 funksjonalitet som følge av høye molekylvekter og redusert vannløselighet, samt økonomiske 
 aspekter knyttet til isolering og utvinnelse av proteinfraksjoner (Day, 2013). Det er gjort mye 
 forskning  og  utvikling  av  næringsmessige  og  funksjonelle  egenskaper  hos  planteproteiner. 


Soyaprotein er den mest brukte plantebaserte proteinkilden, men andre kornarter, belgvekster 
 og grønnsaker blir i stadig større grad utnyttet som proteinkilder i matprodukter  (Asgar et al., 
 2010).  Det  finnes  mange  teknologiske  muligheter  for  produksjon  av  ulike  produkter  fra 
 belgfrukter.  For  eksempel  kan  fraksjonering  av  belgfrukter  benyttes  til  å  skille 
 enkeltkomponenter  som  protein,  stivelse  og  fiber  fra  hverandre.  Disse  ingrediensene  kan 
 benyttes til å supplere andre matprodukter for å øke deres næringsverdi (Muzquiz et al., 2012).   



1.2  Hensikt med oppgaven 


Denne oppgaven er skrevet som en del av det tverrfaglige forskningsprosjektet FoodProFuture. 


Målet med prosjektet er å utvikle en kunnskapsplattform for optimal produksjon og utnyttelse 
av norske planteressurser til smakfulle, sunne og attraktive plantebaserte produkter med høyt 
proteininnhold.  Kunnskap  fra  plattformen  vil  gi  bedre  forutsetning  for  matindustrien  til  å 
produsere  plantebaserte  alternativer  til  animalsk  protein  med  høy  kvalitet og  fra  bærekraftig 
produksjon.  Prosjektet  har  som  visjon  å  øke  produksjon  og  utnyttelse  av  planteproteiner  i 
matprodukter, som kan gi en ønsket endring mot et mer plantebasert kosthold som vil gi positiv 
innvirkning på miljøet, samt større utvalg av bærekraftig mat for forbrukere og verdiskaping i 
den sirkulære bioøkonomien. Prosjektet tar for seg hele verdikjeden fra dyrking av matplanter 
i  Norge,  prosessering  og  utvikling  av  plantebaserte  produkter,  til  forbrukere,  innovasjon  og 
marked.  I  tillegg  inngår  analyse  av  miljø-  og  ressursmessig  bærekraft  av  plantebaserte 
proteinkilder.  
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 Prosjektet jobber blant annet med norskdyrkede belgvekster som erter og fababønner, samt med 
 havre.  Hensikten  med  denne  oppgaven  er  å  undersøke  antinæringsstoffer  i  ulike  mel  og 
 fraksjoner  av  erter  og  fababønner,  samt  i  ekstruderte  snacksprodukter  laget  av  ertestivelse, 
 havrefiber  og  erteprotein.  Antinæringsstoffene  som  vil  bli  analysert  omfatter  fytinsyre, 
 spesifikke oligosakkarider kalt galaktosyl-sukrose oligosakkarider (GOS) og trypsininhibitorer. 


Erter og fababønner er blitt fraksjonert på ulike måter, og det er ønskelig å undersøke hvilken 
 effekt ulik fraksjonering har på innhold av antinæringsstoffer. De ekstruderte produktene har 
 lik sammensetning bestående av ertestivelse, havrefiber og erteprotein, men er produsert med 
 ulik dysetemperatur og fuktighetsinnhold  under  ekstruderingen. Det er ønskelig å undersøke 
 om disse produksjonsvariablene har en effekt på innhold av antinæringsstoffer.   


Dette  er  nyttig  å  undersøke  siden  antinæringsstoffer  er  kjent  for  å  ha  uønskede  effekter  i 
 kroppen.  Ved  å  analysere  innhold  i  uprosesserte  og  prosesserte  planteråstoffer  kan  det 
 undersøkes om noen typer prosesseringer bidrar til å redusere innholdet av antinæringsstoffer, 
 som  vil  være en  fordel ved produksjon av plantebaserte matprodukter. Denne  informasjonen 
 kan videre benyttes til å utvikle optimale prosesseringsmetoder for planteråstoffer med tanke 
 på reduksjon av antinæringsstoffer.   


Antinæringsstoffene vil analyseres ved hjelp av ulike kit fra Megazyme og Abnova. Dette er 
relativt enkle analysemetoder sammenlignet med analysemetoder som tradisjonelt benyttes for 
å analysere disse komponentene. Noe av hensikten med oppgaven er å teste ut disse metodene 
og vurdere om de er egnet til å analysere de ulike antinæringsstoffene i mel av fababønner og 
erter og i de oppmalte ekstruderte produktene.  
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2  Teori 



2.1  Næringsinnhold i belgvekster 


Belgvekster  er  generelt  en  god  kilde  til  proteiner  (ca.  18-25%),  karbohydrater,  vitaminer  og 
 mineraler,  og  har  et  lavt  innhold  av  fett og  kalorier  (Tharanathan  &  Mahadevamma,  2003). 


Karbohydrater utgjør en stor del av belgfrukter, og utgjør inntil 70% av frøene. Belgfrukter er 
 gode kilder til kostfiber, både løselige og uløselige. Basert på næringsmessige og fysiologiske 
 egenskaper klassifiseres karbohydrater som tilgjengelige og utilgjengelig, avhengig av om de 
 fordøyes  og  absorberes  i  kroppen  eller  om  de  fraktes  ufordøyd  til  tykktarmen  hvor  de 
 metaboliseres  av  bakterier.  Belgfrukter  har  generelt  lav  glykemisk  indeks  (GI),  som  skyldes 
 høyere  innhold  av  ufordøyelige  karbohydrater  som  kostfiber,  resistent  stivelse  og 
 oligosakkarider.  Disse  har  prebiotisk  virkning  og  stimulerer  vekst  av  bifidobakterier  og 
 laktobasiller i tykktarmen, som gir økt produksjon av korte fettsyrer, organiske syrer og gasser 
 og bidrar med flere helsefordeler (Singh et al., 2017).     


Næringsverdien til ulike proteiner bestemmes i stor grad av konsentrasjon og tilgjengelighet av 
 essensielle aminosyrer og totalt nitrogen. De fleste animalske proteinkilder har en balansert og 
 komplett aminosyresammensetning, som inneholder alle de essensielle aminosyrene. De fleste 
 planteproteiner  har  derimot  en  ufullstendig  aminosyresammensetning.  Lysin  er  en  essensiell 
 aminosyre som generelt finnes i mindre mengder i planteproteiner sammenlignet med animalsk 
 protein. I tillegg inneholder belgvekster generelt mindre mengder av svovelholdige aminosyrer 
 (metionin og cystein) sammenlignet med animalske proteinkilder fra melk, egg og kjøtt. Ved å 
 kombinere belgvekster med korn vil proteinkvaliteten imidlertid bli mer komplett ved at disse 
 råvarene utfyller hverandre, slik at planteproteiner alene kan utgjøre en fullverdig proteinkilde 
 (Day, 2013).   


Belgvekster  er  imidlertid  også  forbundet  med  antinæringsstoffer,  som  er  komponenter  som 
generelt reduserer fordøyelse eller biotilgjengelighet av næringsstoffer i kroppen. Det finnes en 
rekke forskjellige antinæringsstoffer med ulike virkningsmekanismer. Noen antinæringsstoffer 
kan være giftige eller forårsake uønskede fysiologiske effekter ved konsum. Antinæringsstoffer 
er  derimot  ikke  utelukkende  negativt  for  helsen.  I  de  senere  år  er  det  blitt  vist  at  flere 
antinæringsstoffer  kan  ha  positive  effekter  på  helsen,  og  de  omtales  da  ofte  som  bioaktive 
komponenter (Muzquiz et al., 2012). Antinæringsstoffer regnes ikke som næringsstoffer, men 
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kan  ha  metabolske  effekter  i  menneskekroppen  ved  konsum  (Singh  et  al.,  2017). 


Antinæringsstoffer  finnes blant annet i  form av proteiner (proteaseinhibitorer,  α-amylaser og 
 lektiner),  glykosider  (α-galaktosider,  vicin  og  convicin),  tanniner,  saponiner,  alkaloider  og 
 fytinsyre.  De  ulike  komponentene  finnes  i  ulike  mengder  i  belgfrukter  og  medfører  ulike 
 fysiologiske effekter. Noen antinæringsstoffer er viktige i planter som forsvarsmekanismer mot 
 rovdyr eller miljømessige forhold, mens andre fungerer som reservelagre som akkumuleres  i 
 frø i beredskap for spiring (Muzquiz et al., 2012).   


