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SAMMANFATTNING

Surdegsbrod har genom historien ansetts som ett mer naringsrikt brod &n bréd bakat pa
bagerijast och har &ven visat sig ha lagre inverkan pa blodsockerhalten. Syftet med studien ar
att analysera forekomsten av utvalda organiska syror, syrornas eventuella paverkan pa
starkelsehydrolysen och deras inverkan pa hydrolytiskt index (HI) hos surdegsbréd. Surdegs-
kulturer startades pa enbart rag- och vetemjol, dar honung tillsatts som sockerkalla till ett fatal
av kulturerna, varefter de analyserades kvalitativt och kvantitativt med HPLC. Resultaten
visade hdga halter mjélksyra och attiksyra, samt propionsyra i kulturerna. Surdegsbrod bakades
pa en industriellt framstalld kultur med hoga halter av propionsyra, samt tre egentillverkade
kulturer, dar en kultur var baserad helt pa ragmjol, en pa vetemjol och till sist en 50/50-kultur.
Surdegsjasningen skedde i tre stadier i; surdegskulturen, férdegen och degen som sedan
graddades. Broden bakades enligt samma grundrecept, baserat endast pa vetemjol. En in vitro
modell anvéndes for att simulera mag-tarmkanalen dar nedbrytningen av stéarkelse till maltos
skedde. Utifran maltoskoncentrationerna fran in vitro forsoken beraknades ett HI for respektive
surdegsbrod. Som referens anvéndes ett vitt brod bakat med bagerijast. Undersékningen visade
enbart signifikant skillnad da 50/50-surdegsbrodet jamfordes med referensbrodet, rdg- och
vetesurdegsbrodet, samt att HI minskade kraftigt for surdegsbroden i jamforelse med referens-
brédet. Resultatet fran studien visar att brod bakade pa surdegskultur gjord av bade rag- och
vetemjol ger lagre HI jamfort med brod bakade pa ragsurdegskultur.



ABSTRACT

Organic acids and their impact on hydrolytic index for sourdough bread

- Starch hydrolysis in the gastrointestinal tract simulated through an in vitro model

In history, sourdough bread has been considered more nutritional than bread baked from
conventional yeast, and has also indicated a lower impact on the blood glucose. The aim of the
study is to analyse the presence of pre-defined organic acids, their possible influence on starch
hydrolysis and their effect on the hydrolytic index (HI) in sourdough bread. Sourdough starters
were made only of rye and wheat flour and honey was added as a sugar source in some of the
starters, whereafter they where all analysed both qualitatively and quantitatively through a
HPLC. The results showed high amounts of lactic, acidic and propionic acids in the starters.
Sourdough breads were produced from one industrial starter with a high concentration of
propionic acid, and from three of the home made sourdough starters, where one was fully based
on rye flour, one consisted of wheat flour and the last one were a 50/50-starter. The fermentation
was a process of three steps in; the sourdough starter, the predough and the final bread dough.
All breads were made from the same recipie, with wheat flour as a base. An in vitro model was
used for simulation of the gastrointestinal tract where the degradation of starch into maltose
occurs. A value of HI for each sourdough bread were calculated from the maltose
concentrations in the in vitro studies, where a white bread made with bakers yeast was used as
a reference. The only significant difference noted in the study was when the 50/50-sourdough
bread was compared to the reference together with the rye and wheat breads. It was also
concluded that HI was lower in the sourdough breads compared to the reference bread. The
results from this study indicates that bread made from a sourdough based on both rye and wheat
flour gives a lower HI compared to a bread based on a rye sourdough. The study shows that
lactic and acetic acid contributes to a lower rate of the starch hydrolysis and a lower HI when
present in bread.
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1 INLEDNING

Intaget av socker (sackaros) och andra sockerarter, sasom glukos och fruktos, har under
de senaste 50 aren 6kat markant, vilket huvudsakligen anses hora samman med landers
véxande BNP och urbanisering (Popkin och Nielsen, 2003). En annan bidragande faktor
ar att bade livsmedelsindustri och konsumenter gradvis forandrat sina forhallningssatt till
socker. Det 6kande sockerintaget har visat sig kunna leda till beroende pa langre sikt
(Avena et.al., 2005; Erlanson-Albersson, 2005). Sockerberoende uppstar bland annat
eftersom intaget regleras genom positiv aterkoppling i hjarnan da en sockerart finns
narvarande. Detta resulterar i att sockerbehovet dkar, kroppen vill ha mer, i motsats till
en negativ aterkoppling da hjarnan signalerar att det tidigare intaget var
tillrackligt. Frekvent intag av sockerinnehdllande livsmedel leder aven till stora och
upprepade variationer i blodsockerhalten Gver tid, nagot som utgor en stor pafrestning for
kroppen (Rasmussen, 2012). Med tiden bidrar detta till fysisk ohalsa, vanligen i form av
fetma och typ 2-diabetes som blir allt mer vanligt forekommande i dagens samhalle (Guh
et al., 2009; Norberg och Danielsson, 2012). Att hitta kostalternativ som kan motverka
den negativa sjukdomstrenden och sockerberoendet ar darfor av hog prioritet.

En viktig del i forandringsarbetet &r att minska konsumtionen av bréd som innehaller
lattillgangliga sockerarter. Dessa brod bakas idag pa bagerijast som ar framtagen for att
ge kort jastid vilket effektiviserar bakningen. Jasning genererar porositet vilket ger brodet
volym. Bagerijasten bidrar dven till att det blir lattare att garantera ovan ndmnda kvaliteer,
samt samma storlek hos alla bréd som bakas (Cappelle et al., 2013). Samtidigt som
bagerijasten etablerade sig pa marknaden fasades den tidigare konsumtionen av
surdegsbrod ut i Europa. Undantag ar bland annat Tyskland, Finland och Danmark som
aven idag anvander samma naturliga surdegsteknik dven industriellt (Josephsen och
Jespersen, 2004). Surdegsbrodet har genom historien, bland annat av forfattaren Plinius
den dldre, ansetts vara mer naringsrikt (Cappelle et al., 2013) &n brod bakad pa bagerijast,
nagot som aven senare forskning kunnat bevisa (Corsetti och Settanni, 2007).

| jamforelse med brod som bakats med bagerijast medfor surdegsbrod lagre inverkan pa
blodsockerhalten (De Angelis et al., 2009). En faktor som visats bidra till lagre
blodsockerpaverkan ar forekomsten av organiska syror, vanligen mjolksyra och attiksyra,
som bildas naturligt vid surdegsfermentering eller tillsatts vid bakningen (Liljeberg et al.,
1995; Liljeberg och Bjorck, 1998). Attiksyra har visat sig sidnka hastigheten med vilken
maten lamnar magsacken, vilket bidrar till jamnare upptag av sockerarter fran tarmen
(Liljeberg och Bjorck, 1998). Tillsats av propionsyra har visat sig paverka
matsmaéltningen genom samma mekanism (Liljeberg et al., 1995). Forekomsten av
mjolksyra i brodet har samma effekt pa blodsockerhalten som éattiksyra och propionsyra.
Detta anses bero pa mjolksyrans inhiberande inverkan pa de verksamma enzymen i
starkelsehydrolysen, vilket sédnker nedbrytningshastigheten av stérkelse och darmed
upptaget av glukos i blodet.



Flera tidigare studier (Jenkins et al., 1986; Foster-Powel et al., 2002) har &ven visat att
produkter innehallande ragmjol ger lagre blodsockerpaverkan an livsmedel producerade
med vetemjol. Ragbrod har dessutom visat sig vara en béttre kalla till antioxidativa
foreningar och B-vitaminer, dar férekomsten av dessa okar ju hogre fullkornshalt mjolet
har (Michalska et al., 2007; Martinez-Villaluenga et al., 2009).

Med alla dessa egenskaper i atanke utgor surdegsbrodet ett halsosammare alternativ bland
de jasta broden och kan darfor spela en viktig roll for att minska intaget av lattillgangliga
sockerarter.

1.1 Syfte

Projektet syftar till att undersoka inverkan av de organiska syrorna mjolksyra, attiksyra
och propionsyra pa starkelsehydrolysen och det hydrolytiska indexet hos surdegsbrod.
Hydrolytiskt index for brod bakade med surdegskulturer av rag- och vetemijol ska
jamforas med varandra, samt med ett brod bakat pa vetemjol och jast.

1.2 Avgransningar

| detta projekt bestar surdegskulturerna endast av sadesslagen vete och rag och sotning av
kulturerna sker enbart med honung. For att isolera den effekt surdegskulturerna har pa
egenskaperna hos det fardiga brodet, bakas broden med vetemjol for att utesluta eventuell
paverkan av de olika mjolblandningarna. Brodbakning sker endast pa ett urval av de
initiala surdegskulturerna for att kunna genomfoéra mer utforlig fortsatt analys. Eftersom
studiens fokus &r att jamfora starkelsehydrolysen av broden, fyller analys av till exempel
smak, konsistens och utseende hos bréden ingen funktion.

De faktorer som bidrar mest till egenskaperna hos surdegskulturen &r vilka
mikroorganismer som finns narvarande samt hur de interagerar. Dessa tva faktorer
paverkar bland annat vilka organiska syror som produceras vid fermentering. Studien
kommer dock inte kartlagga forekomst av, eller forhallandet mellan de involverade
mikroorganismerna.

2 TEORETISK BAKGRUND

Surdegskulturer gors pa mjol och vatten, dar mjolksyrabakterier och jastsvampar i mjolet
gor att blandningen fermenterar spontant. Surdegsjasning sker i surdegskulturen,
fordegen och degen som anvands for bakning. Balansen mellan mikroorganismerna under
fermenteringen ar avgdrande for produktionen av organiska syror, samt funktionen hos



dessa. | mjolet finns polysackarider i form av starkelse som i kroppen bryts ned till enkla
sockerarter och tas upp i blodet. Stérkelsehydrolysen sker framfor allt i tarmen och kan
simuleras med en in vitro modell. Hastigheten av starkelsehydrolysen kan beddmmas med
hydrolytiska index (HI).

2.1 Surdegskultur och mikroorganismer

Surdegskulturer gors vanligtvis av vete- och/eller ragmjol och vatten, med mojlig tillsatts
av till exempel honung, socker, russin eller &pple som sockerkalla (Minervini et al., 2011;
Johansson, 2012; Corsetti, 2013). Blandningen jaser spontant av mjolksyrabakterier
(lactobaciller) och jastsvampar som finns naturligt i mjolet (Corsetti, 2013). Redan
omkring ar 2000 f.Kr. upptackte egyptierna att surdegsjasta brod 6kade i volym, vilket
resulterade i luftiga och latta brod efter graddning (Cappelle et al., 2013).

Faktorer som paverkar surdegskulturens jasningsformaga ar omgivningens temperatur,
jasningstid, mjolsort, naringstillgang, pH-varde, vattenkoncentration samt forekomsten
av antimikrobiella dmnen (Sievert et al., 2007). Dessa faktorer paverkar
forokningshastigheten av mjolksyrabakterier och jastsvampar, samt vilka specifika
stammar som utgor surdegskulturen. Detta paverkar produktionen av koldioxid,
organiska syror och andra metaboliter, vilket ger brddet bra struktur och sensoriska
egenskaper samt langre hallbarhet (Corsetti, 2013).

