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Sammendrag

Verdens befolkning gker stadig og det er estimert at den globale befolkningen nar 9,7 milliarder
mennesker innen 2050. Som konsekvens av befolkningsveksten vil behovet og ettersporselen
for mat eke. Tilstrekkelig produksjon av naringsrik mat til en ekende befolkning utfert pa en
baerekraftig méte er en stor global utfordring. Det antas at sarlig proteiner vil vere et av
naringsstoffene det vil veere mangel pd i fremtiden. Makroalger far stadig mer oppmerksomhet
som en barekraftig kilde til protein, og de siste drene har produksjonen av sukkertare okt
betydelig i Norge. Til tross for at det er mye som tyder pa at proteinene i sukkertare har sveert
lav biotilgjengelighet, onsker neringen at biomassen skal utnyttes som naringsmiddel og

proteinkilde.

Fryst og terket sukkertare ble benyttet som rastoff i denne studien. Hovedmalet var & underseke
biotilgjengelighet til proteinet i sukkertaren, og vurdere om fraksjonering av biomassen i ulike
partikkelstorrelser hadde effekt pa biotilgjengeligheten. Biotilgjengeligheten og potensiell
effekt av fraksjonering ble studert gjennom en in vitro gastrointestinal (mage-tarm)

fordeyelsesmodell.

Innledningsvis ble sukkertarens biokjemiske sammensetning bestemt. Proteininnholdet varierte
mellom den fryste og naturterkede sukkertaren, med et innhold p& henholdsvis 3,7 og 6,5 % av
torrvekten. Sukkertaren ble funnet & vare en fullverdig proteinkilde da den inneholdt alle
essensielle aminosyrer. Essensielle aminosyrer utgjorde henholdsvis 41,7 og 40,4 % av totale

aminosyrer i fryst og terket sukkertare.

Prover tatt ut ved ulike fordeyelsestider i den simulerte mage-tarmfordeyelsen ble analysert for
proteininnhold og nedbrutt (TCA-leselig) protein. Analyseresultatene viste at den totale
mengden lgst og nedbrutt protein fra sukkertaren generelt var svert lavt, og derfor at lite
sukkertareprotein ble fordeyd gjennom den forenklede fordeyelsesmodellen. Dette indikerer at
biotilgjengeligheten til sukkertareproteiner er lav. De ulike forbehandlingene, og fraksjonering
av biomassen i ulike partikkelstorrelser, s& ikke ut til & pavirke biotilgjengeligheten til

sukkertareproteinet i stor grad.






Summary

To meet the expected population growth, there will be an increased demand for food in the
coming decades. Adequate production of nutritious food for a growing population, carried out
in a sustainable way, is a major global challenge. Particularly proteins are one of the important
nutrients that will be demanded in the future. Macroalgae is gaining attention as a sustainable
source of protein, and in recent years the production of sugar kelp has increased significantly
in Norway. Despite the fact that there are many indications that the proteins in sugar kelp have
low bioavailability, the industry wants the biomass to be utilized as a food and as a source of

protein.

Frozen and dried sugar kelp was used as raw material in this study. The aim of the study was
to investigate the bioavailability of the protein in sugar kelp, and to assess whether fractionation
of the biomass into different particle sizes had an effect on the bioavailability. The
bioavailability and potential effect of fractionation was studied through an in vitro

gastrointestinal digestion model.

Initially, the biochemical composition of the sugar cane was determined. The protein content
varied between the frozen and dried sugar kelp, with a content of 3,7 and 6,5 % of dry weight
respectively. The sugar kelp was found to be a complete protein source as it contained all the
essential amino acids. The essential amino acids accounted for 41,7 and 40,4 % of total amino

acids in frozen and dried sugar kelp, respectively.

Samples taken out at different digestion times in the simulated gastrointestinal digestion were
analyzed for soluble protein and hydrolyzed (TCA-soluble) proteins. Generally, the total
amount of dissolved and hydrolyzed protein from the sugar kelp was very low, and little sugar
kelp protein was digested through the simplified digestion model. This indicates that the
bioavailability of sugar kelp proteins is low. The different pre-treatments, and fractionation of
the biomass into different particle sizes, did not seem to affect the bioavailability of the sugar

kelp protein to a great extent.
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1 Introduksjon

Verdens befolkning gker stadig og det er estimert at den globale befolkningen nar 9,7 milliarder
mennesker innen 2050 (UN, 2019). Samtidig eker velstand og kjepekraft som forer til hoyere
forbruk, konsum og etterspersel av varer som setter et stort press pd matproduksjonssystemet
(Godfray et al., 2010; Willett et al., 2019). En konsekvens av befolkningsveksten er gkt behov
og ettersparsel av mat som vil fortsette & eke 1 fremtiden, og det er estimert at matbehovet vil
oke 70 til 100 % til 2050 (Bruinsma, 2009). I 2015 ble medlemslandene i De forente nasjoner
(FN) enige om en felles arbeidsplan bestdende av 17 barekraftsmal med 169 delmal som skal
nds innen 2030 for & sikre en barekraftig fremtid. Blant disse malene er matsikkerhet for
verdens befolkning samt bevare og utnytte jordas ressurser under baerekraftig utvikling sentralt.

For a na disse médlene ma verdens ressurser utnyttes best mulig (FN, 2022).