Antinæringsstoffer  i  matplanter  kan  altså  utøve  både  positive  og  negative  helseeffekter,  og 
 eksisterende data tyder på at balansen mellom deres fordelaktige og uønskede effekter avhenger 
 av komponentenes kjemiske struktur, konsentrasjon, eksponeringstid og interaksjon med andre 
 komponenter i kosten (Muzquiz et al., 2012).  



2.2  Dyrking av belgvekster i Norge  


Norge  ligger  på  nordgrensen  for  dyrking  av  belgvekster,  og  det  er  hovedsakelig  erter  og 
 fababønner som  dyrkes til  modning  i Norge  (Serikstad, 2013). Frø av  belgvekster er viktige 
 proteinkilder  i  kraftfôrproduksjon,  hvor  de  mest brukte  belgvekstene  omfatter  soya,  lupiner, 
 fababønner og erter. Både soya og lupiner er lite egnet for dyrking i Norge, blant annet på grunn 
 av sen modning, samt at lupiner har svak konkurranseevne mot ugress  (Frøseth, 2017). Både 
 erter og fababønner er ettårige kjernebelgvekster i erteblomstfamilien. Hos kjernebelgvekster 
 er frukten en belg som hos villformene åpner seg når frøene er modne, mens dyrkede former er 
 selektert for at belgen skal holde på frøene i overmoden tilstand. Frøene er store og næringsrike, 
 og ofte det viktigste produktet ved dyrkingen (Frøseth, 2009). Erter kan dyrkes over store deler 
 av  Østlandet og  i  Trøndelag,  hvor  det  bør  dyrkes  sorter  med  god  stråstyrke  og  kort  veksttid 
 (Frøseth,  2017).  Fababønner  egner  seg  best  til  dyrking  i  de  beste  klimatiske  områdene  på 
 Østlandet,  og  det  dyrkes  fababønner  til  fôr  i  Vestfold,  Østfold  og  Follo  (Serikstad,  2013). 


Fababønneslekten  har  tre  varieteter  med  ulik  frøstørrelse,  og  det  er  kun  varieteten  med  de 
 minste  frøene  (Vicia  faba var. minor)  som  er  aktuell  for  dyrking  til  frømodning  i  Norge. 


Norskdyrkede  fababønner  brukes  hovedsakelig  til  kraftfôr  (Frøseth,  2009).  Både  erter  og 
fababønner  egner  seg  godt  som  vekstskifte  i  områder  hvor  det  dyrkes  mye  korn  (Serikstad, 
2013). 



(17)7 
 
2.3  Erter 


Erter (Pisum Sativum) er en planteslekt som tilhører erteblomstfamilien (Fabaceae), og dyrkes 
 i store deler av verden. Produksjonen av erter utgjør den femte største blant belgvekster dyrket 
 til mat etter soyabønner, peanøtter, hagebønner og kikerter. Canada er den største produsenten 
 og eksportøren av åkererter, med en årlig produksjon på nesten tre millioner tonn i 2015 (Shen 
 et al., 2016).   


Erter har et høyt innhold av protein og karbohydrater, relativt høyt innhold av kostfiber og lavt 
 fettinnhold (Day, 2013). I tillegg har erter et betydelig innhold av vitaminer og mineraler. Erter 
 inneholder mellom 21-32% protein (Kotlarz et al., 2011), og proteininnholdet varierer mellom 
 ulike  arter,  sorter  og  enkeltplanter  (Day,  2013).  Erter  har  også  en  relativ  høy 
 antioksidantaktivitet, og  er  kjent  for  å  ha  kolesterolreduserende  effekt  (Kotlarz  et  al.,  2011). 


Erter  har  blitt  mye  brukt  som  en  viktig  kilde  til  proteiner  og  er  mer  brukt  kommersielt  til 
 proteinfraksjoner enn andre belgvekster, noe som blant annet skyldes at erter kan dyrkes over 
 hele verden og at belgen er lett å fjerne (Day, 2013).    


Erter brukes hovedsakelig  som proteinkilde da erter har en unik proteinprofil. Erteprotein er 
 kjent  for  å  ha  god  fordøyelighet  (90-95%)  og  medfører  få  allergifremkallende  reaksjoner  og 
 negative  helseeffekter. Erter inneholder  ikke glutenproteiner.  Erteprotein  har  lavt  innhold av 
 svovelholdige  aminosyrer  (metionin  og  cystein), men  er  rik  på  lysin  som  er  den  begrensede 
 aminosyren i de fleste planteprodukter (Kotlarz et al., 2011). Sammenlignet med korn som er 
 mangelfull  på  lysin  har  erter  et  vesentlig  høyere  lysininnhold  som  utgjør  ca.  7%  av 
 proteininnholdet (Shen et al., 2016). Kjemisk innhold i erter varierer med sort og miljømessige 
 faktorer som blant annet dyrkingssted, jordsmonn, nedbør, relativ fuktighet, lyseksponering og 
 temperatur.  I  tillegg  vil  ulike  prosesseringsmetoder  som  blant  annet  avskalling, 
 varmebehandling, bløtlegging, spiring og ekstrudering kunne påvirke det kjemiske innholdet i 
 erter (Kotlarz et al., 2011).   


Proteinfraksjonen er en av de mest verdifulle ingrediensene fra erter, som kan bli konsentrert 
og renset til proteinkonsentrat og proteinisolat. Fram til nå har proteinisolat hovedsakelig blitt 
brukt  som  en  funksjonell  ingrediens  deriblant  som  emulgator,  fortykningsmiddel  og 
skumdanner (Sandberg, 2011). Tre ulike erteproteiningredienser som produseres kommersielt 
er ertemel, erteproteinkonsentrat og erteproteinisolat. Ertemel produseres ved tørrformaling av 
avskallede erter. Erteproteinkonsentrat produseres ved tørrfraksjonering, mens erteproteinisolat 
produseres  ved  våtfraksjonering  enten  ved  bruk  av  syre-  eller  baseoppløsning  etterfulgt  av 
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isoelektrisk utfelling, eller  gjennom ultrafiltreringsprosess som gir en proteinfraksjon  med et 
 høyere proteininnhold på 85-95% (Day, 2013). Erter og erteproteinkonsentrat kan brukes som 
 erstatning for soyaprodukter i fôr til slaktegris og fjærfe (Kotlarz et al., 2011).  



2.4  Fababønner 


Fababønner (Vicia faba) er en ettåring art som tilhører erteblomstfamilien. Som menneskemat 
 benyttes hovedsakelig frøkornet, mens belgen brukes til fôr. Fababønner kan konsumeres både 
 rå og i prosesserte former (Multari et al., 2015). I 2011 utgjorde dyrkingsarealet av fababønner 
 1,2%  av  det  totale  dyrkingsarealet  for  belgvekster  i  verden,  og  verdensproduksjonen  av 
 fababønner er på sjuendeplass blant belgvekster. Landene med størst produksjon av fababønner 
 (2011)  er  Kina  etterfulgt  av  Etiopia,  Storbritannia,  Australia  og  Frankrike,  som  til  sammen 
 hadde 72% av verdensproduksjonen av fababønner i 2011 (Duc, 2015).      


Fababønner kan dyrkes i et bredt geografisk område; både i regioner med kort vekstsesong og 
 i  høyereliggende områder. Fababønner trenger kjølige temperaturer for best utvikling, derfor 
 plantes  den  vanligvis  om  våren  i  den  nordlige  halvkule  og  om  vinteren  i  varmere  områder. 


Fababønner  har  evne  til  å  fiksere  mer  nitrogen  enn  andre  belgvekstarter  under  samme 
 jordsmonnforhold, og er en vanlig avling å bruke under vekstskifte i korndominerte områder. 


Nitrogenfiksering skjer gjennom symbiose med Rhizobium bakterier, og vil redusere behovet 
 for nitrogengjødsel i jordbruket (Multari et al., 2015).      