Mjolksyrabakterier producerar organiska syror vilket sanker pH-vardet i surdegskulturen
medan jast framst svarar for jasningen genom att frigora koldioxid (Sievert et al., 2007).
Den sura miljon, dar pH-vardet ligger mellan 4,0 och 4,6 (Sievert et al., 2007), skyddar
surdegskulturen fran mogelangrepp. Mjolet fungerar som en bra buffert vilket hindrar
pH-vérdet fran att sjunka under 3,7 da forruttnelsebakterier tar 6ver. Hittills har fler &n
55 arter av mjolksyrabakterier identifierats i surdegskulturer dar majoriteten &r
heterofermentativa (Huys et al., 2013). Homofermentativa lactobaciller producerar endast
en fermentationsprodukt, mjolksyra, medan heterofermentativa lactobaciller producerar
ett flertal fermentationsprodukter, sa som koldioxid, attiksyra och etanol (Madigan et al.,
2012).

Vid tillverkning av surdegsbrod sker jasning i tre stadier; i surdegskulturen, fordegen och
degen som sedan ska anvandas for bakning (Sievert et al., 2007). Efter ett tag blir
naringen begrénsande for organismerna i kulturen, darfor kravs tillforsel av nytt mjol med
jamna mellanrum. Organismerna i surdegskulturen producerar i regel mindre koldioxid
an kommersiell jast. Jasningstiderna vid framstéllning av surdegsbréd ar darfor ofta
langa, i storleksordning av flera timmar. Ibland tillsatts dven bagerijast for att paskynda
jasningsprocessen. For nérvarande finns olika kommersiella beredningar av stabiliserade
surdegskulturer tillgangliga pa marknaden (Corsetti, 2013).



2.2 Starkelsehydrolys under matspjalkningen

Starkelse ar en polysackarid som forkommer i néstan alla vaxter, sarskilt i spannmal,
rotfrukter och omogna frukter. Huvudfunktionen hos starkelsen ar att lagra energi i
vaxterna i form av glukos (Mathews et al., 2013). Starkelsen lagras i cellerna i form av
granuler som kan variera i storlek, form och komposition (Preiss, 2004).
Polysackariderna amylos och amylopektin utgér de tva huvudkomponenterna i starkelse.
Amylos och amylopektin dr bada polymerer av a-D-glukos men har olika typer av
bindingar mellan glukosenheterna (Preiss, 2004; Mathews et al., 2013). Amylos &r en
linjar polymer som endast innehaller a-1,4-bindningar medan amylopektin &r en
forgrenad polymer som férutom a-1,4-bindningar dven innehéller a-1,6-bindningar.

| kroppen pabdrjas nedbrytningen av livsmedel i munnen genom mekanisk bearbetning
da maten tuggas (Jackson och McLaughlin, 2009). Detta gor att matspjalkningsenzym
lattare kommer &t att bryta ned maten. I saliven finns enzymet a-amylas som utsondras
av spottkortlarna. a-amylas borjar bryta ned stérkelse till disackarider, trisackarider,
oligosackarider samt dextriner, genom hydrolys av a-1,4-bindningarna . Endast en liten
del av polysackariderna bryts dock ned av a-amylas fran saliven.

| magsécken fortsétter den mekaniska nedbrytningen genom att maten knadas med hjalp
av muskelsammandragningar (Jackson och McLaughlin, 2009). Salivens a-amylas
inaktiveras nar det nar den sura miljon i magsacken (Hinsberger och Sandhu, 2004). De
delvis nedbrutna polysackariderna, samt aven fetter och proteiner, bildar tillsammans med
magsaften en valling, kallad chymus, som successivt sldpps ut i doudenum
(tolvfingertarmen) (Jackson och McLaughlin, 2009). Dér neutraliseras magsyran av
natriumvatekarbonat som utséndras av celler i kanalen till pancreas (bukspottkorteln)
samt av kortlar i doudenum. De resterande polysackariderna hydrolyseras i doudenum av
a-amylas som utsondras fran pancreas.

Absorptionen av socker sker huvudsakligen i jejunum (tomtarmen) (Jackson och
McLaughlin, 2009). Denna ar kraftigt veckad och tackt av fingerliknande utskott kallade
villi, vilka i sin tur ar beklddda med utskott kallade mikrovilli. Utskotten medfor att en
mycket storre yta blir tillganglig for absorption av naringsamnen. For att mojliggora
upptag behover starkelsen brytas ned ytterligare, forst till disackarider (maltos) och
darefter till monosackarider (glukos). Glukos kan darefter absorberas av enterocyterna,
cellerna i tarmutskottens epitel. Nedbrytningen sker med hjélp av de membranbundna
enzymen sukras, isomaltas och glukoamylas som forekommer i bade doudenum och
jejunum (Levin, 1994; Hinsberger och Sandhu, 2004).

Glukos tas upp i cellerna genom transportproteinet natrium-glukos-transportprotein-1
(SGLT1) vilket ar lokaliserat i enterocyternas apicala membran (Levin, 1994; Wood och
Trayhurn, 2003; Jackson och McLaughlin, 2009). Transporten drivs av en
koncentrationsgradient med natrium &ver plasmamembranet. Tva natriumjoner
transporteras in i cellen for varje glukosmolekyl. Natriumjonerna pumpas tillbaka ut ur
cellerna med ATP-drivna natriumpumpar och darmed uppratthalls natriumgradienten.



Glukosmolekylerna lamnar passivt enterocyterna genom transportproteinet GLUT2 i de
basala membranen och tas upp i blodet.

2.3 In vitro modellen

Hydrolys av starkelse i kroppen kan studeras genom en in vitro modell som simulerar
mag-tarmkanalen och dess funktioner. En in vivo studie ar mer 6nskvard men &r bade dyr
och tidskrdvande. En forsta in vitro modell 6ver mag-tarmkanalen togs fram av Jenkins
et al. 1982 och har sedan dess modifierats och anpassats beroende pa vad som ska
utvarderas. Pa senare tid har standardiserade modeller efterstravats (Minekus et al., 2014)
dar modellen ska kunna anpassas efter vilken typ av livsmedel och vad som utvarderas
med sa lite variation av modellen som mdjligt. En in vitro modell togs fram av Brennan
och Tudorica (2008) som simulerar digestionen av pasta och ar den modell som anvénds
i den hér studien da brod &r ett livsmedel med relativt lik starkelsemangd som pasta.

En validering av tidigare in vitro modeller har gjorts for att utvardera tillforlitligheten
mellan in vivo och in vitro (Tharakan, 2010) och har anvénds for att utvardera modellen
anvand i den hér studien. Modellen som anvéands inleds med simulering av tuggning
genom malning av bréden, men utan tillsats av salivamylas. Déarefter simuleras mag-
tarmkanalen, ett mycket komplext system, uppdelat i ett magsteg och ett tarmsteg. |
magsteget tillsatts enzymet pepsin, som utséndras i magsacken vid fortaring, och
hydrolyserar peptidbindingarna i proteinerna i fodan (Jackson och McLaughlin, 2009). I
mag-tarmkanalen varierar pH-vérdet och modellen efterliknar dessa forandringar genom
att pH justeras till 4 vid borjan av digestionen och till 2 efter 30 minuter genom tillsats av
saltsyra.

Tarmssteget inleds efter ytterligare 30 minuter genom att pH-vardet justeras till 7 med
natriumhydroxid. Pepsinet inaktiveras da, och enzymet a-amylas tillsatts for fortsatt
nedbrytning av starkelse. Tunntarmen &r ansvarig for i nastan allt naringsupptag och har
individvarierarande matt, 2,5-4 cm i bredd och ungefar 6 m i langd (Tharakan, 2010). |
tarmsteget simuleras tunntarmen med hjalp av ett semi-permeabelt dialysmembran, med
diametern 16 mm, vilket skapar en barriar mellan membranets innehall och den
omgivande vatskefasen. Tarmvaggens komplexitet ar svar att simulera da
naringsupptaget inte enbart sker genom passiv diffusion. Det anvénda dialysmembranet
efterlikar endast cellvdggen men &r ett relativt bra substitut, och orsakar ett liknande
motstand, vilket gor masstransporten trovardig (Tharakan, 2010). Den mekaniska
bearbetningen i tarmen simuleras i modellen av en svag, kontinuerlig skakning och tre
stycken glaskulor (Brenna och Tudorica, 2008) inuti dialysmembranet som fordelar
innehallet jamnt och underlattar nedbytningen.



2.4 Glykemiskt och hydrolytiskt index

Glykemiskt index (Gl) introducerades av Jenkins et al. (1981) for att klassificera olika
kolhydratinnehallande livsmedel utefter deras inverkan pa blodsockret. Detta kan
illustreras grafiskt i en blodsockerkurva som visar blodsockerhaltens utveckling éver tid.
Det glykemiska indexet definierades som arean under blodsockerkurvan efter intaget av
ett livsmedel, som en procentandel av arean efter intag av samma méangd kolhydrater i
form av en glukoslésning (Jenkins et al., 1981). Kolhydraterna i ett livsmedel med ett
hogt GI bryts ned och absorberas snabbt vilket ger en hog blodsockerniva medan ett
livsmedel med ett lagt Gl har mindre inverkan pa blocksockret (Foster-Powell et al.,
2002). Bade glukosldsning och vitt brod kan anvandas som referens vid bestamning av
ett livsmedels Gl-vérde (Gofi et al., 1997; Foster-Powell et al., 2002). Gl-vérdet satts till
100 for den produkt som anvands som referens.

Hydrolytiskt index berédknas genom att anvdnda en in vitro metod fér bedémning av
hastigheten pa starkelsehydrolysen av ett livsmedel (Granfeldt et al., 1994; Hettiaratchi
et al., 2012). En del studier har visat en signifikant korrelation mellan hydrolytiskt index
och glykemiskt index (Granfeldt et al., 1992; Granfeldt et al., 1994; Goiii et al., 1997;
Hettiaratchi et al., 2012). Detta innebdr att det hydrolytiska indexet kan ge en bra
uppskattning av det glykemiska indexet, och darmed ett livsmedels inverkan pa
blodsockret. HI berdknas fran arean under hydrolyskurvan for ett livsmedel som en
procentandel av motsvarande area for ett vitt referensbrod (Granfeldt et al., 1994;
Akerberg et al., 1998a). HI for det vita referensbrodet satts darmed till 100.

2.5 Frystorkning for bevaring av mikroorganismer

Tillvéxten av mikroorganismer kan kontrolleras genom frystorkning, vilket ar den mest
skonsamma torkningsmetoden (Madigan et al., 2012). Vid frystorkning torkas produkten
i fryst tillstand under vakuum, genom att isen sublimerar (Hallstrom, 2014). Frystorkning
ar en av de mest framgangsrika metoderna for att bevara bakterier, jast och sporbildande
svampar (Nyanga et al., 2012). Metoden nyttjas framst for lagring och frakt, samt for att
hélla mikroorganismer livsdugliga under langre tidsperioder.