Tilstrekkelig produksjon av naringsrik mat til en ekende befolkning utfort pd en barekraftig
mate er en stor global utfordring. Matsikkerhet er allerede en utfordring i dag, og det er estimert
at 1 av 9 personer i verden var underernart i 2018, med sarlig forekomst i fattige land
(FN, 2020). I tillegg til & produsere nok mat md ogsd maten som produseres sikre et
neringsmessig balansert kosthold, da tilstrekkelig konsum av de ulike makro- og
mikronaringsstoffene er en forutsetning for god helse (FHI, 2021). Det antas at s&rlig proteiner

vil veere et av naringsstoffene det vil veere mangel pa i fremtiden (Bleakley & Hayes, 2017).

Historisk sett har mangel p& mat blitt lest ved a oke og effektivisere produksjonen i landbruket
og fisket, som har fort til stor konkurranse om og press pé ressurser som landarealer, ferskvann,
energi og ville fiskebestander (Godfray et al., 2010). I dag utnytter landbruket ca. 30 % av
jordas landomrader og 70 % av verdens ferskvannsressurser, og de fleste ville fiskebestandene
er fullt utnyttet eller overutnyttet (FAO, 2017; FAO, 2020). Klimaendringene blir stadig
tydeligere og bidrar til uforutsigbarhet i produksjonen pa land da ferskvannsmangel og
hyppigere forekomst av terke og flom utfordrer produksjonen (Duarte ef al., 2009). Samtidig
som landbruket pavirkes av klimaendringene er ogsé landbruket en sentral bidragsyter til
miljoutfordringene verden stir foran (Tilman & Clark, 2014). Den ekte produksjonen i
landbruket er ofte knyttet til negative miljopdvirkninger som edeleggelse av naturlige habitater,
avskoging og tap av biodiversitet, forurensing og avrenning av naringsstoffer som kan skade
okosystemer og gi et hayt klimagassutslipp (Bleakley & Hayes, 2017). Selv ved okt og mer
effektiv produksjon vil ikke vekst utelukkende i landbrukssektoren veere tilstrekkelig for & mete

fremtidens behov for mat (Mehre, 2015). I tillegg vil ekt produksjon fore til at presset pa de
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begrensede ressursene og utfordringene knyttet til miljo og klima forsterkes ytterligere.
Behovet for & redusere de negative miljeeffektene matproduksjon har, er og blir stadig

tydeligere (Godfray et al., 2010; Willett et al., 2019).

Animalske proteinkilder er en betydelig bidragsyter til dagens klimagassutslipp, og derfor er
proteinproduksjon og proteinkonsum sentralt for berekraft (Van Selm et al., 2022). Selv om
det & gjore planteprotein om til animalsk protein for humant konsum er ekonomisk og praktisk
giennomforbart, er det samtidig svert ressursineffektivt. Gjennomsnittlig kreves 6 kg
planteprotein for & produsere 1 kg animalsk protein. Altsé vil bare ca. 15 % av protein eller
energi fra plantene bli konsumert indirekte av mennesker gjennom kjett, mens det resterende
(ca. 85 %) ikke utnyttes. Siden produksjon av animalsk protein er sa ressurskrevende, er det i
fremtiden nedvendig at vi reduserer inntaket av animalsk protein og eker inntaket av
planteprotein (Aiking, 2014). Dette vil kunne bidra til maloppnaelse for flere av
baerekraftsmalene, deriblant okt matsikkerhet, miljomessig barekraft og bedre human helse.
Samtidig anbefaler Helsedirektoratet et variert kosthold med begrenset inntak av bearbeidet
kjott og redt kjett da heyt konsum er en risikofaktor for sykdom og tidlig ded (FHI, 2021).
Behovet for proteiner vil ke med befolkningsveksten og derfor er det nedvendig & undersoke

nye, spesielt plantebaserte, biomasser som alternative proteinkilder (Bleakley & Hayes, 2017).

1.1 Okt satsing pa marin produksjon

Det kan produseres mer mat dersom det gjores pd en mer effektiv méte. Havet dekker ca. 70 %
av jordas overflateareal, men likevel utnyttes havomradene i svert liten grad til matproduksjon
(Aksnes et al., 2017). Beregnet ut fra energiinntak far vi i dag omtrent 2 % av all mat fra havet,
og 15 % av proteininntaket er protein fra sjemat (Aksnes ef al., 2017), og det er bred enighet
om at de store havomradene ber utnyttes bedre for 4 sikre en barekraftig matproduksjon (FAO,
2020). Produksjonen i akvakultur har ekt arlig med ca. 7,5 % siden 1970 (FAO, 2020), og en
videre okning anses som en viktig faktor for 4 oppné berekraftig matsikkerhet (Godfray et al.,
2010; Willett et al., 2019).

Det er forventet at akvakulturproduksjonen vil fortsette & gke i d&rene som kommer (FAO, 2020),
og for en mer bearekraftig og effektiv produksjon av marin biomasse har kultivering av
lavtrofiske arter et stort potensial (Aksnes et al., 2017). Mellom hvert trofiske niva i
naringskjedene er det et betydelig tap av energi pa mellom 80 og 97 % avhengig av gkosystem
(Bonhommeau et al., 2013). Ved a kultivere og heste arter lavere i naeringskjeden vil det vare

mulig & eke biomasseproduksjonen med et lavere forbruk av ressurser (Aksnes et al., 2017).
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Blant lavtrofiske organismer er makroalger ansett & veere en biomasse med stort potensiale som

kilde til flere viktige naringsstoffer.