Fababønnefrø består hovedsakelig av protein, stivelse og fiber (Duc et al., 1999). Fababønner 
har et høyt proteininnhold, som varierer mellom 17,6 - 34,5% av frøets tørrvekt (Duc, 2015) og 
ligger vanligvis på i underkant av 30% (Frøseth, 2009). Protein fra fababønner har lavt innhold 
av svovelholdige aminosyrer og tryptofan, men inneholder i likhet med erter relativt mye lysin 
(Frøseth, 2009). Fababønner har et stivelsesinnhold som utgjør 33,2 - 53,4% av frøets tørrvekt 
(Duc, 2015).   
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2.5  Havre 


Havre (Avena sativa) tilhører gressfamilien (Gramineae). Havre er den sjuende mest produserte 
 kornarten i verden, men regnes likevel som en mindre kornart da den utgjør mindre enn 1% av 
 verdens  kornproduksjonen  (Mäkinen,  2016).  Havre  egner  seg  godt  til  dyrking  i  nordlige 
 områder, da den vokser optimalt ved moderate temperaturer med lang daglengde. Havre er en 
 robust plante som tåler fuktige forhold og sur jord godt. De største produsentene av havre er 
 Russland, Canada, Polen og de nordiske landene (Mäkinen, 2016). Europa dyrker mer enn 60% 


av verdens havreproduksjon, og havre er den femte mest dyrkede kornavlingen i Europa etter 
 hvete, bygg, mais og rughvete (Marshall, 2013). I Norge er havre den tredje viktigste kornarten 
 etter hvete og bygg (Callisen, 2005).  


Havre  skiller  seg  fra  andre  kornarter  med  et  høyere  innhold  av  protein  (15-20%),  umettede 
 fettsyrer, løselige fiber, hovedsakelig i form av  β-glukan, og antioksidanter (Mäkinen, 2016). 


Det er godt dokumentert at β-glukan virker reduserende på kolesterolet, og har positiv effekt på 
 hjerte- og karsykdommer. Havre har en mer gunstig aminosyresammensetning sammenlignet 
 med andre kornarter på grunn av et høyere innhold av lysin (Callisen, 2005). Havre inneholder 
 heller ikke glutenproteiner. Havre inneholder relativt mye antioksidanter, deriblant tokoferoler 
 og tokotrienoler, som er vitamin E-forbindelser, i tillegg til fenoler. Antioksidanter beskytter 
 fettet mot harskning, og virker positivt på smak, lukt, farge og tekstur. Inntak av antioksidanter 
 er gunstig da de kan nøytralisere frie radikaler i kroppen (Callisen, 2005).  


Havre  blir  i  stor  grad  benyttet  som  dyrefôr,  og  benyttes  i  mindre  grad  til  menneskemat 
 (Marshall,  2013).  De  siste  årene  har  imidlertid  bruk  av  havre  til  mat  økt  som  følge  av  økt 
 bevissthet rundt  havrens positive helseeffekter. Havre brukes tradisjonelt  i  form av  mel eller 
 gryn.  I  nyere  tid  er  det  blitt  utviklet teknologier  for  fraksjonering  av  ingredienser  fra  havre, 
 deriblant av β-glukan og protein (Mäkinen, 2016). Både fiberrike og proteinrike fraksjoner fra 
 havre kan dermed benyttes til å berike matprodukter med næringsstoffer.  



2.6  Antinæringsstoffer i belgvekster 


Erter,  fababønner  og  havre  inneholder  i  likhet  med  andre  belgvekster  og  kornarter  en  rekke 
ulike antinæringsstoffer som bidrar til å redusere deres næringsverdi. Antinæringsstoffer som 
finnes i erter og fababønner inkluderer fytinsyre, oligosakkarider, proteaseinhibitorer, lektiner, 
saponiner og alkaloider (Multari et al., 2015; Sandberg, 2011). De to hovedantinæringsstoffene 
som finnes i fababønner er tanniner og de to pyrimidin glukosidene vicin og convicin (Duc et 
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al., 1999), men disse vil ikke bli omtalt videre. I dette avsnittet vil fytinsyre, oligosakkarider og 
 proteaseinhibitorer beskrives nærmere, da det er disse antinæringsstoffene som vil analyseres i 
 denne oppgaven.  


2.6.1  Fytinsyre 


Fytinsyre er en myo-inositol heksafosforsyre (InsP6) hvor hver av de seks hydroksylgruppene 
 er bundet til fosfat (Multari et al., 2015). Strukturen til fytinsyre er fremstilt i figur 1. Saltene 
 av fytinsyre kalles fytat. Fytinsyre finnes naturlig i korn, frø, oljefrø og nøtter  (Nikmaram et 
 al., 2017). Fytinsyre er hovedformen for lagring av fosfor i plantefrø og utgjør 60-90% av det 
 totale fosforinnholdet i planter. Fytinsyre dannes under frømodningen, og i frø av belgvekster 
 er fytat lokalisert i proteinlagre i endospermen (Multari et al., 2015). I de enfrøbladete plantene 
 innenfor  ris  og  hvete  finnes  fytat  i  aleuron-  og  klilaget,  og  kan  enkelt  fjernes  under 
 oppmalingsprosessen ved å fjerne det ytre laget (inkludert kli og frøskall) fra frøene. Avhengig 
 av oppmalingsgrad og fordeling av fytat i frøet vil det oppnås melprodukter med ulikt innhold 
 av fytat (Nikmaram et al., 2017).  


Figur 1. Kjemisk struktur av fytinsyre. Hentet 18.04.19 fra Fisher Scientific: 


https://www.fishersci.co.uk/shop/products/inositol-hexaphosphoric-acid-40-       
 50-wt-aqueous-solution-acros-organics-3/p-148591.  


Fosfor i form av fytinsyre er utilgjengelig for absorpsjon av enmagede dyr som følge av mangel 
på endogene fytaser som er spesifikke for defosforylering av fytinsyre  (McKie & McCleary, 
2016). Fytinsyre regnes ofte som et antinæringsstoff på grunn av sin evne til å binde mineraler, 
proteiner  og  stivelse  og  danne  uløselige  komplekser,  som  følgelig  vil  redusere 
biotilgjengeligheten av næringsstoffer. Interaksjon mellom fytinsyre og protein gir dannelse av 
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 uløselige  komplekser  som  er  lite  utsatt  for  enzymatisk  nedbrytning  under  fordøyelse  og 
 medfører lavere biotilgjengelighet av protein. Belgvekster utgjør en god kilde til flere mineraler 
 og  proteiner,  men  de  chelatdannende  egenskapene  til  fytinsyre  reduserer  deres 
 biotilgjengelighet. Fytinsyreinnholdet i fababønner varierer med sorten, men utgjør ca. 1% av 
 frøets  tørrvekt  (Multari  et  al.,  2015).  Hos  mennesker  er  fytinsyre  rapportert  å  inhibere 
 absorpsjon av jern, sink og kalsium. Overdrevent inntak av fytinsyre i kostholdet kan medføre 
 mangel  på  disse  næringsstoffene  som  følge  av  lav  eller  utilstrekkelig  absorpsjon  fra  mage-
 tarmkanalen (Multari et al., 2015). 


Fytinsyre  kan  imidlertid  også  bidra  med  positive  effekter,  deriblant  ved  å  redusere 
 biotilgjengeligheten  av  giftige  tungmetaller  som  kadmium  og  bly  i  kostholdet.  I  tillegg  kan 
 fytinsyre utøve antioksidantaktivitet ved chelatering av jern og kobber  (Multari et al., 2015). 


Fytat er rapportert å kunne forebygge diabetes, hjertesykdommer og nyrestein, som kan skyldes 
 antioksidantaktiviteten  fytinsyre  utviser  (Nikmaram  et  al.,  2017).  Dyrestudier  har  vist  at 
 fytinsyre  virker  beskyttende  mot  noen  former  for  kreft,  men  mekanismene  involvert  er  lite 
 forstått.  Det  er  foreslått  at  denne  virkningen  kan  skyldes  antioksidantaktivitet  som  følge  av 
 chelatering av jern og kobber (Miller, 2007).       


2.6.2  Oligosakkarider 


Oligosakkarider  består  av  mellom  tre  og  ti  monosakkarider  bundet  sammen  med 
glykosidbindinger (Muzquiz et al., 2012). Belgvekster er kjent for å ha det høyeste innholdet 
av noen typer oligosakkarider av alle avlinger. De mest vanlige oligosakkaridene i planteriket 
er α-galaktosider som karakteriseres av α(1→6) bindinger mellom galaktoseenhetene (Singh et 
al., 2017). I planter er raffinosefamilien av oligosakkarider den mest utbredte gruppen innen α-
galaktosider.  Raffinosefamilien  inkluderer  raffinose  (trisakkarid),  stakyose  (tetrasakkarid), 
verbaskose  (pentasakkarid)  og  ajugose  (heksasakkarid).  Disse  omtales  også  som  galaktosyl-
sukrose oligosakkarider grunnet deres struktur som består av sukrose bundet til henholdsvis en, 
to  eller  tre  galaktoseenheter.  Figur  2  illustrerer  kjemisk  struktur  av  raffinose,  stakyose  og 
verbaskose.  Raffinose  finnes  i  alle  deler  av  belgfruktens  plante,  men  akkumuleres  i  frøet og 
rotsystemet  under  utviklingen.  Det  finnes  betydelig  innhold  av  raffinose-oligosakkarider  i 
kikerter, linser, lupiner, bønner, erter og fababønner (0,4 - 16,1% i tørrstoff), men det er stor 
variasjon  i  innhold  mellom  ulike  belgfrukter.  De  fleste  tørkeresistente  belgvekstene  har  et 
høyere raffinoseinnhold, som kan være  med på  å bidra til deres toleranse. Både raffinose og 
stakyose er vist å være delaktig i frosttoleranse hos planter (Muzquiz et al., 2012).  
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Figur 2.Struktur til raffinosefamilien av oligosakkarider; raffinose, stakyose og verbaskose,      
 som er mono-, di- og tri-galaktosyl derivater av sukrose. Hentet fra Obendorf, R. L. a. K., Suzanne M. (2011). 