Under ogynnsamma forhallanden, vid till exempel extrema temperaturer, torka eller
naringsbrist, bildar manga prokaryoter och svampar sporer for att uthirda de
ofdrdelaktiga tillvéxtbetingelserna (Madigan et al., 2012). Sporer kan ses som ett vilande
stadie for en organism, vilken kan forbli inaktiv i flera ar. Aktivering kan dock ske genom
att sporerna varms en kortare stund i en subletal temperatur, som endast i langre
tidsintervall ar skadligt. Vid tillsats av naringdmnen borjar sporerna sedan véxa. N&r
frystorkade surdegskulturer anvéands vid bakning kravs darfor ateraktivering av
mikroorganismerna i kulturen genom férjasning innan surdegskulturen kan anvandas
(Génzle och Gobbetti, 2013).



3 METOD

Sex stycken egenproducerade surdegskulturer ingick i studien. Utver dessa analyserades
aven fyra stycken industriellt tillverkade surdegskulturer. Innehallet av organiska syror i
kulturerna analyserades kvalitativt och kvantitativt med HPLC. Av samtliga surdegs-
kulturer valdes fyra ut till brédbakning. En in vitro analys utfordes pa broden, for att
undersoka starkelsenedbrytning och berékna hydrolytiska index.

3.1 Uppstart av surdegskulturer

Det experimentella arbetet inleddes med att starta upp sex olika surdegskulturer. Tva
kulturer gjordes av respektive sammansattning, vilka var; bara vetemjol, bara ragmjol
samt halften vetemjol och halften ragmjol (hadanefter kallad 50/50). En kultur av varje
sort sotades med honung. Surdegskulturerna tillverkades med vetemjol och finmalet
ragmjol fran Kungsdrnen, samt enligt samma metod men pa olika platser. De olika
rumstemperaturerna varierade mellan 21,5-28 °C.

Surdegskulturerna framstalldes utifran ett grundrecept av den erkdnda hemmabagaren
Martin Johansson (2010), som slappt flertalet receptbdcker och har en prisbeldnt blogg.
Processen startades pa kvallen genom att blanda en matsked mjol med tva matskedar
vatten, samt ett kryddmatt honung till de sotade kulturerna. Kvallen efter rordes
surdegskulturen om och stod darefter i rumstemperatur till nastféljande kvall da
ytterligare en matsked mjol tillsattes under omrorning. Morgonen darpa utfordes sista
steget i processen dar tva matskedar mjol och tva matskedar vatten tillsattes och kulturen
rérdes om. Alla kulturer ansags ha naturlig arom och konsistens samt hade forekomst av
bubblor, egenskaper som kénnetecknar god aktivitet. De togs darefter med till laboratoriet
dar de frystorkades infor HPLC-analys av organiska syror.

Utover de egentillverkade surdegskulturerna analyserades fyra industriellt framstallda
surdegskulturer. Dessa var tva kulturer fran bagerigrossisten Kéka, varav en med hog halt
propionsyra och en med hdga halter av propion- och mjolksyra, samt tva kulturer fran
Kronjast, dar en var baserad pa vete- och den andra pa ragmijol. Surdegskulturerna fran
Kronjast frystorkades medan kulturerna fran Kaka var frystorkade sedan tidigare. I tabell
1 visas en overskadlig bild av alla kulturerna och deras innehall.

Tabell 1. Tabell 6ver de olika surdegskulturerna och nummer pa dessa

Surdegskultur Innehall

Rag Finmalt ragmjol och vatten

Rag med sétning Finmalt ragmijol, vatten och honung
Vete Vetemj6l och vatten




Vete med s6tning Vetemjol, vatten och honung

50/50 Vetemjol, finmalt ragmjol och vatten

50/50 med sotning Vetemjol, finmalt ragmjol, vatten och
honung

Kronjast ragsurdeg Vatten, fermenterat ragmijol,
xantangummi och salt

Kronjast vetesurdeg Vatten och fermenterat vetemjol

Kultur med hoga halter mjolk- och | Indsutriell surdegskultur fran Kaka
propionsyra (Kaka PM)
Kultur med hdg halt propionsyra (Kaka P) | Industriell surdegskultur fran Kaka

3.2 HPLC-analys av organiska syror

De frystorkade proven maldes infor HPLC-analys, varpa 0,50-0,55 g av proven végdes
upp i Falconrdr. De organiska syrorna extraherades genom tillsatts av tva glaskulor och
10 ml mQ-vatten, varefter proverna blandades i en genom vertikal rotation i en head-
over-heel i 45 minuter. Proverna centrifugerades i 5 minuter (5000xg) och 1 ml av
supernatanten fordes over till ett Eppendorfror. Dessa centrifugerades sedan lika lange pa
samma instéllning, varefter de spaddes 1:10 med mQ-vatten. Varje prov extraherades i
duplikat.

Organiska syror i surdegskulturerna, degarna och bréden analyserades kvalitativt och
kvantitativt med HPLC. De organiska syrorna separerades pa en “Rezex ROA-organic
acid H+-kolonn med matten 300x7,80 mm vid 65 °C med 8 mM H2S04 som mobilfas
och detekterades med en UV-visdetektor vid 210 nm. Som referens anvéndes en l6sning
innehdllande 100 mg/l mjolksyra, &ttiksyra och propionsyra, men &ven citronsyra,
vinsyra, dppelsyra samt barnstenssyra som inte undersoktes. Koncentration av respektive
syra i proven beraknades utifran medelvardet av areorna i kromatogrammet. Berakning
av areor under kurvorna gjordes med programmet Jasco Chromnav.

Utover proven anlyserades standarder pa 100 mg/l mjélksyra,100 mg/I propionsyra, och
en blandning av dessa,100 mg/l av bada, i HPLC:n. Detta for att kontrollera utrustningens
och provens stabilitet under kdrningstiden.

Utifran resultaten fran HPLC-analysen valdes fyra av surdegskulturerna ut baserat pa
sammansattningen av olika organiska syror samt halter av dessa. De valda kulturerna blev
de os6tade kulturerna av rag, vete, 50/50 samt den industriella kulturen med hdg
propionsyrahalt (hadanefter kallade rag-, vete-, 50/50- respektive Kaka P-kultur). Dessa
kulturer anvandes sedan for bakning av brdd.

3.3 Bakning av brod
Broden bakades pa de tidigare analyserade surdegskulturerna rag, vete, 50/50 samt Kaka
P beskrivna i tabell 1 som startades upp igen med 10 ml 60 °C vatten och sattes darefter



in i kyl. Dagen efter tillsattes 30 g mjol och 50 g vatten till surdegskulturerna varefter de
fick sta i rumstemperatur under tio timmar och sedan sattes in i kylskap.

Surdegskulturerna vilade tre dagar i kylskap och arbetades darefter upp till fordegar enligt
ett reviderat recept av Johansson (2012). 50 g av varje surdegskulturer blandades med
vatten (ca 35 °C) (200 g till rag, 150 g till vete, 176 g till 50/50 samt 150 g till Kaka P).
Darefter tillsattes 120 g ragmjol till ragkulturen, 150 g vetemjol till vete- och Kaka P-
kulturerna samt 66 g av bada mjolen till 50/50-kulturen. Alla degarna blandades om
varefter de fick sta i rumstemperatur i 10 timmar.

Samtliga surdegsbrod bakades enligt samma recept, innehallande 176 g fordeg, 500 g
vetemjol, 324 g vatten (37 °C) och 12 g salt. Efter att ingredienserna blandats fick
respektive deg vila i 45 minuter i rumstemperatur. Degarna veks sedan for att fa in luft
och fick darefter vila i 30 minuter, en procedur som upprepades ytterligare en gang. De
vikta degarna formades till brod pa mjolad bank och fick vila i 30 minuter varefter de
sattes att jasa i kylskap under 17 timmar.

Utover surdegsbroden bakades ett referensbrod pa endast 360 g vetemjol, 228 g vatten
(ca 35 °C), 6 g salt och 22 g jast for att anvandas vid berakning av hydrolytiskt index.
Innan graddning togs prov fran alla degarna infor frystorkning. Samtliga bréd graddades
i ugn tills deras mitt hade en temperatur pa 98 °C vilket resulterade i olika
graddningstider. Brdden fick vila en timme efter graddning. Dérefter skars de upp och en
skiva frystorkades medan resterande skivor frystes.

3.4 Torrviktsbestamning

Pa alla frystorkade prov utfordes en torrviksbestamning. Detta for att en jamfarelse skulle
kunna goras av brodens vattenhalt under in vitro studien samt for att berakna
koncentrationer av syror. Prov om ca 2 g vagdes upp och torkades i en ugn (100 °C) i
cirka elva timmar. Efter torkning sattes proverna i tva vakuumexickatorer. Proverna
vagdes och den torra vikten jamfordes med vikten innan torkning.

3.5 Invitro forsok

In vitro forsok genomfordes med de bakade broden, referens, rag, vete och 50/50. En
testkorning genomfordes for att uppna stabilitet i efterfoljande in vitro forsok. Fem
replikat av referensbrodet, sex av ragbrodet, samt tre av respektive vete- och 50/50-brodet
utfordes.

3.5.1 Forberedelser
Forberedelser infor forsoken innebar preparering av elektrolyt (tabell 3, bilaga 1), DNS-
reagens (tabell 4, bilaga 1), samt en PBS-16sning. En fortitrering utfordes dar pH-vérdet



I broden analyserades for att ratt mangder saltsyra och natriumhydroxid skulle tillsattas
till respektive prov senare under in vitro forsoken. De frysta surdegsbroden maldes med
kaffekvarn och tva prov (0,8+0,01 g/ prov) av varje brod vagdes upp i provror. Darefter
tillsattes 5 ml elektrolytldsning till varje provrér och vortexades. Proven placerades sedan
i en skakinkubator (37 °C), 200 rpm, i cirka 30 minuter. Uppmatning av pH-vardet i ett
av provroren utfordes och 1 M saltsyra tillsattes till pH 4+0,1. Den tillsatta volymen
noterades och processen med pH-matningen samt tillséttning av saltsyra upprepades for
alla prov. Dérefter justerades pH-vardet till 2+0,1 med saltsyra och 4 ml elektrolyt
tillsattes alla provror, varefter pH-vardet korrigerades till 7,0+0,1 med 1 M
natriumhydroxid.

Ytterligare forberedelser innebar uppvigning av 0,043 g pepsin och 0,10 g a-amylas i ett
50 ml, respektive ett 12 ml Falconror. Tva prov (0,8+0,01 g/prov) av varje malt brod
vagdes upp. Enzymen och brddproverna placerades sedan i en frys (-20 °C).
Dialysmebran, 20 cm langa, 16 mm i diameter och med porstorlek 12-14 000 kDa,
kokades i vatten for att mojliggora 6ppning av dessa. De skoljdes darefter noggrant in-
och utvandigt med mQ-vatten och knéts i ena dnden. Uppvigt a-amylas spaddes i 10 ml
elektrolyt och pepsinet 16stes upp i 25 ml elektrolyt, bada enzymen placerades sedan pa
is infor mag-tarmsteget i in vitro analysen.