1.2 Makroalger

Makroalger, eller «tang og tare», er en fellesbetegnelse pd fotosyntetiske marine planter som
vokser langs kysten. De deles ofte inn i tre taksonomiske grupper basert pa deres
fargepigmentering; reodalger (Rhodophyta), brunalger (Phaeophyta) og grennalger
(Chlorophyta). Algene vokser i fjeresonen og ned til 30 meters dyp, men noen arter vokser
ogsd dypere. Det er primert lystilgangen som begrenser vekstsonen (Indergaard, 2011).
Makroalger skiller seg fra planter pa land ved at de ikke har ekte rot, stengel og blad, men 1
stedet har et festeorgan og en plantekropp. De tar opp naring og vann over hele planten, og har
derfor ikke indre kanaler for transport av vann og naringssalter til ulike delene av planten
(Indergaard, 2011). Som primerprodusenter nederst i den marine naeringskjeden tar de effektivt
opp uorganisk materiale som karbon, nitrogen og fosfor (n@ringssalter) fra omgivelsene og
omdanner det til makronaringsstoffer. Makroalger bidrar slik til mesteparten av biomassen i

havet og 50 % av primerproduksjonen pé jorda (Debbarma et al., 2022).

Makroalger inneholder flere verdifulle naringsstoffer som for eksempel proteiner,
karbohydrater, oligosakkarider, kostfiber, lipider og langkjedede flerumettet fettsyrer (PUFA),
fenoler, pigmenter, vitaminer og mineraler. Blant disse komponentene er flere essensielle
naringsstoffer for oss og flere av molekylene har nyttige bioaktive forbindelser som er knyttet
til helsefordeler for mennesker (Demarco et al., 2022; Pliego-Cortés et al., 2020; MacArtain,
2007). Neringsinnholdet i makroalger varierer stort mellom de ulike artene, geografisk
lokasjon, sesong og miljeforhold slik som vanntemperatur, salinitet, lysforhold og

naringstilgang (Debbarma et al., 2022).

1.2.1 Makroalger som ressurs

Makroalger er en del av det tradisjonelle kostholdet i flere asiatiske land der de blant annet
brukes som ingredienser i supper, salater, sushi og snacks (Cai et al., 2021). Ifolge statistikk
publisert av FNs organisasjon for ernaring og landbruk (FAO) er det Ser-Korea, Kina og Japan
som konsumerer storst andel akvatiske planter som mat, med et omtrentlig daglig inntak pa
henholdsvis 90, 33 og 3 gram (FAO, 2022). Brunalgene Saccharina japonica (kombu) og
Undaria pinnatifida (wakame) og radalgen Porphyra tenera (nori) er i disse landene og andre
asiatiske land vanlige arter til konsum, og de er ansett som en god kilde til fiber, proteiner og

mineraler (Demarco et al., 2022).
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Historisk sett er makroalger ogsa utnyttet til mat og for i kystsamfunn nord i Europa, sarlig i
perioder med matmangel (Mehre et al., 2014). I dag er utnyttelsen til direkte konsum derimot
begrenset, men oppmerksomheten rundt makroalger som en verdifull matkilde har gkt de siste
arene (Fleurence et al., 2017). Forekomsten av nye produkter med dyrket tare som ingrediens
har okt, for eksempel er makroalger tilsatt som ingrediens i krydderblandinger, ulike
snackprodukter og fiskeburgere, men likevel er det fortsatt fa som jevnlig konsumerer
makroalger (Blikra et al., 2020). I Norge utnyttes makroalger i dag hovedsakelig til industriell
produksjon av alginat, agar og karragenan (polysakkarider) som ekstraheres fra ville bestander
makroalger. Alginat ekstraheres fra brunalger, mens karragenan og agar ekstraheres fra
rodalger. Disse brukes blant annet som tilsetningsstoffer eller funksjonelle ingredienser og har
egenskaper som stabiliserende-, geledannende- og tykningsmidler i naeringsmiddelindustrien

(Mehre et al., 2014).

1.2.2 Kultivering av makroalger

Fra 1950 har global produksjon av makroalger okt med 1000 ganger fra 34,7 tusen tonn til
34,7 millioner tonn (vatvekt) 1 2019 (Cai, 2021). I 2019 utgjorde den totale produksjonen av
makroalger nesten 30 % av verdens totale akvakulturproduksjon, og etter karpefisk var radalger
og brunalger andre og tredje mest produserte artsgruppe. Av den totale produksjonen i 2019 ble
hele 98 % produsert i fem asiatiske land (Kina, Indonesia, Ser-Korea, Filippinene og Nord-
Korea) (Cai & Galli, 2021). Til tross for stor produksjon nesten utelukkende i Asia er likevel
kultiverte makroalger ansett som en av de storste uutnyttede globale biomasseressursene for en
barekraftig produksjon av mat og biomasse (Cai et al., 2021; Mouritsen & Schmidt, 2020). I
Europa har interessen for 4 industrialisere kultivering av makroalger okt betydelig de siste arene
(Skjermo et al., 2014). Dette skyldes blant annet at makroalger har stort potensiale innen flere
bruksomrader slik som direkte til konsum, som ingrediens, bioaktive komponenter i funksjonell
mat og for, phycocolloider, gjodsel, biodrivstoff og bioremediering (biologisk fjerning av
forurensing). For 4 sikre stabil tilgang pa biomasse til nevnte formal er kultivering ansett som

nedvendig (Mehre et al., 2016D).