Soluble Carbohydrates in Soybean. I: Ng, T.-B. (red.) Soybean - Biochemistry, Chemistry and Physiology, s. 


201-228. Rijeka, Croatia: InTech. 


α-galaktosider  er  kjent  som  antinæringsmessige  faktorer  ved  at  de  forårsaker  tarmgass  ved 
 konsum.  Det  oppstår  tarmgass  som  følge  av  at  pattedyr  mangler  α-galaktosidase  i 
 tarmslimhinnene, som er et nødvendig enzym for å kunne hydrolysere disse komponentene. α-
 galaktosider  går  derfor  ufordøyd  videre  til  tykktarmen  hvor  bakterier  fermenterer  disse 
 komponentene og produserer hydrogen, karbondioksid og noe metangass. I tillegg til tarmgass 
 kan  det  oppstå  diare  og  magesmerter  ved  høyere  inntak  av  α-galaktosider.  Manglende 
 fordøyelse av α-galaktosider kan påvirke veksten negativt hos enmagede husdyr som har disse 
 oligosakkaridene i fôret. Fordøyelse av α-galaktosider kan imidlertid forbedres ved å supplere 
 dietter med eksogent α-galaktosidase (Muzquiz et al., 2012).  


Til  tross  for  at  α-galaktosider  ikke  fordøyes  bidrar  de  likevel  med  positive  egenskaper  hos 
mennesker og enmagede dyr. α-galaktosider virker som kostfiber og kan i tillegg utvise samme 
effekt som prebiotika. Den prebiotiske effekten skyldes at fermentering av α-galaktosider av 
gassproduserende bakterier øker antallet bifidobakterier i tarmen. Bifidobakterier er kjent for å 
bidra positivt til menneskehelsen ved å forhindre forråtnelse i tarmen, redusere forstoppelse og 
diare, stimulere immunsystemet og øke resistensen mot infeksjoner (Muzquiz et al., 2012).  
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 Mulige metoder for å redusere innholdet av oligosakkarider inkluderer ultrafiltrering, tilsetning 
 av  α-galaktosidase  enzymer  eller  fermentering  med  mikroorganismer  som  produserer  α-
 galaktosidase (Sandberg, 2011).  


2.6.3  Proteaseinhibitorer 


Enzyminhibitorer forsinker eller inhiberer den katalytiske virkningen til enzymer  (Nikmaram 
 et al., 2017). Proteaseinhibitorer i belgfrukter kan ha stor innvirkning på frøets næringsverdi, 
 da  de  inhiberer  funksjonen  til  fordøyelsesenzymer,  deriblant  trypsin  og  chymotrypsin,  ved 
 kompetitiv  binding  på  disse  enzymene.  Trypsin-  og  chymotrypsininhibitorer  er  noen  av  de 
 vanligste  enzyminhibitorene  tilstede  i  belgfrukter.  Trypsin  er  en  endopeptidase  som 
 hydrolyserer store polypeptider til kortere kjeder. Videre nedbrytning av protein skjer ved hjelp 
 av  eksopeptidaser  (Page  &  Di  Cera,  2008).  Trypsin  har  blitt  identifisert  i  alle  dyr,  inkludert 
 pattedyr,  insekter og fisk. Trypsin  fra ulike kilder kan  ha noe ulik aktivitet, men det vanlige 
 substratet for trypsin er peptider som inneholder lysin og arginin. Spesifisiteten til trypsin gjør 
 at  det  innehar  funksjoner  knyttet  til  både  fordøyelse  og  regulering.  Som  fordøyelsesenzym 
 virker  det  ved  å  degradere  store  polypeptider  til  mindre  fragmenter.  Som  en  regulatorisk 
 protease virker det ved å aktivere andre proteiner gjennom proteolyse ved spesifikke lysin- og 
 argininbindinger (Baird, 2017).  


Proteaseinhibitorer kan inndeles i to ulike familier; Kunitz familien og Bowman-Birk familien. 


Proteaseinhibitorer  fra  begge  familiene  er  blitt  funnet  i  belgfrukter,  og  begge  har  evne  til  å 
 inhibere  trypsin  og  chymotrypsin.  Det  har  blitt  funnet  ulike  isoformer  av  Bowman-Birk 
 inhibitorer i soyabønner  med ulike egenskaper avhengig av deres kjemiske struktur. Det har 
 også blitt funnet at type isoformer av trypsininhibitor tilstede i belgvekster varierer både med 
 art og sort (Muzquiz et al., 2012). 


Trypsininhibitorer  er  lavmolekylære  proteiner  som  finnes  i  en  rekke  matvarer,  inkludert 
belgfrukter. Trypsininhibitorer virker på serinproteaser som er en gruppe proteolytiske enzymer 
og inkluderer trypsin og chymotrypsin (Savage & Morrison, 2003). Trypsininhibitorer har evne 
til å binde til aminosyrene lysin og arginin i trypsin og dermed redusere enzymaktiviteten til 
svært lave nivåer. På denne måten reduseres proteinfordøyeligheten (Shi et al., 2017). Konsum 
av  mat  som  inneholder  trypsininhibitor  kan  medføre  redusert  vekst  og  forstyrre 
proteinfordøyelsen, som kan gi forstørrelse av bukspyttkjertelen og metabolsk forstyrrelse av 
svovel-  og  aminosyreutnyttelsen.  Når  en  proteaseinhibitor  binder  til  en  protease  vil 
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proteinfordøyelsen  i  tynntarmen  reduseres  og  protein  vil  lettere  skilles  ut  fra  kroppen.  Dette 
 forårsaker lavere biotilgjengeligheten av svovelholdige aminosyrer i belgvekster (Nikmaram et 
 al., 2017).  


Proteaseinhibitorer  har  de  siste  årene  blitt  knyttet  til  helsefremmende  egenskaper, og regnes 
 som  bioaktive  komponenter.  Proteaseinhibitorer  kan  virke  antikarsinogent,  og  det  er  vist  at 
 Bowman-Birk  inhibitorer  kan  være  effektive  i  forebygging  eller  undertrykking  av 
 karsinogenindusert forandring in vitro og utvikling av kreft i dyreforsøk (Muzquiz et al., 2012).   


Kunitz typer proteaseinhibitorer er termolabile, mens Bowman-Birk type inhibitorer er stabile 
 under  normale  betingelser  ved  varmebehandling  (Damodaran,  2007).  Siden  det  er  vanlig  å 
 varmebehandle belgfrukter før konsum utgjør ikke nødvendigvis innhold av proteaseinhibitorer 
 en helsemessig utfordring for mennesker (Muzquiz et al., 2012). I tillegg til varmebehandling 
 kan proteaseinhibitorer inaktiveres ved våtfraksjonering og ved fremstilling av proteinisolater 
 (Singh et al., 2017).  