En standardkurva for maltos forbereddes med hjalp av en spadningsserie fran 0,0 mg/ml
till 2,0 mg/ml med stegintervallet 0,25 mg/ml. Déarefter tillsattes 1 ml DNS till varje prov
som sedan kokades i 5 minuter och fick svalna pa is. Absorbansen uppmattes sedan vid
540 nm och standardkurvan plottades.

3.5.2 Mag-tarmsteget

I magsteget tillsattes forst 4,9 ml elektrolyt och proven justerades till pH 4 med 1 M
saltsyra (tabell 5, bilaga 2), for exakta mangder saltsyra se tabell 5 i bilaga 2. Darefter
tillsattes 100 ul pepsinlésning och alla prov placerades i skakinkubator i 30 minuter. Sist
i magsteget justerades pH till 2 med 1 M saltsyra (tabell 5, bilaga 2) och placerades i
skakinkubatorn i ytterligare 30 minuter.

Tarmsteget inleddes med att 3,9 ml elektrolyt tillsattes till proven fran magsteget, pH
justerades till pH 7 med 1 M natriumhydroxid (tabell 6, bilaga 2) och 0,1 ml a-
amylaslosning tillsattes i proven. Provrorsinnehallet dverfordes till dialysmembranen, tre
glaskulor tillsattes och forslots med knutar i bada andar. Dialysmembranen lades sedan i
varsin mork E-kolv som fyllts med 90 ml PBS. Samtliga E-kolvar inkuberades i 300
minuter i vattenbadet. Var 30:e minut togs 1 ml prov fran l6sningen runt membranet i E-
kolven och ersattes med 1 ml PBS. Proven som togs ut tillsattes i varsitt provror,
tillsammans med 1 ml DNS och 1 ml PBS. Provroren kokades dérefter i 5 minuter, for att
avstanna processen, och placerades sedan pa is.

Fran varje provror togs tva prov, med respektive 200 pl och 6verfordes till en 96-
brunnsplatta. Ett 200 pl blankprov, innehallande 2 ml PBS och 1 ml DNS, samt ett
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standardprov, innehéllande 1 ml PBS, 1 ml maltoslésning och 1 ml DNS, dverférdes till
brunnsplattan. Absorbansen for proven mattes med en spektrofotometer vid 540 nm.

3.5.3 Berakningar av resultat

Mangden maltos berdknades utifran absorbansméatningen. Medelvarderna av
absorbanserna for respektive dubblett av proven berdknades och absorbansen fran
blankprovet subtraherades bort. Maltoskoncentrationen for respektive brod kunde tas
fram med hjélp av standardkurvan och standardavvikelser berédknades. Vid berdkningen
togs hansyn till spadning.

Koncentrationernas medelvarden plottades mot tiden och en standardavvikelse
berdknades for varje punkt. Arean under graferna uppskattades med hjalp av
trapetsmetoden och medelareor berdknades for varje brod tillsammans med
standardavvikelser.

3.5.4 Statistisk analys

Signifikanta skillnader mellan medelareorna fran starkelsehydrolysen for respektive brod
undersoktes med ANOVA foljt av Tukey’s post-hoc test. Skillnaderna ansags signifikanta
da p<0,05. Den statistiska analysen utfordes i programmet SPSS version 19.0 fran IBM.

3.6 Hydrolytiskt index

Ett HI-varde berdknades for varje surdegsbrod fran arean under hydrolyskurvan (0-180
minuter) som en procentandel av motsvarande area for referensbrddet, vilket har HI 100.
Brodens HI jamfordes sedan med koncentrationerna av mjélksyra och attiksyra for att
undersoka ett eventuellt samband.

4 RESULTAT

Analysen av organiska syror i surdegskulturerna visade att kulturerna frdn Kronjast och
Kéka innehdll hogre koncentrationer av mjolksyra och éattiksyra an de egentillverkade
kulturerna. Propionsyra detekterades endast i kulturerna fran Kaka. Koncentrationen av
respektive mjolksyra och attiksyra var likartad i rag-, vete- och 50/50-degen, samt i
motsvarande brod. Ingen mjélksyra pavisades i Kaka P-degen och brodet men daremot
detekterades en hog halt av attiksyra. Resultaten fran in vitro analysen visade att
hastigheten pa starkelsehydrolysen var lagre for surdegsbroden an for det vita
referensbrodet. Ragbrodet var det surdegsbrod dar starkelsen brots ned med hogst
hastighet, foljt av vetebrddet och darefter 50/50-brddet. Tukey’s post-hoc testet visade en

11



signifikant skillnad mellan referens- och 50/50-brddet. Bland surdegsbrdden hade
ragbrodet hogst HI, foljt av vetebrodet och lagst HI hade 50/50-brodet.

4.1 Organiska syror i surdegskulturer, degar och brod

Resultaten fran HPLC-analysen av de organiska syrorna i suredegskulturerna, degarna
och brdden presenteras i figur 1 och 2 och alla varden redovisas i bilaga 3. Alla resultat
presenteras som medelvdrden av de uppmatta koncentrationerna av respektive syra i
surdegskulturerna, degarna och bréden. Inga syror detekterades i referensdegen och
brodet. | figur 1 visas de uppmatta halterna av mjolksyra, attiksyra och propionsyra (ug/g)
for respektive kultur. De hogsta halterna av mjolksyra uppmattes i Kronjastkulturerna
samt i Kaka PM-kulturen. Halterna av attiksyra var lagre an halterna av mjélksyra i
samtliga kulturer forutom i Kaka P-kulturen. Kulturerna fran Kaka uppvisade hogre halter
av attiksyra an ovriga kulturer. Propionsyra uppmattes endast i de tva kulturerna fran
Kaka.

Organiska syror i surdegskulturerna
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Figur 1. . Koncentrationerna av mjolksyra, attiksyra och propionsyra i pg syra per g torrvikt av surdegskulturerna
fran Kronjast, de egentillverkade samt kulturerna fran Kaka.

| figur 2 presenteras de uppmatta halterna av mjolksyra och attiksyra (ug/g) i degarna och
broden. Koncentrationen av respektive mjélksyra och attiksyra var snarlik i rag-, vete-
och 50/50-degen och detsamma géllde for motsvarande brdd. | degen och brodet som
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baserades pa Kaka P-kulturen uppmattes ingen koncentration av mjolksyra. Halterna av
attiksyra var daremot avsevart hogre i bade Kaka P-degen och brodet an i 6vriga degar
och bréd. Det forekom endast sma skillnader i syrahalter mellan degarna och deras
motsvarande brdod.

Organiska syror i broden och degarna
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Figur 2. Visar halterna av mjolksyra och attiksyra i pg syra per g torrvikt av respektive deg och surdegsbrdd grundade
pa rag-, vete-, 50/50- samt K&ka P-kulturerna.

4.2 Torrviktsbestamning och vattenhalt

| tabell 2 presenteras vattenhalterna (vikt-%) i de frystorkade surdegskulturerna, degarna
och broden, som berdknats utifran torrviksbestamningen. Tabell 2 visar aven de
berdknade vattenhalterna (vikt-%) i de farska referens-, rag-, vete- och 50/50-bréden.
Vattenhalterna i samtliga frystorkade surdegskulturer l1ag under 6 % forutom vattenhalten
i vetekulturen fran Kronjast, vilken var cirka 12 %. De berdknade vattenhalterna blev
negativa for fyra av de frystorkade degarna, da de uppmatta vikterna var felaktiga. 1 de
frystorkade broden 1ag vattenhalten under 3 % och i de farska broden var vattenhalten
cirka 42 %.

Tabell 2. Beradknad vattenhalt (vikt-%) i de frystorkade surdegskulturerna, degarna och brdden, samt i de farska
broden.

Frystorkade surdegskulturer

Vattenhalt [vikt-%o]

Kronjast rag

4,98
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Kronjast vete 12,43

Rag 3,58

Rag med honung 3,34

Vete 2,45

Vete med honung 4,12

Vete med honung 3,44

50/50 2,66

50/50 med honung 3,46

50/50 med honung 3,34

Kaka PM 5,56

Kaka P 4,62

Frystorkade degar Vattenhalt [vikt-%]
Referens -0,24

Rag -0,23

Vete -0,52

50/50 1,57

Kaka P -0,51

Frystorkade brod Vattenhalt [vikt-%]
Referens 0,36

Rag 0,24

Vete 1,07

50/50 0,99

Kaka P 2,05

Farska brod Vattenhalt [vikt-%]
Referens 41,36

Rag 41,57

Vete 42,08

50/50 41,40

4.3 Starkelsehydrolys i in vitro fors6ken med statisktisk analys
Resultat Over tillsatta mangder saltsyra och natriumhydroxid fran fortitreringen som
anvandes for pH-justering i in vitro forsoken aterfinns i tabell 5 och 6 i bilaga 2.
Frislappningen av maltos under 300 minuter av digestionen av broden beraknades med
hjalp av standardkurvan (figur 6, bilaga 4) och de uppmétta absorbanserna i in vitro
forsoken. Absorbanserna och maltoskoncentrationerna fran varije in vitro forsok aterfinns
i tabell 11-14 i bilaga 5. In vitro resultaten for respektive brod presenteras i figur 7-10 i
bilaga 5. En av de berdknade maltoskoncentrationerna, for ett av in vitro forsoken med
referensbrodet, var avvikande pa grund av att absorbansen uppmatts pa fel prov (figur 7,
bilaga 5). Detta varde bortsags fran vid sammanstallningen av resultaten.
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De sammanstallda resultaten av starkelsehydrolysen i in vitro forsoken presenteras i figur
3 och 4. Nedan visas maltoskoncentrationerna (mg/g) for var 30:e minut under tiden 0-
300 minuter for referens-, rdg-, vete- och 50/50-brédet (figur 3). Hastigheten pa
starkelsehydrolysen var lagre for surdegsbroden an for det vita referensbrodet. Ragbrodet
var det surdegsbrod dér starkelsen brots ned med hogst hastighet, foljt av vetebrddet och
darefter 50/50-brodet. Arean under hydrolyskurvan i figur 3 med tillhérande
standardavvikelse for respektive brdd visas i figur 4. Referensbrodet hade storst area
under hydrolyskurvan, foljt av ragbrodet, vetebrddet och darefter 50/50-brodet. Alla
resultat presenteras som medelvéarden av de olika in vitro forsoken for respektive brod.
Den statistiska analysen vilken genomfordes med Tukey’s post-hoc test, visade endast en
signifikant skillnad mellan referens- och 50/50-brddet (figur 4). Dock fanns en trend mot
signifikant skillnad mellan referens- och vetebrddet. Se bilaga 6 for detaljerad analys.

Hydrolys av starkelse i broden
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Figur 3. Mangden utsdndrad maltos i mg per g brod som uppmatts var 30:e minut under tiden 0-300 minuter for
referens-, rag-, vete- och 50/50-brodet. Felstaplar presenteras som standardavvikelser for maltoskoncentrationerna
som uppmétts var 30:e minut.
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Figur 4. Arean under hydrolyskurvan for referens-, rag-, vete- och 50/50-bréden med felstaplar presenterade som
standardavvikelser. Brod med olika bokstdiver dr signifikant olika enligt Tukey’s post-hoc testet.