1.2.3 Kultivering av makroalger i Norge

Norge er et av de europeiske landende der interessen for kultivering av makroalger har okt de
siste arene og interessen stadig eker (Norderhaug et al., 2020). De forste tillatelsene for
produksjon ble tildelt i 2014 og antallet har okt raskt fra 54 tillatelser i 2014 til 520 tillatelser i
2021 (Fiskeridirektoratet, 2022).
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Sa langt er det hovedsakelig brunalgene sukkertare (Saccharina latissima) og butare (Alaria
esculenta) som produseres i Norge, mye pa grunn av at de naturlig vokser langs norskekysten
og derfor relativt enkelt lar seg dyrke under miljeforholdene som er her (Norderhaug et al.,
2020). Sukkertare er den europeiske arten som vokser raskest, og som produseres i storst volum
i Europa. Arten kan sammenlignes med Saccharina japonica som kultiveres i store mengder i
Asia blant annet til humant konsum (Skjermo et al., 2014). 1 2020 ble det totalt produsert og
hestet 336 tonn (vatvekt) sukkertare og butare i Norge (til konsum og for) til en verdi pa 8,6
millioner kroner. Dette var en ekning pad over 280 % fra 2019. Figur 1 illustrerer produsert
mengde og verdi av artene sukkertare og butare hestet i Norge fra 2015-2020
(Fiskeridirektoratet, 2022).
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Figur 1. Hasting av makroalger til konsum og for i Norge. Produsert mengde i tonn (heltrukken linje) og verdii 1000
NOK (stiplet linje) av sukkertare (bla linje) og butare (red linje) hastet i Norge fra 2015-2020 (Fiskeridirektoratet,
2022).

Norge har en lang kystlinje, sjgvann med egnet salinitet og temperatur som ikke er for hey om

sommeren eller for lav om vinteren, gode lysforhold og lange perioder med god tilfersel av

naringssalter. Disse naturgitte forutsetningene gir et stort potensial for ekt produksjon og

muliggjer dyrkning av makroalger i industriell skala (Norderhaug et al., 2020; Skjermo et al.,

2014). Ved okt produksjon er det hensiktsmessig at det undersgkes hvordan biomassen kan
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utnyttes best mulig. Makroalger har et hoyt innhold av karbohydrater, derfor var fokuset 1
naringen opprinnelig & produsere biodrivstoff. I dag derimot er det et enske om & produsere
produkter med heyere markedsverdi. Siden makroalger har et heyt innhold av andre
naringsstoffer og bioaktive komponenter er biomassen interessant til en rekke produkter, som

for eksempel ingredienser i neringsmidler, for og kosmetikk (Blikra ef al., 2020; Meahre 2015).

1.3 Makroalger som proteinkilde

Makroalger er ansett som en lovende kilde til planteprotein som mulig kan bidra til en mer
baerekraftig produksjon av mat og samtidig bidra til & dekke fremtidig proteinbehov (Harrysson
etal.,2018).

1.3.1 Proteiner

Proteiner er essensielle makronaringsstoffer som har flere viktige funksjoner i kroppen. De er
blant annet nedvendig for & opprettholde normal vekst, utvikling og struktur, enzymaktivitet,
som hormoner, for transport av nazring og andre biokjemiske komponenter over
cellemembraner og som naringsstoffer. Proteiner bestar av aminosyrer (AA) bundet sammen
til polypeptider via peptidbindinger. Det er 20 ulike aminosyrer som inngér i proteiner. Ni av
disse er essensielle aminosyrer (EAA) for mennesker fordi de ikke syntetiseres i kroppen og
derfor ma tilfores via kostholdet. De essensielle aminosyrene for friske voksne er fenylalanin,
histidin, isoleucin, leucin, lysin, metionin, treonin, tryptofan og valin. For & opprettholde
proteinenes  funksjoner m& kroppen tilfores tilstrekkelig protein med en
aminosyresammensetning som dekker behovet for de essensielle aminosyrene (Damodaran &
Parkin, 2017). Et referanseprotein med "ideell" aminosyresammensetning som inneholder
minimumskravene til EAA er definert av FAO/WHO/UNU til sammenligningsformal. Den
anbefalte mengden protein og EAA avhenger av alder, og anbefalt mengde totalt protein og

EAA for friske voksne er vist i tabell 1 (FAO/WHO/UNU, 2007).
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Tabell 1. Anbefalt mengde essensielle aminosyrer (EAA) i mg/g protein og totalt protein i mg/kg kroppsvekt/dag for
friske voksne (modifisert fra FAO/WHO/UNU, 2007).

EAA mg/g protein
Fenylalanin + tyrosin* 38

Histidin 15

Isoleucin 30

Leucin 59

Lysin 45

Metionin 16

Treonin 23

Tryptofan 6

Valin 39

Totalt protein (mg/kg kroppsvekt/dag) 0,66
* Mengde fenylalanin (EAA) og tyrosin (ikke-essensiell aminosyre) er gitt som
anbefalt totalt inntak.

I tillegg til aminosyresammensetning med tilstrekkelig mengde EAA avhenger den
erngringsmessige proteinkvaliteten av proteinenes biotilgjengelighet (Damodaran & Parkin,
2017). Biotilgjengeligheten eller fordeyeligheten omhandler proteinets evne til & bli fordeyd
og absorbert i tarmen, altsd i hvilken grad aminosyrene brytes ned og tas opp slik at det kan
utnyttes der det har sin funksjon i kroppen (Bleakley & Hayes, 2017). Det er flere faktorer som
pavirker biotilgjengeligheten til et protein, for eksempel naringsmiddelets eller biomassens
biokjemiske egenskaper og sammensetning, proteinkonformasjon og proteinstruktur,
tilstedevarelse av antin@ringsstoffer og eventuell prosessering av biomassen (Damodaran &
Parkin, 2017). Antinaringsstoffer er komponenter som interfererer med absorpsjonen av et
naringsstoff og virker ved & redusere naeringsopptak, fordeyelse og forbruk (Astley & Finglas,
2016).