2.6.4  Effekt av prosessering på innhold av antinæringsstoffer 


Det  er  mulig  å  selektere  for  innhold  av  antinæringsstoffer  i  planter,  men  dette  kan  påvirke 
resistensen  for  plantesykdommer  (Sandberg,  2011).  Det  er  derfor  fordelaktig  å  utvikle 
prosesseringsmetoder som reduserer innholdet av antinæringsstoffer etter innhøsting. Innhold 
av  antinæringsstoffer  i  belgvekster  og  korn  kan  påvirkes  av  flere  vanlige 
forbehandlingsmetoder  som  varmebehandling,  bløtlegging,  spiring,  fermentering, 
strålebehandling  og  enzymbehandling.  Effekten  av  forskjellige  prosesseringer  på  ulike 
antinæringsstoffer  avhenger  av  egenskapene  til  de  ulike  komponentene.  Noen 
antinæringsstoffer  er  for  eksempel  varmelabile,  mens  andre  påvirkes  i  liten  grad  av 
varmebehandling. Varmebehandling vil generelt øke fordøyeligheten av planteproteiner (Boye 
et al., 2010). I tillegg vil ulike mekaniske behandlinger som skallfjerning og oppmaling kunne 
redusere innholdet av antinæringsstoffer, avhengig av hvordan antinæringsstoffene er fordelt i 
ulike  belgfrukter.  Mekaniske  behandlinger  vil  imidlertid  også  kunne  fjerne  ønskede 
næringsstoffer som vitaminer og mineraler. Varmebehandling ved høy temperatur over lengre 
tid kan medføre uønskede endringer i proteiner, stivelse og andre varmelabile komponenter i 
spiselige  frø.  I  de  senere  årene  har  nyere  teknikker  som  høytrykksprosessering  (HPP), 
mikrobølger og ekstrudering blitt introdusert som alternative metoder for å redusere innholdet 
av antinæringsstoffer. Disse prosesseringsmetodene kan gi sluttprodukter med betydelig bedre 
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 ernæringsmessig kvalitet sammenlignet med tradisjonelle metoder. Dessuten forventes de nye 
 prosesseringsmetodene å gi  fordelaktige endringer i  funksjonelle egenskaper hos belgvekster 
 og korn (Nikmaram et al., 2017).   


Ekstrudering  er  en  fullt  automatisert  teknologi  som  gir  mer  effektiv  energibruk  under 
 varmebehandlingen  og  bedre  prosesskontroll.  Tradisjonelle  prosesseringsmetoder  som  tar  i 
 bruk  høye  temperaturer  har  ofte  en  negativ  effekt  på  den  ernæringsmessige  kvaliteten. 


Ekstrudering er i så måte et bedre alternativ, da teknologien innebærer bruk av høy temperatur 
i kort tid slik at næringsstoffene bevares bedre. Råstoffet som ekstruderes utsettes for kraftig 
mekanisk skjærkraft som bidrar til  nedbrytning av bindinger og strukturer i råstoffet, hvilket 
påvirker teksturen på sluttproduktet. Ekstrudering bidrar til positive effekter på råstoffet i form 
av stivelsegelatinisering, reduksjon av lipidoksidering, økning i løselig kostfiber og reduksjon 
av  antinæringsstoffer  (Nikmaram  et  al.,  2017).  Ekstruderingsteknologi  er  blitt  tilpasset  til  å 
produsere  en  rekke  matprodukter,  deriblant  pasta,  frokostblandinger,  kjeks,  babymat, 
snacksprodukter, teksturert vegetabilsk protein, modifisert stivelse og dyrefôr. 
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3  Materialer og metoder 



3.1  Produktene benyttet i oppgaven 


I  denne  oppgaven  har  det  blitt  benyttet  mel  og  fraksjoner  av  erter  og  fababønner.  Både 
 avskallede og hele erter og fababønner ble oppmalt (pinnemølle) og luftklassifisert ved VTT 
 Technical Research Centre i Finland. Luftklassifisering skilte protein fra stivelse og fiber, slik 
 at det ble oppnådd en fin fraksjon med relativt høyt proteininnhold og lavt stivelsesinnhold, og 
 en grov fraksjon  med relativt høyt stivelsesinnhold og lavt proteininnhold. Luftklassifisering 
 ble utført på både hele og avskallede erter og fababønner. Tabell 1 viser oversikt over de ulike 
 fraksjonene av erter og fababønner som er blitt analysert, mens figur 3 og 4 viser flytskjema for 
 produksjon av de ulike melene og fraksjonene av henholdsvis erter og fababønner. 


Tabell 1. Oversikt over de ulike fraksjonene av erter og fababønner som ble analysert i oppgaven, samt 
 forklaring på deres navn. For enkelhets skyld er fababønner benevnt som bønner. 


Fraksjon  Forklaring (engelsk)  Forklaring (norsk) 


WP  Whole pea  Hele erter 


DP  Dehulled pea  Avskallede erter 


HP  Pea hull  Erteskall 


WP-FF  Whole pea, fine fraction  Hele erter, fin fraksjon 
 WP-CF  Whole pea, coarse fraction  Hele erter, grov fraksjon 


DP-FF  Dehulled pea, fine fraction  Avskallede erter, fin fraksjon 
 DP-CF  Dehulled pea, coarse fraction  Avskallede erter, grov fraksjon 


WB  Whole bean  Hele bønner 


DB  Dehulled bean  Avskallede bønner 


HB  Bean hull  Bønneskall 


WB-FF  Whole bean, fine fraction  Hele bønner, fin fraksjon 
 WB-CF  Whole bean, coarse fraction  Hele bønner, grov fraksjon 


DB-FF  Dehulled bean, fine fraction  Avskallede bønner, fin fraksjon 
DB-CF  Dehulled bean, coarse fraction  Avskallede bønner, grov fraksjon 
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Figur 3. Flytskjema for produksjon av de ulike melene og fraksjonene av erter.       


Alle de sju ulike fraksjonene er blitt benyttet i oppgaven.   


Figur 4. Flytskjema for produksjon av de ulike melene og fraksjonene av fababønner.       


For enkelhets skyld er fababønner benevnt som bønner. Alle de sju ulike fraksjonene er blitt benyttet i oppgaven.    


I tillegg har det blitt benyttet 11 ekstruderte produkter laget av 50% ertestivelse, 40% havrefiber 


og  10%  erteprotein  produsert  ved  Nofima  i  Ås.  Dette  var  en  type  sunnere  snacksprodukt.       


I forkant av analysene ble produktene oppmalt til fine mel, også utført ved Nofima. Blandingen 
som ble ekstrudert ble også undersøkt i uprosessert form, kalt HM-HSNA, i tillegg til havrefiber 
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 som  ble  benyttet  som  ingrediens  i  de  ekstruderte  produktene.  Havrefiber  er  produsert  av 
 Lantmännen.  Produktene  ble  ekstrudert  under  ulike  dysetemperaturer  og  med  ulikt 
 fuktighetsinnhold  i  blandingen.  Tabell  2  viser  oversikt  over  hvilke  prosesseringsbetingelser 
 som  ble  benyttet  til  de  ulike  ekstruderte  prøvene,  samt  fuktighetsinnhold  i  de  uprosesserte 
 ingrediensene.    


Tabell 2. Oversikt over hvilke dysetemperaturer (°C) og fuktighetsinnhold som ble benyttet under ekstrudering 
 av de ulike produktene, samt fuktighetsinnhold i blandingen før ekstrudering og i havrefiberingrediensen.   


Prøve  Dysetemperatur (°C)  Fuktighetsinnhold (%) 


HSNA-1-160  160  16,8 


HSNA-2-160  160  14,0 


HSNA-3-160  160  11,2 


HSNA-4-170  170  16,0 


HSNA-5-170  170  12,0 


HSNA-6-174.5  174,5  14,0 


HSNA-7-145.9  145,9  14,0 


HSNA-8-150  150  16,0 


HSNA-9-150  150  12,0 


HSNA-10-160  160  14,0 


HSNA-11-160  160  14,0 


HM-HSNA  -  10,04 


Havrefiber  -  9,66 


  



3.2  Analyse av fytinsyreinnhold  


Til analyse  av  fytinsyre  i prøvene ble det benyttet  Phytic acid (Total Phosphorus) Assay  Kit 
 (Megazyme, Ireland). Phytic acid (Total Phosphorus) Assay Kit er en analysemetode for å måle 
 innhold  av  totalt  tilgjengelig  fosfor  i  uprosesserte  næringsmidler  utviklet  av  Megazyme. 


Metoden innebærer syreekstrahering av fytinsyre og lavere former for myo-inositol fosfater fra 
prøvematerialet. Enzymet fytase tilsettes, som vil defosforylere fytinsyre til lavere myo-inositol 
fosfatformer og frigi uorganisk fosfat. Deretter tilsettes alkalisk fosfatase (ALP) som bidrar til 
videre defosforylering av myo-inositol fosfater til myo-inositol og uorganisk fosfat. ALP sikrer 
frigivelse  av  den  siste  andelen  fosfat  fra  myo-inositol  monofosfat  (InsP1)  som  er  relativt 
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motstandsdyktig  for  virkningen  av  fytase.  Tilsetning  av  en  fargereagens  som  inneholder 
 ammoniummolybdat gir reaksjon mellom uorganisk fosfat og ammoniummolybdat, som danner 
 12-molybdofosforsyre.  12-molybdofosforsyre  vil  under  sure  betingelser  reduseres  til 
 molybdenblått.  Mengden  molybdenblått  dannet  i  denne  reaksjonen  er  proporsjonal  med 
 mengden  uorganisk  fosfat  tilstede  i  prøven,  og  måles  som  økning  i  absorbans  ved  655  nm. 