4.4 Hydrolytiskt index och organiska syror i bréden

HI-vardet beraknades till 69,7 for ragbrodet, 57,0 for vetebrodet och 44,8 for 50/50-brodet
med hjalp av arean under hydrolyskurvan for respektive brod (figur 3). Referensbrddets
HI var satt till 100. Forhallandet mellan de berdknade HI-vardena och koncentrationen av
mjolksyra och éattiksyra i referens-, rdg-, vete- och 50/50-brodet presenteras i figur 5.
Endast en liten skillnad férekom mellan syrahalterna i surdegsbréden medan HI-véardena
uppvisade en storre variation. | referensbrodet, som hade hogst HI, forekom varken
mjolksyra eller attiksyra.
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Figur 5. Koncentrationen av mjolksyra och attiksyra i forhallande till Hl-vardet for respektive brod, dar vertikalt
linjerade punkter tillhor samma brod. Fran vanster pa x-axeln: 50/50-, vete-, rdg- och referensbrodet. Varken
mjolksyra eller attiksyra forekom i referensbrodet.

5 DISKUSSION

Av de tio startade surdegskulturerna valdes fyra ut baserat pa forekomsten av olika
organiska syror, samt halterna av dessa. Darmed valdes rag-, vete-, 50/50- samt Kaka P-
kulturerna for vidare analys. Resultatet fran in vitro forsoken stamde inte 6verens med
tidigare studier. Jamforelser mellan berdknade HI och halter av de organiska syrorna
visade ingen korrelation, vilket troligtvis orsakats av felkallor under forsoken.

5.1 Fran surdegskultur till brod

Dé de egenproducerade surdegskulturerna utsatts for olika miljoer under uppstartsfasen,
skulle detta kunna medféra variation i egenskaper. Temperaturen ar en faktor som varierat
for de olika kulturerna, vilket troligtvis paverkat aktiviteten hos mikroorganismerna och
darmed produktionen av organiska syror. Bortsett fran de olika uppstartsmiljéerna, kan
eventuell artdiversitet bero pa att de inhandlade mjélen troligtvis baserats pa spannmal
som odlats pa olika platser.

En annan faktor som troligen varierar mellan de egentillverkade kulturerna & mangderna
som tillsatts under uppstartsfasen, da dessa mattes med matt istallet for att vagas. Detta
skulle kunna innebéra skillnad i forutsattningar for kulturerna och darmed paverka
aktiviteten. Strukturella skillnader mellan ragmjol och vetemjol gor att de olika
surdegskulturerna kraver olika méngd vatten per gram mjol for att resultera i likartad
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konsistens. Vid uppstarten av kulturerna anvandes dock samma vattenmangd till alla
kulturer, vilket resulterade i att vetekulturerna fick en mer lattflytande konsistens. Da alla
kulturer ansags vara aktiva efter uppstartsfasen bor dock skillnaden i konsistens mellan
kulturerna inte haft en negativ paverkan.

Vattentillsatsen vid blétlaggningen hade en hog temperatur om 60 °C, vilket kan vara
skadligt for mikroorganismerna under langre tid, men krévs for att aktivera de sporer
mikroorganismerna bildat for att dverleva frystorkningen (Madigan et al., 2012). De
egentillverkade surdegskulturerna aterfick efter hand god aktivitet, vilket tyder pa att
vattentemperaturen och frystorkningen inte paverkat kulturen negativt. Hur Kaka P-
kulturen klarat dessa pafrestningar var svarare att avgora da egenskaper som lukt och
konsistens tycktes skilja sig markant fran de egentillverkade.

Fordegarna framstalldes med samma mjolsort som i kulturen, for att om mojligt forstarka
effekten av de ursprungliga sammansattningarna senare i broden. Kaka P-fordegen
forbereddes med vetemjol da ingen information om ursprungsinnehall fanns tillganglig.
Detta kan ha medfort en utspadning av Kaka P-kulturens egenskaper, vilket gor det
svarare att avgora hur kulturens sammansattning faktiskt paverkat brodet. Férdegarna
utgjorde endast en mindre del i broddegarna och darmed aven i det slutliga broden. Detta
medfor att effekten av kulturen i sig blivit férminskad och darfor inte givit ett lika tydligt
resultat som om hela brdden istéllet bakats med samma mj6l som kulturen.

Brodreceptet (Johansson, 2012) reviderades utefter en tillsats av 500 g vetemj6l per deg,
for att ge ett brod istallet for tva. For att spara tid, togs en vikning av degen bort och
jastiden forkortades med en timme. Detta kan ha medfdrt att fermenteringen av degen inte
fatt paga tillrackligt lange i rumstemperatur och har i séa fall resulterat i lagre halter av
organiska syror. Jastiden i kylskap forlangdes med 5 timmar utifran grundreceptet, vilket
till viss del kan ha vagt upp for den kortare jasningen i rumstemperatur. Att
graddningstiden varierade mellan bréden beror antagligen pa att jasningsformagan skiljt
sig mellan brdden, vilket gjorde dem olika kompakta. Graddningstiden anses inte ha
paverkat resultatet eftersom alla broden nddde samma innertemperatur.

Slutligen boér namnas att studiens tillforlitlighet inte &r optimal eftersom endast ett brod
bakats fran varje surdegskultur. Detta innebér att skillnader i brodegenskaper ar svara att
sékerstélla eftersom det enbart finns ett brod av varje sort. | en studie med mer resurser
och tid skulle det darfor vara passande att utoka antalet brod per kultur, och kanske aven
antalet kulturer.

5.2 Syraanalys av surdegskultur, deg och brod

Analysen av organiska syror i surdegskulturerna utférdes for att kunna selektera ut
kulturer med varierande halter av attiksyra, mjolksyra och propionsyra. Detta resulterade
i de fyra valda kulturerna, rag, vete, 50/50 och Kaka P, vars syrahalter presenteras i figur
1. Vetekulturen hade laga halter av mjolksyra och attiksyra, vilket ansags vara
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representativt for att ge ett brod med lag syrahalt. 50/50-kulturen uppvisade lag halt av
attiksyra och hog halt av mjolksyra, samt var den kultur som visade storst skillnad mellan
syrahalterna. Detta ansags vara ett bra underlag for fortsatta studier. Réagkulturen
uppvisade ocksa stor skillnad mellan halterna av mjélksyra och attiksyra, dar
mjolksyrahalten var den hdgst uppmaétta bland de egentillverkade kulturerna. Den hdga
mjolksyrahaltens méjliga inverkan pa starkelsehydrolysen ansags relevant att undersoka.
De so6tade surdegskulturerna uppvisade hogre halter av attiksyra, men ansags inte ha
tillrackligt utmarkande halter av syror i jamfoérelse med de osétade och valdes darfor
successivt bort under beslutsprocessen.

De tva kulturerna fran Kaka var de enda som inneholl halter av propionsyra. Eftersom
Kéaka PM-kulturen aven hade en hog mjolksyrahalt, valdes istallet Kaka P-kulturen for
att kunna isolera effekten av enbart propionsyra. Kronjastkulturerna hade troligen statt
tillslutna 1 butik en langre tid innan forekomsten av syror analyserades.
Mjolksyrabakterierna i kulturerna hade darfor troligtvis tagit Overhanden, vilket
resulterade i att kulturerna uppvisade valdigt hoga mjolksyrahalter i jamforelse med de
egenproducerade. Mikroorganismerna i Kronjastkulturerna skulle &ven kunna vara
modifierade eller odlats under valdigt specifika forhallanden, vilket ocksa kan ha paverkat
resultatet. Da dessa kulturer troligtvis hade utmarkande lagt pH valdes de darfor bort, da
de skulle krava extra tid for att startas upp och aterhamta sig innan de skulle ga att baka
pa.

| resultatet fran syraanalysen av degarna och brdoden, vars resultat finns i figur 2, framgar
att syrahalterna i brod och degar fran egentillverkade kulturer innehaller likartade halter
av syror. Detta kan vara en effekt av att varje fordeg endast & en mindre del av degen och
brodet, vilket minskar skillnaderna mellan broden. Fran figur 2 framgar aven att en del
syrahalter okat nagot i broden jamfort med respektive deg. Detta kan bero pa att de
brodskivor som frystorkats till syraanalysen kom fran mitten av varje brod, déar den
onskade temperaturen (98 °C) uppnas sist i hela brodet. Enligt Thomas Andlid har
mikroorganismerna darmed Gverlevt langre och kunnat fortsétta fermenteringen tills den
letala temperaturen uppnatts dven i brodets mitt. Att varken degen eller brodet av Kaka P
inneholl propionsyra kan bero pa att de varit frysta for lange eller frystorkades pa ett
sadant satt att mikroorganismerna i kulturen ej 6verlevt. En annan teori &r att Kaka P-
kulturen maste hallas under specifika forhallanden for att produktion av propionsyra
overhuvudtaget ska ske. Nar kulturen startades upp och holls under de forhallanden som
den hér studien kunde erbjuda resulterade troligtvis produktionen istallet i attiksyra.
Eftersom Kaka P-brodet inte langre innehdll propionsyra beslutades att inte utfora in vitro
forsok pa detta brod.

Resultatet fran torrviktsbestamningen i tabell 2 visade att vattenhalten i surdegskulturerna
var under 6 %, vilket ansags lagt och paverkan pa syraanalysen ar darmed inte trolig.
Vetekulturen fran Kronjast hade en vattenhalt pa 12 %, vilket var ytterligare en anledning
till att den inte valdes ut for vidare analys. De frystorkade degarna uppvisade i fyra av
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fem fall negativa vattenhalter, eftersom de vagde mer efter torkningen. Denna felkalla
skulle kunna bero antingen pa den anvanda vagen, vakuumexsickatorerna, eller sannolikt
bada. Vagen har varit en faktor som 6vergripande paverkat det slutliga resultatet, samt
medfort osakerhet da sma skillnader i vikt skulle méatas upp. En av de tva exsickatorerna
klarade inte att uppratthalla Iagt tryck, vilket troligen medfort att proven absorberat fukt
fran omgivningen och foljaktligen okat i vikt efter torkningen. Vattenhalterna for alla
analyserade prov ansags laga, varfor inga korrigeringar av syrakoncentrationerna
behdvde goras.

5.3 Invitro forsdk och hydrolytiskt index

In vitro metoden anvandes for att undersoka och jamfora starkelsehydrolysen av de farska
surdegsbroden, rdg, vete och 50/50, samt ett vitt referensbrod. Figur 3 visar att
starkelsehydrolysen var langsammare i surdegsbroden an i det vita referensbrodet, i
enlighet med tidigare studier (Jenkins et al, 1986; De Angelis, 2009). Tidigare studier har
aven visat att starkelsen i ragbrod bryts ned langsammare an starkelsen i vetebrod (Jenkins
et al., 1986; Foster-Powell et al., 2002). Dock stdmde detta inte Overens med resultaten i
den hér studien dar istallet starkelsen i ragbrodet brots ned snabbare &n starkelsen i
vetebrodet (figur 3). Hastigheten pa starkelsehydrolysen i ragbrod kan bero pa andelen
ragmijol i de analyserade broden. I den har studien anvands endast en liten andel ragmjol
I surdegsbroden, medan en stdrre andel anvénds i de tidigare studierna.