1.3.2 Proteinfordoyelse

Mesteparten av maten vi spiser gér inn i mage-tarmkanalen som sterre partikler bestaende av
makromolekyler som ikke kan tas opp av tarmcellene (Widmaier et al., 2018). For at disse
makromolekylene skal kunne absorberes ved at de tas opp over epitelcellene i tarmen ma de
brytes ned til mindre komponenter. Nedbrytingen av naringsstoffene involverer en rekke
fordeyelsesenzymer og andre kjemiske forbindelser som skilles ut av fordeyelsessystemets

eksokrine kjertler ut i tarmlumen. I tillegg er noen fordeyelsesenzymer lokalisert pa
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cellemembranen til tarmcellene (Widmaier et al., 2018). Gjennom proteinfordeyelsen
hydrolyseres proteiner til mindre peptider og AA som kan absorberes i tarmkanalen. Denne
prosessen involverer flere proteolytiske enzymer (Bhutta & Sadiq, 2013). I magesekken
hydrolyserer pepsin proteiner til mindre polypeptider og AA. Pepsin har bred spesifisitet, men
hydrolyserer hovedsakelig peptidbindinger som involverer fenylalanin, tyrosin og leucin.
Pepsin har sitt pH optimum rundt pH 2 som er i magesekken og vil ha liten aktivitet i tynntarmen
der det er neytral pH. Proteasene trypsinogen, chymotrypsinogen, proelastase,
procarboxypeptidase A og procarboxypeptidase B skilles ut fra bukspyttkjertelen ut i
tynntarmen som proenzymer. Enteropeptidase, som skilles ut fra tarmveggen, aktiverer
trypsinogen til trypsin som videre aktiverer de andre proenzymene, i tillegg til & stimulere til
autokalatyse av trypsinogen til aktiv form. Proteasene fra bukspyttkjertelen har ulik spesifisitet,
og hydrolyserer polypeptidene til mindre polypeptider (to til seks AA) og frie AA. Trypsin,
chymotrypsin, elastase er endopeptidaser som hydrolyserer peptidbindinger innad i proteinet,
mens carboxypeptidase A og B er exopeptidaser som spalter av AA péd karboksylenden av
peptidkjeden. Videre er det flere peptidaser i tarmcellene som spalter produktene ytterligere

(Bhutta & Sadig, 2013).

1.3.3 Proteininnhold i makroalger

Proteininnholdet i makroalger varierer stort mellom ulike arter. Det er generelt lavere i
brunalger (3 til 15 % av terrvekt), moderat i grennalger (9 til 26 % av terrvekt) og heyere 1
redalger (opp til 47 % av terrvekt). I likhet med biokjemisk sammensetning for gvrig, varierer
proteininnholdet etter geografisk lokasjon, sesong og miljeforhold (Debbarma et al., 2022). Til
tross for at artene som tilherer gruppene rod- og grennalger inneholder mest protein, er
potensialet for & produsere store kvantum biomasse gjennom kultivering lavere pa grunn av at
disse algene er sma. Selv om sukkertare og andre brunalger generelt har lavt proteininnhold,
anses potensialet a vaere storre pa grunn av hgyere forventet produksjonsvolum (Skjermo et al.,

2014).

I motsetning til animalske proteinkilder anses en rekke planteproteiner som ikke-fullverdige
proteiner da de mangler en eller flere av de EAA (Bleakley & Hayes, 2017). Hvilke EAA
planteproteiner mangler, eller har et lavt innhold av, varierer mellom arter. Proteiner fra
brunalger har blitt beskrevet som en god kilde til aminosyrene treonin, valin, leucin, lysin,
glycin og alanin, mens det er mindre av cystein, metionin, histidin, tryptofan og tyrosin (Holdt

& Kraan, 2011). Asparginsyre og glutaminsyre er ikke-essensielle aminosyrer (NEAA) og
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utgjor generelt en relativ stor andel av totale aminosyrer (TAA) i makroalger. Disse AA finnes
serlig mye av i1 brunalger, og gir opphav til smaken «umami» som ofte assosieres med
makroalger (Bleakley & Hayes, 2017; Fleurence et al., 2017). Til tross for at makroalger kan
ha et begrenset innhold av enkelte AA anses biomassen som en interessant og lovende
proteinkilde til humant konsum og for. Aminosyresammensetningen i enkelte arter makroalger
sammenlignes ofte med proteiner fra andre proteinkilder som moter FAOs anbefalinger til EAA

slik som soyabenner, egg og belgfrukt (Bleakley & Hayes, 2017; Fleurence, 2017).

Biotilgjengeligheten til planteproteiner er generelt lavere sammenlignet med animalske
proteiner (Damodaran & Parkin, 2017). En grunn til dette er at planter har et relativt hoyt
innhold av antinaringsstoffer sammenlignet med animalske proteinkilder (Juul et al., 2022).
Makroalger inneholder flere typer antinzringsstoffer som trypsinhemmere, fytinsyre og
tanniner, men i brunalger er det hovedsakelig polyfenoler som pévirker biotilgjengeligheten til
proteinene (Harrysson et al., 2018). Polyfenoler virker som antinaringsstoff ved & bindes til
makromolekyler (proteiner eller polysakkarider) slik at det dannes uleselige komplekser som
gjor makromolekylene mindre tilgjengelige. Polyfenoler kan ogsa pévirke neringsstoffenes
biotilgjengelighet ved & interagere med fordeyelsesenzymene slik at enzymaktiviteten i

tarmkanalen hemmes (Mahre, 2015).