Uorganisk fosfat kvantifiseres til fosfor ved hjelp av en kalibreringskurve som er laget ved hjelp 
 av standarder med kjent konsentrasjon av fosfor. Fytinsyreinnhold i prøven kan videre beregnes 
 ved å anta at mengden fosfor i prøven utelukkende er frigitt fra fytinsyre, og anta at fosfor utgjør 
 28,2% av fytinsyre (McKie & McCleary, 2016).  


Det henvises til protokollen (Megazyme, 2017) for fullstendig beskrivelse av fremgangsmåten. 


Det  ble  tillaget  to  reagensløsninger  som  ble  blandet  sammen  til  en  fargereagens. 


Fargereagensen besto av 10% askorbinsyre (VWR Chemicals, USA) iblandet destillert vann og 
 95-97%  konsentrert  svovelsyre,  samt  5%  ammoniummolybdat  i  destillert  vann.  Denne 
 løsningen  ble  tillaget  samme  dag  som  den  skulle  anvendes  ved  å  tilsette  én  del 
 ammoniummolybdatløsning til fem deler askorbinsyreløsning.         


Det ble tillaget fem standardløsninger av fosfor med konsentrasjoner på 0, 0.5, 2.5, 5.0 og 7.5 
 µg/mL  i  15  mL  Falconrør  (15  ml  CELLSTAR®  Polypropylene  Tube,  Greiner  Bio-One 
 International BmbH, Germany) etter protokollens instruksjoner.   


Til prøveekstraheringen ble prøvematerialet tilsatt 0,66 M HCl og rørt med magnetrører (RET 
 basic,  IKA  Labortechnik,  Janke  &  Kunkel  GmbH  &  Co  KG,  Germany)  over  natten. 


Prøveekstraheringen ble utført med to replikater.1 mL av prøveekstraktet ble overført til et 2,0 
 mL  eppendorfrør  (Microtubes  MCT-200-C,  Axygen®,  Mexico)  og  sentrifugert  i  sentrifuge 
 (Micromax, IEC, USA) ved 13 000 rpm i 10 minutter. 0,5 mL av supernatanten ble pipettert 
 over i et nytt eppendorfrør og tilsatt 0,5 mL 0,75 M NaOH.  


Under  den  enzymatiske  defosforyleringsreaksjonen  ble  det  benyttet to  replikater  fra  hver  av 
 prøveekstraheringene,  slik  at  hver  prøve  ble  analysert  med  til  sammen  fire  replikater.  Hver 
 prøve ble analysert for innhold av både fritt og totalt fosfor. I den enzymatiske reaksjonen ble 
 det  i  tillegg  til  reagensene  som  medfulgte  kitet  benyttet  en  50%  løsning  av  trikloreddiksyre 
 (Merck KGaA, Germany) for å stoppe reaksjonen. Underveis i reaksjonen ble prøvene blandet 
 sammen  med vortexmikser (Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Inc., USA) etter tilsetning 
 av reagenser og inkubert i vannbad (LCB0726-12-0012, Lauda DR. R. Wobser GMBH & Co. 


KG, Germany) ved 40°C. Etter terminering av reaksjonen ble prøvene sentrifugert ved 13 000 
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 rpm i 10 minutter, og supernatanten ble benyttet videre. Til kolorimetrisk bestemmelse av fosfor 
 i prøvene ble supernatanten tilsatt fargereagens, og inkubert i vannbad ved 40°C i én time. De 
 fem standardløsningene med fosfor ble i likhet med prøvene tilsatt fargereagens og inkubert i 
 vannbad.  Etter  inkuberingen  ble  prøvene  og  standardløsningene  overført til  1,5  mL  kyvetter 
 (Semi-micro cuvette, PS, 1,5 ml, Brand GMBH + Co KG, Germany) og målt i spektrofotometer 
 (Spectramax M2, Molecular Devices, USA) ved 655 nm innen tre timer.  


Standardløsningene ble benyttet til å lage en standardkurve som viste sammenhengen mellom 
 fosforkonsentrasjon  og  absorbans.  Absorbansmålingen  fra  standardløsningen  som  ikke 
 inneholdt fosfor ble trukket fra absorbansmålingene fra de øvrige standardløsningene, og disse 
 korrigerte verdiene ble benevnt ΔAfosfor. For hver standardløsning, med unntak av standard 0 
 som  ikke  inneholdt  fosfor,  ble  det  beregnet  en  M-verdi  ved  å  dividere  fosformengden  i 
 standarden med tilhørende verdi for ΔAfosfor. Det ble beregnet gjennomsnittlig verdi for M på 
 bakgrunn av standardene, og Mgjennomsnitt ble benyttet til utregning av fosforinnhold i prøvene.  


Det ble beregnet standardavvik til målingene av fritt og totalt fosfor for hver prøve. Målinger 
 som viste avvik på mer enn to standardavvik fra gjennomsnittsverdien ble utelatt fra datasettet. 


Det ble beregnet ΔAfosfor i prøvene ved å trekke fra absorbans av fritt fosfor fra absorbans av 
 totalt  fosfor.  Konsentrasjon  av  fosfor  i  prøvene  ble  deretter  beregnet  ved  hjelp  formelen 
 nedenfor.  


Konsentrasjon =   Mgjennomsnitt ∗ 20 ∗ F


10 000 ∗ 1.0 ∗ v 
∗
ΔAfosfor [g/100g] 

20  =  volum  av  prøveekstrakt  (mL).  F  =  fortynningsfaktor.  10 000  =  omregning  fra  µg/g  til 
 g/100g. 1,0 = vekt  av utveid prøvemateriale. v =  prøvevolum  benyttet til spektrofotometrisk 
 måling.   


For  å  beregne  fytinsyreinnhold  basert  på  fosforinnhold  ble  det  antatt  at  all  fosfor  som  er 
 detektert  er  frigitt  fra  fytinsyre,  og  at  fosfor  utgjør  28,2%  av  fytinsyre.  Formelen  presentert 
 nedenfor ble benyttet til beregning av fytinsyreinnhold.   


Konsentrasjon av fytinsyre = fosfor [g 100g]⁄


0,282 [g/100g] 
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3.3  Analyse av galaktosyl-sukrose oligosakkarider 


Til  analyse  av  GOS-innhold  i  prøvene  ble  det  benyttet  Raffinose/D-galactose  Assay  Kit  fra 
 Megazyme (Megazyme, Ireland). Metoden egner seg for å analysere innhold av GOS (raffinose, 
 stakyose og verbaskose) og fritt D-galaktose i oppmalt prøvemateriale fra belgfrukter. Metoden 
 utføres ved å ekstrahere GOS fra prøvematerialet ved bruk av vann eller alkoholblanding som 
 løsningsmiddel. Under ekstraheringen blir endogent α-galaktosidase og invertase inaktivert for 
 å  forhindre  at  disse  enzymene  bryter  ned  oligosakkaridene  i  prøven.  Det  ekstraherte 
 prøvematerialet tilsettes α-galaktosidase som vil hydrolysere raffinose, stakyose og verbaskose 
 til  D-galaktose  og  sukrose.  Tilsetning  av  enzymet  galaktose  mutarotase  vil  katalysere 
 mutarotasjon  av  D-galaktose  fra  α-  til  β-form.  β-D-galaktose  vil  oksideres  av  NAD+  til  D-
 galakturonsyre ved tilsetning av β-galaktose dehydrogenase ved pH 8,6. NAD+  reduseres  til 
 NADH, og mengden NADH dannet i reaksjonen vil være støkiometrisk med mengden frigitt 
 D-galaktose.  Mengden  NADH  måles  ved  økning  i  absorbans  ved  340  nm,  og  brukes  til  å 
 kvantifisere innhold av D-galaktose i prøven, som videre benyttes til å beregne innhold av GOS 
 i prøvematerialet (Megazyme, 2018).     