Tuggningen simulerades genom malning med kaffekvarn, men ingen standardisering av
partikelstorlek gjorde. Detta kan ha medfort att stirkelsen inte kunde brytas ned av -
amylas med samma hastighet i alla brod, pa grund av att starkelsen inte var lika
tillganglig. I kroppen initieras nedbrytning av stirkelse av a-amylas fran saliven. En del
in vitro modeller som anvénts i tidigare studier inkluderar tugging av testprodukterna
innan inkubation med pepsin och a-amylas fran pancreas (Granfeldt, et al., 1992;
Akerberg, et al., 1998b). Dock simulerades ej den initiala stirkelsenedbrytningen i den in
vitro modell som anvéndes i den hér studien. Hastigheten pa starkelsehydrolysen hade
darmed varit nagot hogre om tuggning hade anvands for att efterlikna matspjalkningen i
kroppen. Da endast en liten del av starkelsen bryts ned i munsteget (Jackson och
McLaughlin, 2009) borde dock inte resultaten paverkats avsevart.

I in vitro modellen simuleras varje del av mag-tarmkanalen under en bestamd tid. Darmed
tar inte in vitro modellen hansyn till att hastigheten pa magtdmningen kan variera i
kroppen, vilket medfor att resultaten fran starkelsehydrolysen inte speglar den faktiska
nedbrytningen. Torrviksanalysen visade att vattenhalten i samtliga bréd var cirka 42 %,
varfor inga korrigeringar av in vitro berdkningarna behdvde goras. In vitro modellen kan
endast undersoka hur starkelsehydrolysen paverkas da broden inkuberas vid bestamda
pH-forhallanden, samt narvaro av enzymen pepsin och a-amylas. Ingen héansyn tas
darmed till bland annat fysiologiska effekter, sa som hormonpaverkan.
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Som tidigare diskuterats stammer inte resultaten fran starkelsehydrolysen i den har
studien med tidigare studier. Detta kan bero pa felaktigt tillsatta mangder saltsyra och
natriumhydroxid under in vitro analysen av referens-, rag-, vete- och 50/50-brodet, pa
grund av flertalet berakningsfel vid fortitreringen. Resultaten fran starkelsehydrolysen
kan dock ha paverkats olika mycket, da berékningsfelen skiljde sig a mellan alla brod.
De felaktiga tillsatserna kan ha bidragit till nedsatt enzymaktivitet, da optimalt pH
eventuellt inte uppnatts. Detta kan ha medfort langsammare nedbrytning av starkelsen.
Troligvis var felet storre for vete- och 50/50-brodet eftersom stérkelsen i dessa brod,
enligt Foster-Powell et al. (2002) och Jenkins et al. (1986), borde ha brutits ned snabbare
an starkelsen i ragbrodet.

Referes-, rag-, vete- och 50/50-brodet analyserades olika antal ganger med in vitro
metoden (tabell 11-14, bilaga 5). Fem och ett halvt replikat av referensbrodet (da ett prov
spilldes ut), sex av ragbrodet och tre replikat vardera av vete- och 50/50-brodet
analyserades. Da vete- och 50/50-brodet analyserades ett farre antal ganger &n referens-
och ragbrodet ar resultaten fran in vitro analysen av dessa mindre tillforlitliga. Dock var
standardavvikelsen liten for de tre replikaten av bade vete- och 50/50-brddet i in vitro
analysen, vilket tyder pa att resultaten &r mer trovardiga. Fler antal replikationer utférdes
av referens- och ragbrodet, pa grund av att standardavvikelsen var mycket storre i
jamforelse med resultaten fran vete- och 50/50-brodens in vitro analys.

Standardavvikelserna for areorna under respektive brdds hydrolyskurva (figur 4), visade
en signifikant skillnad da 50/50-brodet jamfordes med referens-, rag- och vetebrédet. Inga
andra signifikanta skillnader fanns mellan brdden. Den statistiska analysen, vilken
gjordes med ett post-hoc test, visade endast en signifikant skillnad mellan referensbrddet
och 50/50-brodet (figur 4). Dock férekom en trend mot signifikant skillnad mellan
referensbrodet och vetebrddet (tabell 16, bilaga 6). Da hastigheten pa starkelsehydrolysen
var avsevart hogre for referensbrddet jamfort med hastigheten for respektive surdegsbrod,
borde en signifikant skillnad forekommit mellan dessa. Detta pavisades inte eftersom
standardavvikelsen for referensbrodet var mycket stor som tidigare namnts.

HIl-vardena for broden bygger pa arean under hydrolyskurvan for respektive surdegsbrod
samt arean for referensbrddet (figur 4). De berdknade HI-vardena var markant lagre for
surdegsbroden an for det vita referensbrodet (HI 100), vilket Gverensstammer med
tidigare studier (De Angelis, 2009). Arean under hydrolyskurvan och HI-vardet (44,8)
var lagst for 50/50-brodet. Ragbrodet var det surdegsbrod som hade storst area under
hydrolyskurvan vilket resulterade i HI-vérdet 69,7. Vetebrodet hamnade mellan 50/50-
brodet och ragbrodet, med HI-vérdet 57,0. Detta indikerar att starkelsen i ragbrodet har
brutits ned snabbare &n starkelsen i vetebrddet, samt att den langsammaste nedbrytningen
skett i 50/50-brddet. Som tidigare diskuterats har Foster-Powell et al. (2002) och Jenkins
et al. (1986) pavisat att nedbrytningen av starkelse i ragbrod sker langsammare &n i
vetebrdd. | den hdr studien borde dédrmed arean under hydrolyskurvan varit stérst for
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vetebrodet, foljt av 50/50-brodet och till sist ragbrodet. Vetebrodet skulle darmed fa hogst
HI och ragbrodet lagst.

For att korrelera halterna av mjélksyra och attiksyra i de bakade bréden med hastigheten
av starkelsehydrolysen fran in vitro analysen, plottades syrahalterna i varje bréd mot
brédens HI-varden (figur 5). Referensbrddet inneh6ll varken mjélksyra eller éttiksyra och
hade avsevart hogre HI an surdegsbroden, vilket tyder pa att syrorna medfor ett lagre HI.
Surdegsbrddens HI-varden uppvisade stor variation, trots att syrahalterna var likartade.
Det ar darfor svart att avgora hurvida syrorna paverkar starkelsehydrolysen och darmed
HI.

Inget tydligt samband gar att se mellan koncentrationen av mjdlksyra och HI for
respektive brod (figur 5). Det framkommer inte heller ndgot samband mellan halterna av
attiksyra och HI. Att inga tydliga samband finns, kan bero pa att surdegsbrodens Hl
troligtvis inte var korrekta. En koppling gar daremot att se mellan halterna av mjélksyra
och tidigare resultat fran Foster-Powell (2002), vilka tyder pa att vetebrédet borde ha det
hogsta HI-vérdet bland surdegsbroden, foljt av 50/50- och ragbradet. | den har studien
hade vetebrodet den lagsta uppmatta halten av mjolksyra, ragbrodet den hogsta halten och
50/50-brodet 1ag daremellan. Dessa resultat indikerar att mjolksyran bidrar till att sanka
hastigheten pa starkelsehydrolysen, vilket aven visats av Liljeberg et al. (1995), och anses
bero pa att mjolksyran har en inhiberande inverkan pa de enzym som deltar i
starkelsehydrolysen. Attiksyra har visat sig ge en lagre hastighet pA magtémningen, vilket
bidrar till en jdmnare nedbrytning av stérkelse i tarmen (Liljeberg och Bjorck, 1998). Att
inget samband forekommer mellan koncentrationerna av &ttiksyra och HI-vardena, kan
darfor bero pa att magtomningen inte simuleras i in vitro forsoken.

Ett livsmedels hydrolytiska index ger en bra uppskattning av det glykemiska indexet, da
det finns en signifikant korrelation mellan HI och GI (Granfeldt et al., 1992; Granfeldt et
al., 1994; Goiii et al., 1997; Hettiaratchi et al., 2012). Da HI for surdegsbroden var lagre
an HIl for referensbrodet, borde &ven Gl vara lagre for surdegsbréden an Gl for
referensbrodet. Resultaten fran den har studien indikerar darmed att surdegsbrod har en
lagre inverkan pa blodsockret, dn vitt brod bakat pa vetemjol och jast. Detta innebér att
surdegsbrod ar ett hdlsosammare kostalternativ an vitt brod, vilket skulle kunna bidra till
att forebygga fysisk ohélsa i dagens samhélle genom ett minskat intag av lattillgéangliga
sockerarter.

5.4 Slutsats

Studien visar att forekomsten av mjolksyra och attiksyra i brod bidrar till minskad
hastighet pa starkelsehydrolysen och ett lagre HI. Darmed medfér surdegsbrod lagre Hi
an brod bakat pa vetemjél och bagerijést. Studien visar att ragsurdegsbrod ger ett hogre
HI an vetesurdegsbrod och brod bakat pa 50/50-kultur, vilket gar emot resultat i tidigare
studier. En korrelation mellan mjolksyrahalterna i de analyserade bréden och HI fran
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tidigare studier kan utlasas, dar en hog koncentration av mjolksyra bidrar till ett 1agt HI.
Eftersom ingen propionsyra forekom i nagot utav broden kunde syrans inverkan pa Hi
inte undersokas.
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8 BILAGA 1

Tabell 3. Elektrolyt tillreddes av
Kaliumdihydrofosfat(KH2PO4) och Magnesiumklorid hexahydras(MgCi2+6H20) spéddes i 1000 ml mQ-vatten.

natriumklorid(NacCl),

Amne Vikt (g)
NaCl 3,000
KCI 1,0623
CaCl 1,468
KH2PO4 0,4699
MgCl2+6H2.0 @ 0,7406

kaliumklorid(KCl),

kalciumklorid(CaCly),

Tabell 4. DNS-16sning tillredd pa natriumhydroxid, dinitrisalicylicsyra, natriumkaliumtartrat och mQ-vatten.

Amne

Vikt (9)

NaOH

4,033

Dinitrisalicylicsyra | 2,5007

Natriumkaliumtartrat | 75,0383

mQ-vatten

150
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9 BILAGA 2

Tabell 5. Uppmatning av pH i respektive brod, referens, rag, vete, 50/50 och Kaka P i duplikat. Justering av pH gjordes
for att uppna pH 4+0,1 och sedan till 20,1 genom tillsatts av 1M HCI (ul).

pH | Tillsatt méangd Tillsatt mangd

Prov start | HCI (ul) PR her PH

Referens1 | 557 | 28 4,02 65 2,10
Referens2 | 5,56 | 28 4,06 | 60 2,07
Rag 1 4,28 | 4 4,09 |77 2,08
Rag 2 - 5 4,04 |80 2,10
Vete 1 451 7 4,10 | 70 2,06
Vete 2 - 7 4,08 |72 2,08
50/50 1 4,28 |4 4,07 | 79 2,08
50/50 2 - 4 4,09 | 82 2,10
Kéaka P 1 5,76 | 26 4,08 |80 1,86
Kaka P 2 - 28 4,09 |70 1,96

Tabell 6. pH-justering fran pH 2+0,1 till pH 7.0£0.1 med 1 M natriumhydroxid (ul) till samtliga brod, referens, rag,
vete, 50/50 och Ké&ka P

pH | Tillsatt méangd | pH
Prov fore | NaOH (ul) efter
Referens1 | 2,37 | 130 6,95
Referens2 | 2,35 | - -
Vete 1 2,35 | 130 7,00
Vete 2 2,35 | 120 7,02
Rag 1 2,40 | 100 -
Rag 2 2,43 | 135 6,90
50/50 1 2,46 | 136 6,92
50/50 2 - - -
Kaka P 1 - - -
Kaka P 2 2,33 | 118 6,92

Tabell 7. Tillsatta mangder saltsyra (1 M) och natriumhydroxid (1 M) vid pH-justering i in vitro férsoken.