En annen grunn til at biotilgjengeligheten til planteproteiner generelt er lavere enn for
animalske proteiner er at i motsetning til animalske celler har planteceller cellevegg.
Celleveggen er rigid og bestar hovedsakelig av komplekse polysakkarider der cellulose utgjor
hovedbestanddelen, men ogsd av noe protein (Mahre et al., 2016b). Makrolager inneholder
ulike typer proteiner som for eksempel lagringsproteiner, enzymer, peptider, glykoproteiner,
lektiner og cellevegg-assosierte proteiner (Pliego-Cortés et al., 2020). Mesteparten av disse
proteinene er lokalisert intracellulert eller i tilknytning til celleveggens polysakkarider. For &
nytte seg av de intracellulere proteinene, mé celleveggen brytes slik at proteinene frigjores fra
cellen, og videre hydrolyseres av fordeyelsesenzymene og absorberes 1 tarmen.
Polysakkaridene 1 plantecellers cellevegg er ufordeyelig for mennesker fordi
fordeyelsessystemet vart ikke har enzymer som kan hydrolysere bindingene i plantecelleveggen

(B-1,4-glykosidbindinger) (Mahre ef al., 2016b).

En stor andel av proteinene lokalisert i celleveggen er glykoproteiner. Glykoproteiner er
proteiner som er bundet sammen med en karbohydratdel gjennom glykosylering.

Glykosyleringen gjor at det dannes sterke interaksjoner mellom proteinet og de komplekse
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polysakkaridene i celleveggen. Man antar at dette kan beskytte glykoproteinene mot de
proteolytiske fordeyelsesenzymene og dermed hindre fordeyelse og absorpsjon (Fleurence et
al., 2017; M=zhre, 2015). Totalt sett er det celleveggens polysakkarider og et hoyt innhold av
polyfenoler som reduserer biotilgjengeligheten til proteiner i brunalger (Fleurence et al., 2017;
Harrysson et al., 2018). Den lave biotilgjengeligheten til planteproteiner er en utfordring bade
ndr det gjelder potensialet biomassen har som proteinkilde nir den konsumeres direkte, men
ogsa for biomassens potensiale som réstoff for produksjon av proteinkonsentrater da

biotilgjengeligheten ogsé péavirker ekstraksjonsprosessen (Harrysson ef al., 2018).

Til tross for at det er mye som tyder pé at proteinene i sukkertare og andre brunalger har svert
lav biotilgjengelighet, far makroalger stadig mer oppmerksomhet som en barekraftig kilde til
protein. Det er derfor nedvendig & karakterisere den erneringsmessige proteinkvaliteten
ytterligere for & kunne vurdere potensialet makroalger har som proteinkilde (Juul ez al., 2022).
Dette inkluderer biomassens biokjemiske egenskaper, sammensetning og biotilgjengelighet.
Biokjemisk sammensetning er allerede beskrevet for mange arter makroalger, men variasjonen
er ofte stor mellom ulike arter og studier (sannsynligvis pga. sesongvariasjoner og metodiske
forskjeller) (Mehre, 2015). In vitro studier er svart relevant for a gi nyttig kunnskap om
interaksjoner mellom komponenter i biomassen, effekten av pH, ulike enzymer og potensialet

for ulike neeringsstoffer 4 bli absorbert (Demarco et al., 2022).
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1.4 Hensikt og mal med oppgaven

Hensikten med denne oppgaven er a karakterisere sukkertarens biokjemiske sammensetning og
underseke komponentenes biotilgjengelighet naermere. Sukkertare ble valgt som biomasse fordi
det er denne arten det produseres mest av i Norge per i dag og et viktig mal med satsningen pa

dyrking av tang og tare er a utnytte biomassen som naringsmiddel og proteinkilde.

Hovedmalet med oppgaven var & undersoke biotilgjengelighet eller fordeyelighet til proteinet
i sukkertare, og vurdere om fraksjonering av denne biomassen i ulike partikkelstorrelser har
effekt pa biotilgjengeligheten. Biotilgjengeligheten og potensiell effekt av fraksjonering ble

studert gjennom en in vitro gastrointestinal (mage-tarm) fordeyelse.
Spesifikke delmal:

1. Bestemme biokjemisk sammensetning i fryst og terket sukkertare, med fokus pa
proteininnhold og aminosyresammensetning.

2. Underseke om protein i sukkertare kan fordeyes ved bruk av en forenklet
fordeyelsesmodell.

3. Underseke om oppmaling og fraksjonering av sukkertaren i ulike partikkelstorrelser og
forbehandling med Ultra-Turrax gjer algeproteinet lettere tilgjengelig.

4. Undersgke om pepsintyper med ulik spesifikk aktivitet, ulike konsentrasjoner av
pancreatin og om ulike buffere som benyttes i slike fordeyelsesassay péavirker
fordeyeligheten.