Prøveopparbeidelsen  ble  utført  som  beskrevet  i  protokollen  under  alternativ 
 ekstraheringsmetode  for  oppmalte,  proteinholdige  frø.  I  forkant  av  ekstraheringen  ble  det 
 tillaget to løsninger kalt Carrez I og Carrez II. Carrez I løsning ble laget ved å løse opp 3,60 g 
 kalium  hexacyanoferrat  (VWR  Chemicals,  USA)  i  100  mL  destillert  vann,  mens  Carrez  II 
 løsning ble tilberedt ved å løse opp 4,49 g sinksulfat monohydrat (Honeywell Fluka, Germany) 
 i 100 mL destillert vann. Ekstraheringen ble utført ved å tilsette 6 mL etanol (96%) til 1,00 g 
 utveid prøvemateriale i en målekolbe, som  ble satt i kokende vannbad i 20 minutter. Det ble 
 ikke  benyttet  replikater  under  prøveopparbeidelsen.  Deretter  ble  det  tilsatt  30  mL  destillert 
 vann, 3 mL Carrez I løsning, 3 mL Carrez II løsning og 6 mL 100 mM NaOH. Målekolben ble 
 tilsatt  destillert  vann  til  et  volum  på  50  mL.  Løsningen  ble  filtrert  ved  bruk  av  filterpapir 
 (Disposable  syringe  filter  unit,  Advantec  MFS,  Inc.,  Japan),  og  filtratet  ble  benyttet  som 
 prøvemateriale i analysen.  


For å gi best mulige resultat burde mengden raffinose i hver reaksjon ligge mellom 12-250 µg, 
noe  som  tilsvarer  en  raffinosekonsentrasjon  på  0,2-1,25  g/L  i  prøveekstraktet.  For  noen  av 
prøvene var det nødvendig å fortynne filtratet for å komme innenfor denne konsentrasjonen, og 
disse prøvene ble fortynnet med destillert vann.  
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 For å analysere innhold av raffinose + fritt D-galaktose og fritt D-galaktose i prøvene ble hver 
 prøve analysert for disse komponentene separat, hvor analysen av raffinose ble tilsatt enzymet 
 α-galaktosidase i tillegg. Analysen ble utført i 2,5 mL UV-kyvetter (Brand GMBH + Co KG, 
 Germany). Det ble benyttet blanke prøver for henholdsvis raffinose + fritt D-galaktose og fritt 
 D-galaktose under analysering av prøvene. Prøvene og blanke prøver ble analysert i duplikater. 


Reagensene som medfulgte kitet ble tilsatt til prøvene i bestemt rekkefølge og i bestemte volum. 


Prøvene  ble  målt  i  spektrofotometer  (UV-160A  UV-visible  recording  spectrophotometer, 
 Shimadzu Europa GMBH) ved 340 nm både før og etter terminert reaksjon. Etter første måling 
 av absorbans ble den endelige reaksjonen påbegynt ved å tilsette D-galaktose dehydrogenase + 
 galaktose mutarotase suspensjon til alle prøvene, før de ble  inkubert ved 40°C  i  varmeblokk 
 (Thermolyne  Type  17600  Dri-Bath,  Barnstead/Thermolyne,  USA)  i  20  minutter.  Etter 
 inkuberingen  ble  prøvene  målt  spektrofotometrisk  med  jevne  mellomrom  helt  til 
 absorbansverdiene sluttet å øke og mer eller mindre stabiliserte seg. Ved dette tidspunktet var 
 reaksjonen  antatt  terminert.  Prøvene  ble  inkubert  i  varmeblokken  ved  40°C  mellom  hver 
 måling.  For  nærmere  beskrivelse  av  hvordan  analysen  ble  utført  henvises  det til  protokollen 
 (Megazyme, 2018).  


For  beregning  av  fritt  D-galaktose  og  raffinose  i  prøvene  ble  det  først  beregnet 
 absorbansdifferanse  mellom  første  og  andre  måling  av  absorbans,  det  vil  si  før  og  etter 
 reaksjonen.  Absorbansdifferansen  for  de  blanke  prøvene  ble  deretter  subtrahert  fra 
 absorbansdifferansen  for  de tilhørende  prøvene. Begge  disse  utregningene  er  vist  i  formelen 
 nedenfor.  


ΔA = (A2-A1)prøve – (A2-A1)blank 


ΔAraffinose + fritt D-galaktose ble beregnet fra prøven «raffinose + fritt D-galaktose», mens ΔAfritt D-
 galaktose ble beregnet fra prøven «fritt D-galaktose».    


ΔAraffinose ble beregnet ved hjelp av følgende formel vist nedenfor.       


ΔAraffinose = ΔAraffinose + fritt D-galaktose - ΔAfritt D-galaktose  


For å beregne konsentrasjon av fritt D-galaktose og raffinose i prøvene ble følgende formel 
 benyttet: 


c = V ∗ mw


ε ∗ d ∗ v∗ ΔA ∗ F       [g L⁄ ] 
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V = sluttvolum = 2,62 mL. Mw = molekylvekt til komponenten (D-galaktose/raffinose) 
 (g/mol). ε = ekstinksjonskoeffisient til NADH ved 340 nm = 6300 (x mol-1 x cm-1). d = lysvei 


= 1 cm. v = prøvevolum = 0,2 mL. ΔA = ΔAraffinose for raffinose og ΔAfritt D-galaktose for fritt D-
 galaktose. F = fortynningsfaktor for prøveekstraktene.  


For å regne om konsentrasjon av fritt D-galaktose og raffinose til innhold i g/100g ble formelen 
 nedenfor benyttet, hvor beregnet konsentrasjon av fritt D-galaktose og raffinose ble satt inn for 
 å beregne innhold av henholdsvis fritt D-galaktose og raffinose.  


Innhold =  c [g L]⁄


vektprøve [g L]⁄  *100      [g/100g] 


Selv  om  det  regnes  ut  raffinoseinnhold  i  prøven  vil  dette  innholdet  være  overestimert  siden 
 andre  α-galaktosider  i  prøven  som  stakyose  og  verbaskose  også  vil  hydrolyseres  og  frigi  D-
 galaktose. Siden belgvekster ofte har et betydelig innhold også av stakyose og verbaskose vil 
 derfor  raffinoseinnholdet  overestimeres  ved  denne  metoden.  I  denne  oppgaven  er 
 raffinoseinnholdet derfor valgt å betegnes som innhold av galaktosyl-sukrose oligosakkarider. 


Raffinoseinnholdet er utregnet på bakgrunn av molekylvekten til raffinose (504,5 g/mol), men 
 stakyose og verbaskose har en del høyere molekylvekter enn raffinose på henholdsvis 666,6 og 
 828,7 g/mol. Selv om det ikke blir helt sammenlignbart å benytte molekylvekten til raffinose 
 for å beregne  innhold av GOS er det  nok en tilnærming som kan gi et omtrentlig estimat av 
 faktisk GOS-innhold i prøvene.  



3.4  Analyse av proteinløselighet  


I forkant av analyser av trypsininhibitorer ble det målt proteinløselighet i prøvene ved hjelp av 
 Thermo  Scientific  Pierce  Micro  BCA  Protein  Assay  Kit  (Thermo  Fisher  Scientific,  USA). 


Micro BCA Protein Assay Kit er en metode for kolorimetrisk detektering og kvantifisering av 
 totalt protein. Metoden bruker bionchoninsyre (BCA) til å detektere Cu+ som dannes når Cu2+


reduseres av protein under basiske betingelser. To molekyler av BCA vil danne et  lillafarget 
kompleks med enverdig kobberion. Komplekset gir høy absorbans ved 562 nm som øker lineært 
med  økende  proteinkonsentrasjon.  Ved  hjelp  av  en  standardkurve  basert  på  kjente 
proteinkonsentrasjoner av bovint serumalbumin (BSA) kan det beregnes proteinkonsentrasjon 
i proteinholdige prøver (Micro BCA Protein Assay Kit).   
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 Hensikten  med  å  måle  proteinløselighet  i  prøvene  var  å  beregne  den  faktiske 
 proteinkonsentrasjonen  i  ekstraheringer  av  prøvene.  Det  var  nødvendig  å  vite 
 proteinkonsentrasjon  i  ekstraheringene  av  de  ulike  prøvene  til  analyse  av  trypsininhibitorer, 
 hvor  en  bestemt  mengde  protein  skulle  benyttes  i  hver  reaksjon.  For  fullstendig  beskrive  av 
 fremgangsmetoden henvises det til Thermo Fisher Scientific.  


Til  prøveopparbeidelse  ble  det  tillaget  buffer  bestående  av  50  mM 
 Tris(hydroxymethyl)aminomethane (TRIS, Trometamol) (VWR Chemicals) og 750 mM NaCl 
 (Merck KGaA). Bufferen ble tilsatt konsentrert HCl til det ble oppnådd en pH på 8,76.  