Prov Tillsatt  mangd | Tillsatt mangd HCI | Tillsatt mangd
HCI for pH 4 (ul) | for pH 2 (ul) NaOH for pH7 (ul)

Referens ' 28 65 130

Rag 5 78 130

Vete 7 72 130

50/50 5 82 134
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10 BILAGA 3

Tabell 8. Koncentrationerna av mjélksyra, attiksyra och propionsyra fran HPLC-analysen presenterade i g syra per

g torrvikt av respektive surdegskultur.

Surdegskultur | Sétning | Provnr. | Mjélksyra (ul/g) | Attiksyra (ul/g) FJI(;;))I onsyra
Kronjast Rag Ingen 1.1 50100 7157 -
1.2 48680 6412 -
Kronjast Vete Ingen 2.1 90032 5569 -
2.2 93802 6165 -
Rag Honung | 3.1 9760 6010 -
3.2 11119 6370 -
Ingen 4.1 12867 3979 -
4.2 13336 3830 -
Vete Honung | 5.1 9012 5481 =
5.2 8826 5579 -
Honung | 6.1 8089 4477 =
6.2 8341 5166 -
Ingen 7.1 7754 3492 -
7.2 7389 2913 -
50/50 Honung | 8.1 9152 2690 -
8.2 8494 4809 -
Honung | 9.1 9003 3463 =
9.2 9072 3829 -
Ingen 10.1 12211 2707 -
10.2 12182 2438 -
Kaka PM Ingen 11.1 83938 16046 118393
11.2 80565 18248 116136
Kaka P Ingen 12.1 7339 13187 115017
12.2 7060 13314 113441
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Tabell 9. Resultat av mangd mjolksyra och attiksyra fran syraanalysen, i deg och brod pa respektive surdegskultur,
rag, vete, 50/50 och Kéka P (ug/g).

Surdegskultur | Prov | Provnr. | Mjolksyra (ug/g) | Attiksyra (ug/g)
Rag Brod 1.1 5815 2405
1.2 5587 2524
Deg 2.1 5740 1714
2.2 5734 1712
Vete Brod 3.1 5128 2660
3.2 4106 2474
Deg 4.1 4145 1946
4.2 4765 2757
50/50 Brod 51 5391 2108
5.2 5582 2271
Deg 6.1 7554 1948
6.2 5664 1875
Kaka P Brod 7.1 - 21881
7.2 - 21468
Deg 8.1 - 21911
8.2 - 21618
10.1
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11 BILAGA 4

Tabell 10. Uppmétt absorbans i forberedda maltosldsningar (mg/ml).

Maltoskoncentration Absorbans
(mg/ml)
0,25 0,3169
0,5 0,7226
0,75 1,2405
1 1,5701
1,25 1,9571
1,5 2,3535
1,75 2,6677
2 3,0975
=1,5515
Standardkurva Maltos R = 0,073
3,5000
3,0000 /”
2,5000
w0 2
E 2,0000 //
[}
® 1,5000
21,
<
1,0000 //
0,5000
0,0000 | | . . .
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Maltoskoncentration (mg/ml)

Figur 6. Standardkurva 6ver uppmétt absorbans relaterat till koncentrationen maltos i férberedda Iésningar (mg/ml).
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12 BILAGA 5

Tabell 11. Absorbansresultat fran in vitro modellen for referensbrodet dar proverna ar tagna vid angiven tid mellan
0-300 minuter var 30:e minut. Absorbansen analyserades tva ganger per prov och koncentrationen (mg/ml) maltos i
varje prov raknades om till mg maltos per g brod. Medelvéarde och standardavvikelse beréknades for varje prov och
tid.

Total
. Abs | Abs | Koncentratio Kc_)ncentr Totalt standar
Tid | Prov A B n (mg/mi) ation medel- | d-
(mgl/g) varde avvikels
e
30 Refl2 |0,10 0,10 | 0,13 15,1
30 | Ref22 |0,01 0,01 |0,01 1,30
30 Ref3.2 |0,01 0,01 |0,01 1,31
30 | Refl1l.3 |0,05 0,06 |0,07 7,95 5,04 553
30 Ref23 |0,01 0,01 |0,01 1,61
30 | Ref3.3 |0,02 0,02 |0,03 2,98
60 Refl.2 |0,41 0,40 | 0,53 59,0
60 | Ref2.2 |0,10 | 0,10 | 0,13 14,5
60 Ref3.2 |0,11 0,10 | 0,13 15,1
60 | Refl3 |0,24 | 0,24 | 0,31 35,2 264 177
60 Ref23 |0,12 0,12 | 0,16 17,5
60 | Ref3.3 |0,12 | 0,12 | 0,16 17,3
90 Refl.2 |0,68 0,69 | 0,88 99,3
90 | Ref22 |0,22 | 0,23 | 0,29 32,5
90 Ref3.2 |0,24 0,24 | 0,31 35,3
90 | Refl3 |0)50 |05 |0,65 72,6 53,2 26,9
90 Ref23 |0,29 0,29 | 0,37 41,6
90 | Ref3.3 |0,26 | 0,26 | 0,34 37,7
120 | Ref1.2 10,97 | 0,95 1,24 138
120 | Ref2.2 | 0,37 | 0,37 | 0,47 52,9
120 | Ref3.2 10,41 0,40 0,52 58,4
120 | Ref1.3 | 0,77 | 0,75 | 0,98 110 80,5 3.4
120 | Ref2.3 10,44 | 0,44 | 0,57 63,1
120 | Ref3.3 | 0,42 | 0,40 | 0,53 59,4
150 Refl1.2 1,18 1,15 1,50 169
150 | Ref2.2 | 0,53 | 0,53 | 0,68 75,8
150 | Ref3.2 10,59 0,58 | 0,76 85,1
150 | Ref1.3 10,95 | 0,91 | 1,20 135 105 37,8
150 | Ref2.3 | 0,60 0,58 | 0,76 84,4
150 | Ref3.3 | 0,58 | 0,57 | 0,74 82,2
180 | Refl1.2 11,39 11,34 | 1,76 198 135,28 | 42,03
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180 | Ref2.2 | 0,69 | 0,70 | 0,90 100

180 | Ref3.2 /0,76 | 0,76 | 0,98 110

180 | Ref1.3 1,12 1 1,08 | 1,42 159

180 | Ref2.3 /0,76 | 0,75 | 0,97 108

180 | Ref3.3 | - - - - - -
210 Refl.2 |1,48 1,44 |1,88 211

210 | Ref2.2 |0,82 | 0,81 | 1,05 118

210 Ref3.2 | 1,47 1,43 | (1,86) (209) 161 43,1
210 | Refl13 [1,28 | 1,23 | 1,62 182

210 Ref2.3 094 091 1,20 133

210 | Ref3.3 | - - - - - -
240 Refl1l.2 |153 1,46 | 1,93 217

240 ' Ref2.2 0,97 | 0,93 | 1,22 137

240 Ref3.2 |1,01 0,98 | 1,28 144 166 34,6
240 | Ref1.3 |1,32 | 1,25 | 1,65 186

240 Ref2.3 1,03 0,98 1,30 145

240 | Ref3.3 | - - - - - -
270 Refl.2 | 159 1,52 | 2,00 225

270 |Ref2.2 |1,08 | 1,04 | 1,37 153

270 | Ref3.2 1,17 | 1,13 | 1,49 167 181 31,4
270 | Ref1.3 |1,43 1,38 |1,81 204

270 | Ref2.3 1,14 | 1,06 | 1,42 158

270 | Ref3.3 | - - - - - -
300 Refl2 169 162 |213 239

300 | Ref2.2 1,19 |1,16 | 1,51 169

300 Ref3.2 |122 1,21 |157 176 191 32,0
300 | Ref1.3 1,47 1,39 | 184 207

300 Ref23 1,20 1,06 | 1,46 162

300 Ref33 | - - - - - -
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Figur 7. Diagram 6ver maltoskoncentrationen (mg/g) i referensbrodet for tidsintervallet 0-300 minuter for respektive
prov.

Tabell 12. Absorbansresultat fran in vitro modellen for ragbrédet dar proverna &r tagna vid angiven tid mellan 0-300
minuter var 30:e minut. Absorbansen analyserades tva ganger per prov och koncentrationen (mg/ml) maltos i varje
prov raknades om till mg maltos per g bréd. Medelvarde och standardavvikelse berdknades for varje prov och tid.

Total
. Abs | Abs | Koncentratio | Koncentration Totalt ) standar
Tid | Prov A B n (mg/mi) (mglg) medelvard | d-
e awvikels
e