5. Undersegke hvordan pH pévirker proteinloseligheten i intakt terket sukkertare.

6. Bestemme ekstraksjonsutbyttet ved standard proteinekstraksjon fra intakt terket

sukkertare.
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2 Materialer og metoder

2.1 Biomasse

Sukkertare (Saccharina latissima) produsert av Lyngen Seaweed AS ble benyttet i dette
masterstudiet. Taren er dyrket ved Uleya ytterst i Lyngenfjorden i Nord-Troms (figur 2).
Grunnlaget for dyrkingen er lokale stiklinger som ble plukket pé lokaliteten og videre podet pa
et stiklingsanlegg pa Nofima i november 2020. Makroalgene ble satt ut igjen pa lokaliteten i
februar 2021 der de vokste seg store, for de ble hostet sent 1 mai/tidlig juni. Etter hesting ble

makroalgene skylt godt i ferskvann for noe ble direkte fryst, mens noe ble hengt ute til terking

(naturterket) og lagret tort.

Figur 2. Sukkertare hgstes fra lokalitet ved Ulgya (venstre), hastet sukkertare (midten) og naturtarket sukkertare
(hayre). Foto: Annbjerg Reiersen.

I dette studiet er bade fryst materiale (FM) og terket materiale (TM) benyttet som
utgangsmateriale. Det torkede materialet ble videre oppmalt ved hjelp av bade kvern (MF 10
basic, IKA-Werke GmbH & Co, Staufen im Breisgau, Tyskland) og kaffekvern (OBH Nordica
2393 Coffee Mill, OBH Nordica, Stockholm, Sverige) for & oppna tilstrekkelig fraksjonering.
Det oppmalte materialet ble sé& separert i fire ulike partikkelsterrelser (<180 um, 180-315 um,
315-500 um og >500 um) pd Nofima ved a bruke en sikt (AS 200 Retsch sieve shaker, Retsch
GmbH, Tyskland) med ulike maskesterrelser. De ulike preovene og sterrelsesfraksjonene ble

oppbevart i tette bokser og zip-lockposer ved ca. -20°C inntil videre analyse.

2.2 Kjemikalier

DL-Norleucine, pepsin fra gris (P7125, P6887), pancreatin fra gris (P1750), kaliumklorid
(KCl), dikaliumhydrogenfosfat (KxHPO4), natriumhydrogenkarbonat (NaHCO3), galleekstrakt
fra gris (B8631), kaliumnatriumtartrat-tetrahydrat (C4H4KNaOg ¢ 4H>0), natriumhydroksid
(NaOH), kobber(II)sulfat-pentahydrat (CuSO4 * 5H>0), bovint serumalbumin (BSA), Folin &
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Ciocalteus fenolreagens, L-tyrosin og aminosyrestandarder (Amino acid standards,
physiological — acids and neutrals, A6407 og Amino acid standards, physiological — basics,
A6282) var fra Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).

Natriumdihydrogenfosfat-dihydrat (NaH2PO4 ¢ 2H;0), dinatriumhydrogenfosfat-dihydrat
(NaoHPO4 ¢ 2H>0), kalsiumklorid-dihydrat (CaCl, * 2H»0), natriumkarbonat (Na,CO3),
trikloreddiksyre (trichloroacetic acid; TCA) og trinatriumsitrat-dihydrat (CsHsNa3;O7 ¢ 2H,0)
var fra Merck KGaA (Darmstadt, Tyskland).

Saltsyre (HCI) 37 % var fra VWR International S.A.S (Fontenay-sous-Bois, Frankrike),
natriumklorid (NaCl) var fra VWR International (Leuven, Belgia), magnesiumklorid-
heksahydrat (MgCl> « 6H,O) var fra Avantor Performance Materials B.V. (Deventer,
Nederland), nitrogengass var fra Linde gas AS (Oslo, Norge) og litiumloadingbuffer (Lithium
loading buffer, pH 2,2) og ninhydrinlesning (Ultra Ninhydrin reagent kit) var fra Biochrom Ltd
(Cambridge, Storbritannia).

2.3 Forsgksdesign

Innledningsvis ble den biokjemiske sammensetningen i utgangsmaterialet fryst sukkertare
(FM) og terket sukkertare (TM) undersekt (se figur 3 for oversikt over forsegksdesignet). Dette
inkluderte bestemmelse av vann- og askeinnhold, aminosyreanalyse og proteininnhold. Videre
ble fordeyeligheten til proteiner i FM, TM og de ulike fraksjonene av terket materiale (<180
pum, 180-315 pm, 315-500 um og >500 um) studert gjennom en forenklet simulert
gastrointestinal fordeyelsesmodell (mage-tarmfordeyelse). Fordeyelsesforsgket ble gjort med
to ulike lesninger (versjon 1 og versjon 2) for alle prover. I tillegg ble det gjennomfort
fordeyelsesforsek med ulike enzymtyper, enzymkonsentrasjoner og forbehandling med Ultra-
Turrax for noen bestemte prever. De ulike fordeyelsesforsgkene som ble gjennomfoert (forsek
1-5) er beskrevet nermere i kapittel 2.4.2. Supernatanter fra fordeyelsesforsekene ble videre
analysert for proteininnhold vha. en modifisert variant av Lowrys metode, og nedbrutt (TCA-
loselig) protein ble bestemt etter felling med TCA (trikloreddiksyre). Variasjon i pH-avhengig
proteinleselighet og mengde ekstraherbart protein fra intakt terket sukkertare (TM) ble ogsé
undersekt. I tillegg ble proteinekstraksjon gjort pé utvalgte «pelletprover» (resterende

inkubasjonslesning) etter endt fordeyelse.
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1. Biokjemisk sammensetning i sukkertare