Det ble beregnet mengde prøvemateriale som ville gi en proteinkonsentrasjon på 10 mg/mL i 3 
 mL buffer. Beregningen var basert på tidligere analyser av proteininnhold i prøvene. Hver prøve 
 ble  veid  ut  i  5  mL  eppendorfrør  (Eppendorf  AG,  Germany)  i  duplikater,  og tilsatt  3  mL  av 
 ovennevnte buffer. Rørene ble sentrifugert i sentrifuge (Beckman J2-MC Centrifuge, USA) ved 
 10 000 rpm i 10 minutter. Deretter ble 2 mL av supernatanten overført til et nytt eppendorfrør 
 og sentrifugert på nytt under samme betingelser. 1,5 mL av supernatanten ble så overført til et 
 nytt eppendorfrør og fortynnet 500x med destillert vann. Dette ville gi en proteinkonsentrasjon 
 på 0,02 µg/µl = 20 µg/mL i prøvene. De fortynnede prøvene ble benyttet som prøvemateriale 
 under analysen.  


Det ble tillaget ni standardløsninger med ulik proteinkonsentrasjon (0, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10, 20, 
 40 og 200 µg/mL) av  BSA.  Micro BCA  Working Reagent ble  tillaget ved å blande sammen 
 Micro BCA Reagent MA, Micro BCA Reagent MB og Micro BCA Reagent MC i  forholdet 
 25:24:1 samme dag som løsningen ble benyttet.  


Analysen  ble  utført  i  mikroplater  (Thermo  ScientificTM  NuncTM  MicroWellTM  96-Well 
 Microplates,  Nunc,  Denmark),  hvor  det  ble  benyttet  6  replikater  per  prøve.  De  fortynnede 
 prøvene ble pipettert i sine respektive brønner og tilsatt working reagent. Tilsvarende ble gjort 
 for standardløsningene, hvor det ble benyttet tre replikater per standardløsning. Mikroplaten ble 
 inkubert  ved  37°C  i  to  timer  i  inkuberingsskap  (Termaks,  Norway),  og  deretter  avkjølt  til 
 romtemperatur. Mikroplaten ble målt i spektrofotometer (Spectramax M2, Molecular Devices, 
 USA) ved 562 nm.  


Til resultatbehandling ble det laget en standardkurve ved hjelp av standardløsningene som viste 
sammenhengen mellom absorbans og BSA-konsentrasjon. Standardkurven ble videre benyttet 
til å beregne proteinkonsentrasjon og -løselighet i prøvene.     



(36)26 



3.5  Analyse av trypsininhibitorer  


Prøvene ble analysert for trypsininhibitorer ved hjelp av Protease Activity Assay Kit (Abnova, 
 Taiwan).  Metoden  kan  benyttes  til  å  undersøke  proteaseaktivitet  i  prøvematerialer.  Metoden 
 benytter et rødt fluorescerende kaseinkonjugat som fungerer som substrat for et bredt spekter 
 av proteaser, deriblant trypsin og chymotrypsin. Når substratet er intakt vil kaseinet være sterkt 
 merket  med  et  fluorogen  som  vil  redusere  fluorescensintensiteten  betydelig  på  grunn  av 
 quenching.  Proteasekatalysert  hydrolyse  av  substratet  vil  frigi  den  fluorescensreduserende 
 effekten  ved  at  det  dannes  sterkt  fluorescerende,  korte  peptider.  Økningen  i 
 fluorescensintensitet er direkte proporsjonal med proteaseaktiviteten, og signalet kan leses av 
 ved  Ex/Em  =  540/590  nm  (Abnova).  Tilstedeværelse  av  trypsininhibitorer  vil  gi  redusert 
 proteaseaktivitet og følgelig redusere fluorescensintensiteten.       


Til  prøveopparbeidelse  ble  det  utveid  en  mengde  prøvemateriale  som  ville  gi  en 
 proteinkonsentrasjon på 2 µg/mL i 3 mL buffer. Det ble benyttet samme buffer som ble brukt 
 under  analysering  av  proteinløselighet.  Etter  tilsetning  av  buffer  ble  prøvene  ristet  på 
 risteapparat (Biosan  OS-10  Orbital  Shaker,  Biosan,  Latvia)  i  én  time  ved  romtemperatur. 


Prøvene ble videre opparbeidet som beskrevet under analyse av proteinløselighet, bortsett fra 
 at den siste supernatanten ikke ble fortynnet, men ble benyttet direkte som prøvemateriale under 
 analysen. Hver prøve ble ekstrahert i duplikat.   


Det ble benyttet tre proteinmengder av hver prøve under analysen, henholdsvis 40, 80 og 160 
µg protein per reaksjon. De ekstruderte prøvene og havrefiber fikk imidlertid beregnet en lav 
proteinløselighet, slik at det kun ble benyttet to proteinmengder under analysen. Tabell 3 viser 
oversikt over hvilke proteinmengder av de ulike prøvene som ble benyttet under analysen.    
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Tabell 3. Oversikt over hvilke proteinmengder av de ulike prøvene som ble benyttet under analyse av 
 trypsininhibitorer.  


Proteinmengder (µg)  Prøver 


40, 80 og 160  WP, DP, HP, WP-FF, WP-CF, DP-FF, DP-CF, WB, DB, 
 HB, WB-FF, WB-CF, DB-FF, DB-CF, HM-HSNA. 


40 og 80  HSNA-1-160, HSNA-2-160, HSNA-3-160, HSNA-9-150, 
 HSNA-10-160, HSNA-11-160, havrefiber. 


20 og 40  HSNA-4-170, HSNA-5-170, HSNA-6-174.5, HSNA-7-
 145.9, HSNA-8-150. 


Prøvene ble analysert ifølge protokoll B som undersøkte proteaseinhibitorer i prøvematerialet 
 ved  hjelp  av  renset  enzym,  som  står  beskrevet  i  instruksjonene  fra  Abnova.  Det  henvises  til 
 protokoll B fra Abnova for nærmere beskrivelse av hvordan analysen ble utført.  


Trypsin  ble  benyttet  som  protease  under  analysen,  og  ble  fortynnet  etter  protokollen  til  en 
 enzymkonsentrasjon  på  0,1  U/µl.  I tillegg  til  analyse  av  prøvene  ble  det også  benyttet  ulike 
 kontroller, henholdsvis proteinkontroll, positiv kontroll, negativ kontroll og substratkontroll.  


Til proteinkontroll ble det benyttet BSA (Sigma Life Science) som ble oppløst i Milli-Q vann 
 til  en  konsentrasjon  på  3,2  µg/µl.  Proteinkontroll  ble  benyttet  for  å  undersøke  om 
 tilstedeværelse  av  protein  vil  fungere  som  et  ekstra  substrat  i  reaksjonen  og  derfor  påvirke 
 måling av proteaseaktivitet, selv om det ikke er proteaseinhibitorer tilstede. Det ble benyttet 50 
 µl  proteinløsning  i  hver  brønn,  noe  som  ga  en  proteinmengde  på  160  µg  per  reaksjon  i 
 proteinkontrollbrønnene.  Positiv  kontroll  var  tilsatt  1x  assay  buffer,  trypsinløsning  og 
 proteasesubstratløsning, og er forventet å gi maksimal proteaseaktivitet da det ikke er tilsatt noe 
 som skal kunne  inhibere trypsin. Det ble  også  benyttet  negativ kontroll som  var tiltenkt å gi 
 maksimal  inhibering  av  proteaseaktivitet,  og  dermed  gi  en  slags  minimumsverdi  for 
 proteaseaktivitet.  Til  negativ  kontroll  ble  enzyminhibitoren  Pefabloc  (Pefabloc®  SC  76307, 
 Sigma-Aldrich/Merck  KGaA,  Germany)  benyttet,  og  det  ble  tilsatt  ca.  300  µg  Pefabloc  per 
 brønn for å sikre maksimal inhibering. Substratkontroll ble også benyttet, hvor det kun ble tilsatt 
 1x assay buffer i brønnene, i tillegg til proteasesubstratløsning. Substratkontroll benyttes som 
 blank, og det forventes ingen fluorescens fra disse brønnene.  


Alle  brønnene,  både  med  prøvemateriale  og  de  ulike  kontrollene,  ble  tilsatt  1x  assay  buffer, 
trypsinløsning og proteasesubstratløsning, bortsett fra substratkontrollene som ikke ble tilsatt 
trypsin. Det ble  benyttet seks replikater av  hver prøve  med ulik proteinkonsentrasjon, og tre 
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