30 Rag4,2 0,01 0,01 |0,01 1,52

30 Rag 5,2 | 0,05 | 0,05 | 0,06 6,64

30 Rag 6,2 0,02 0,03 | 0,03 3,64

30 Rag 4,3 | 0,02 | 0,02 | 0,03 2,95 4,00 1.74

30 Rag 5,3 0,03 0,03 | 0,04 4,43

30 Rag 6,3 | 0,03 | 0,03 | 0,04 4,80

60 Rag4,2 0,08 0,08 |0,11 12,0

60 Rag 5,2 | 0,21 | 0,20 | 0,26 29,5

60 Rag6,2 0,11 0,10 | 0,13 15,0

60 Rag4,3 | 0,12 | 0,12 | 0,15 17,3 19,5 6.21

60 Rag5,3 0,16 0,16 | 0,20 22,4

60 Rag 6,3 | 0,15 | 0,14 | 0,19 21,0

90 Rag4,2 0,17 | 0,18 | 0,23 25,3

90 Rag5,2 | 0,36 | 0,35 | 0,46 51,1 37,4 9,28

90 Rag 6,2 0,20 10,20 | 0,26 29,2
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90 Rag4,3 | 0,25 | 0,25 | 0,33 36,4
90 Rag5,3 | 0,29 0,29 0,38 42,0
90 Rag 6,3 | 0,28 | 0,28 | 0,36 40,1
120 Réag4,2 0,28 0,28 0,36 40,8
120 | Réag5,2 | 0,55 0,54 |0,70 78,4
120 Réag6,2 0,34 0,34 044 49,1
120 | Rag4,3 10,36 | 0,36 | 0,47 52,3 51,2 130
120 Ré&g5,3 043 042 055 61,1
120 | Rag6,3 1 0,44 | 0,41 | 0,55 61,3
150 Réag4,2 040 040 0,51 57,8
150 | Ré&g5,2 | 0,74 | 0,74 | 0,95 106
150 Réag6,2 047 046 0,60 66,8
150 | Ref4,3 | 0,50 | 0,49 | 0,64 71,9 788 16,9
150 Ré&g5,3 0,60 0,59 0,77 85,6
150 | Réag6,3 ' 0,59 | 0,57 |0,75 83,6
180 Réag4,2 052 052 0,67 75,7
180 | Ré4g5,2 10,86 | 0,88 |1,12 125
180 Réag6,2 0,60 0,59 | 0,77 85,7
180 | Réag4,3 0,66 | 0,63 |0,83 92,9 970 16,9
180 Réag5,3 0,71 0,70 0,91 101
180 | Réag6,3 | 0,71 0,69 |0,90 101
210 Rag4,2 0,67 0,66 0,85 95,8
210 | Rag5,2 | 1,02 (0,98 | 1,29 144
210 Ré&g6,2 0,72 | 0,70 0,92 103
210 | Rag4,3 (0,77 | 0,77 | 1,00 111 116 17,0
210 Réag5,3 10,85 0,84 1,09 121
210 | Rag6,3 /0,83 0,81 | 1,06 118
240 Rag4,2 0,76 | 0,74 0,97 109
240 | Rag5,2 | 1,14 | 1,10 | 1,44 161
240 Rag6,2 0,86 0,84 1,10 122
240 | Rag4,3 /0,89 (0,86 |1,13 126 130 17,3
240 Rag5,3 10,95 0,9 1,19 132
240 | Rag6,3 | 0,94 (0,89 |1,18 132
270 'Rag4,2 0,86 0,82 1,08 122
270 | Rag5,2 /1,20 1,16 | 1,51 169
270 'Rag6,2 094 091 1,19 133
270 | Rag4,3 /0,94 0,90 |1,19 133 140 16.1
270 | Rag5,3 11,03 098 1,30 144
270 | Rag6,3 | 1,00 | 0,94 | 1,25 140
300 Rag4,2 098 093 1,23 137
300 | Rag5,2 | 1,27 |1,23 | 1,61 180 147 164
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300 Rag6,2 1,02 099 1,30 145
300 |Rag4,3 098|093 |1,23 138
300 Rag5,3 1,01 0,97 |1,27 141
300 |Rag6,3 (099 094 |1,24 139
Rag
200
180 —
_ 160
-1
Eﬂ 1o — =— —e—Rag 4.2
~ 120 ; s .
.§ 100 / R::lg 5.2
E 20 /,W —+—R3g 6.2
§ 60 ~ //y/’ —<—Rag 4.3
g 40 -~ // Rag 5.3
P % R3g 6.3
0 '-
30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Tid (min)

Figur 8. Diagram éver maltoskoncentrationen (mg/g) i ragbrodet for tidsintervallet 0-300 minuter for respektive prov.

Tabell 13. Absorbansresultat fran in vitro modellen for vetebrodet dar proverna ar tagna vid angiven tid mellan 0-300
minuter var 30:e minut. Koncentrationen (mg/ml) maltos i varje prov &r omraknat till mg maltos per g brdd.
Medelvarde och standardavvikelse berdknades for varje prov och tid.

. Abs | Abs | Koncentration | Koncentration Totalt Total
Tid | Prov A B (mg/ml) (mg/g) Medel- Standard-
varde avvikelse

30 | Vetel 0,03 0,03 0,04 3,99

30 | Vete2|0,02 | 0,02 0,03 3,28 3,11 0,97

30 | Vete3 0,01 0,01 0,02 2,07

60 | Vetel | 0,13 | 0,12 | 0,16 18,1

60  Vete2 0,09 0,09 0,12 13,0 14,6 3,10

60 | Vete3 | 0,09 | 0,09 0,11 12,6

90 | Vetel 0,25 | 0,24 0,31 35,1

90 | Vete2 | 0,20 | 0,19 | 0,25 27,9 29,2 5,37

90 | Vete3 0,18 | 0,17 0,22 24,6

120 | Vete1 | 0,40 | 0,39 | 0,51 57,3

120 | Vete2 | 0,32 | 0,32 0,41 45,8 47.6 8.87
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120 | Vete 3| 0,28 | 0,28 | 0,36 39,9
150 | Vetel 0,56 | 0,53 0,70 78,6
150 | Vete2 | 0,42 | 0,42 | 0,54 60,7 65,5 11,4
150 | Vete3| 0,40 | 0,39 | 0,51 57,3
180 | Vetel1 | 0,69 | 0,65 | 0,86 96,5
180 | Vete2 | 0,53 | 0,52 | 0,67 75,5 81,7 12,9
180 | Vete3 | 0,51 | 0,50 | 0,65 73,0
210 | Vetel 0,84 0,80 | 1,06 118
210 | Vete2 | 0,66 | 0,63 | 0,83 93,0 99,7 15,9
210 | Vete3 | 0,63 | 0,60 | 0,79 88,2
240 | Vete1 | 0,94 | 0,91 | 1,19 133
240 | Vete2 | 0,76 | 0,74 | 0,97 109 115 15,6
240 | Vete 3| 0,74 | 0,71 | 0,93 104
270 | Vetel1 1 1,01 10,99 1,29 144
270 | Vete2 | 0,86 | 0,84 | 1,10 123 128 14,6
270 | Vete3 1 0,82 0,80 1,04 116
300 | Vetel | 1,11 | 1,04 | 1,39 155
300 | Vete2 1 0,95 0,92 1,20 135 140 13,6
300 | Vete3 0,91 0,89 | 1,16 129
Vete
180,00
160,00 /
- 140,00
E 120,00 // —
§ 100,00 Pl / ——Vete 1
£ 80,00
E 60,00 // Vete 2
< 40,00 // / T Vete 3
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Figur 9. Diagram &ver maltoskoncentrationen (mg/g) i vetebrddet for respektive prov under tidsintervallet 0-300

minuter.

Tabell 14. Absorbansresultat fran in vitro modellen for 50/50-brodet dér proverna ar tagna vid angiven tid mellan 0-
300 minuter var 30:e minut. Koncentrationen (mg/ml) maltos i varje prov &r omréknat till mg maltos per g brod.
Medelvarde och standardavvikelse beréknades fér varje prov och tid.
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Totalt

Total

Tid | Prov ﬁbs gbs a)g/ﬁgtratlon a)g/(;(;ntratlon Medel- | Standard-
varde | avvikelse

30 50/504 0,02 0,02 | 0,02 2,42

30 | 50/505 0,03 0,02 |0,03 3,69 3,12 0,65
30 50/506 0,02 0,02 0,03 3,23

60 | 50/504 | 0,07 0,07 |0,09 10,2

60 50/505 0,10 0,10 | 0,13 14,8 12,9 2,42
60 | 50/506 | 0,10 0,09 | 0,12 13,6

90 50/504 0,14 0,13 | 0,18 19,7

90 |50/505 0,19 0,18 | 0,23 26,4 24,0 3,69
90 50/506 0,18 0,18 | 0,23 25,9

120 | 50/504 | 0,23 | 0,21 | 0,28 31,8

120 | 50/505 0,29 1 0,29 | 0,37 42,1 36,9 5,15
120 | 50/506 | 0,26 | 0,25 | 0,33 36,9

150 | 50/504 0,30 4 0,30 | 0,38 43,2

150 | 50/505 | 0,37 | 0,38 | 0,48 54,2 49,7 577
150 | 50/506 0,36 4 0,35 | 0,46 51,6

180 | 50/504 | 0,38 | 0,38 | 0,49 54,5

180 | 50/505 0,50 0,48 | 0,63 71,4 62,8 8,43
180 | 50/506 | 0,44 | 0,42 | 0,56 62,4

210 50/504 0,46 0,46 | 0,59 66,6

210 | 50/505 | 0,59 | 0,58 | 0,76 85,2 75,9 9,28
210 50/506 0,53 0,52 | 0,68 76,0

240 1 50/504 | 0,55 | 0,53 | 0,69 77,8

240 50/505 0,68 0,66 | 0,86 97,0 88,7 9,86
240 | 50/506 | 0,64 0,62 | 0,81 91,3

270 50/504 0,62 0,59 |0,78 87,8

270 | 50/505 | 0,75 |1 0,71 | 0,94 106 98,4 9,53
270 50/506 0,72 0,68 | 0,90 101

300 | 50/504 | 0,69 0,66 | 0,87 98,1

300 50/505 0,79 0,76 | 1,00 113 107 7,91
300 | 50/506 | 0,77 | 0,76 | 0,99 111
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Figur 10. Diagram 6ver maltoskoncentrationen (mg/g) i 50/50-brédet for tidsintervallet 0-300 minuter for respektive
prov.
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13 BILAGA 6

Tabell 15. Ett ANOVA-test utférdes pa provresultaten och visar om de &r signifikanta (p<0,05) eller gj. Siffran 0.012
visar att det ar signifikanta skillnader mellan minst tva av broden. Att detta ar signifikant innebar att man kan ga vidare
med ett sa kallat post-hoc test och jamfora de olika broden inbérdes.

ANOVA
AUC

Sum of Squares | df Mean Square F Sig.
Between 5,016E8 3 1,672E8 5,443 | 012
Groups
Within Groups | 3,994E8 13 3,072E7
Total 9,010E8 16

Tabell 16. Det har ar resultaten fran Tukeys post-hoc test. Det &r bara tva bréd dar medelvardena ar signifikant
(p<0,05) skilda, namligen Referens och 50/50. Det finns dock &ven en trend mot signifikant skillnad mellan Referens
och Vete, dar p=0,076.

Multiple Comparisons
AUC
Tukey HSD
() Bréd | (J) Brod | Mean Difference (I-J) | Std. Error Sig. | 95% Confidence Interval
Lower Upper
Bound Bound
Ref Réag 7859 3356 0,139 | -1990 17710
50/50 15350" 4048 0,011 | 3472 27230
Vete 10900 4048 0,076 | -977 22780
Rag Ref -7840 3356 0,139  -17710 1991
50/50 7493 3919 0,270 | -4010 19000
Vete 3044 3919 0,864 | -8459 14550
50/50 Ref -15350 " 4048 0,011 | -27230 -3472
Rag -7493 3919 0,270 ' -19000 4010
Vete -4449 4526 0,761 | -17730 8834
Vete Ref -10900 4048 0,076  -22780 976,7
Réag -30440 3919 0,864 | -14540 8459
50/50 4449 4525 0,761 | -8834 17730
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Tabell 17. Har &r en sammanstallning av post-hoc testet ovan, det visar medelvardet fér alla bréd och de bréd som ar
i olika kolumner (1 resp. 2) ar signifikant olika. Har ses dven hur manga areor som ingick for varje test (N-kolumnen).

AUC
Tukey HSD?P
Brod | N Subset for alpha = 0.05

1 2
505 13 15180
0
Vete |3 19630 19630
Rag |6 22670 22670
Ref |5 30530
Sig. 0,283 0,071
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,871.
b. The group sizes are unequal. The harmonic
mean of the group sizes is used. Type | error
levels are not guaranteed.
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