FM ™

» Vann- og askeinnhold
Aminosyreanalyse og proteininnhold

2. Proteintilgjengelighet

™ +
fraksjoner av tgrket materiale

FM

<180 180-315 || 315-500 >500

» Simulert mage-tarmfordgyelse (V1 og V2)

3. Proteinlgselighet

™

«Pellet» Supernatant

4. Proteinekstraksjon

™ ; «Pellet» i« .
‘ ; Proteininnhold

Nedbrutt (TCA-Igselig) protein

Figur 3. Forsoksdesign for oppgaven. Biokjemisk sammensetning i sukkertare ble fgrst bestemt. Deretter ble
Sukkertaren fraksjonert i ulike stgrrelsesfraksjoner (<180 um, 180-315 um, 315-500 um og >500 um) og alle praver
ble fordayd ved bruk av en forenklet simulert gastrointestinal fordayelsesmodell. Totalt proteininnhold i supernatant
ble bestemt vha. en modifisert variant av Lowrys metode, og nedbrutt (TCA-lgselig) protein ble bestemt etter felling
med TCA (trikloreddiksyre). Variasjon i pH-avhengig proteinigselighet og mengde ekstraherbart protein fra intakt
torket sukkertare (TM) ble ogsa undersgkt. | tillegg ble proteinekstraksjon gjort pa utvalgte «pelletpravers
(resterende inkubasjonslasning) fra fordgyelsesforsgkene.

2.4 Metoder

2.4.1 Biokjemisk sammensetning i sukkertare

2.41.1 Vann- og askeinnhold
Vann- og askeinnholdet i utgangsmaterialet fryst sukkertare (FM) og terket sukkertare (TM)
ble bestemt gravimetrisk med tre analyseparalleller ved a bruke en modifisert versjon av AOAC

950.46b og AOAC 938.08 (Horwitz, 2004).

FM (ca. 10 gram) og TM (ca. 2 gram) ble veid ut i forhdndsveide aluminiumsbeger. Provene
ble terket i varmeskap (Heratherm OMS 180, Thermo Scientific, MA, USA) pa 105°C i 24
timer til vekta var konstant, og prevene ble veid pa nytt. Det prosentvise vanninnholdet 1

pravene ble beregnet ved bruk av formel 1.

Formel 1:

Vekt for torkin — Vekt etter tgrkin
Vanninnhold (%) = ! Veli %)r torking (9) 9(9) -100 %
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De vannfrie prevene ble videre brukt til & bestemme askeinnholdet. Provene ble satt i
forbrenningsovn (Program Controller S27, Nabertherm GmbH, Lilienthal, Tyskland) ved
540°C 1 16 timer. Etter forbrenning ble provene veid, og askeinnholdet ble beregnet i prosent

av terrvekten ved bruk av formel 2.

Formel 2:

Vekt etter tgrking og forbrennin
Askeinnhold (%) av tgrrvekt = 999 f, 9(9) -100 %
Vekt etter torking (g)

2.41.2 Aminosyreanalyse og bestemmelse av proteininnhold
Totale aminosyrer i utgangsmaterialet (FM og TM) ble bestemt med en metode modifisert fra
Mahre et al. (2016a) og Moore & Stein (1963). Aminosyreanalysene ble gjort med to

analyseparalleller for hver prove.

En bestemt mengde prove, internstandard (DL-norleucine, 20 mM) og Milli-Q-vann ble blandet
til et totalvolum pa ca. 1,2 ml i 4 ml glassrer. For terket sukkertare (TM) ble dette forholdet
120 mg prove, 0,5 ml internstandard og 0,6 ml H2O (Milli-Q). For fryst sukkertare (FM) ble
dette 600 mg prove, 0,5 ml internstandard og 0,1 ml H,O (Milli-Q). Neyaktig innveid vekt ble
notert. For & bryte peptidbindingene i proteinene ble provene syrehydrolysert. Praveglassene
ble tilsatt 1,2 ml konsentrert saltsyre (37 %) og flushet med N»-gass i 10-15 sekunder for lokk
ble satt pa for & hindre oksidasjon. Videre ble provene satt i varmeskap (Heratherm OMS 180,
Thermo Scientific, MA, USA) pa 105°C i 22-24 timer.

Etter syrehydrolyse ble pravene tatt ut av varmeskapet og avkjelt, for 1000 ul preve ble overfort
1 sentrifugerer (eppendorffrer) og sentrifugert (Centrifuge 5424 R, Eppendorf AG, Hamburg,
Tyskland) pa 18400 g (RCF) 1 5 minutter for & fjerne eventuelle partikler. 100 pl supernatant
ble sé overfort til analyserer og dampet inn til terrhet med N»-gass. Provene ble sa lost uti 1 ml

littumloadingbuffer og oppbevart i kjeleskap (2°C) inntil analyse.

Provene ble analysert ved bruk av en Biochrom 30" aminosyreanalysator med en litiumcitrat-
ekvilibrert kolonne og postkolonne-derivatisering med ninhydrin (Ultra Ninhydin reagent kit).
Signalene ble analysert med Chromeleon Software og identifikasjonen av aminosyrene ble gjort
ved sammenligning med standardkurve med to fysiologiske aminosyrestandarder (A6407 og

A6282).
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Totalt proteininnhold i prevene ble bestemt som summen av AA som inngar i protein, men hvor
ett vannmolekyl ble fratrukket molekylvekten til de enkelte aminosyrene og summert til slutt,

se formel 3.

Formel 3:

mg AA molekylvekt AA — molekylvekt vann

Totalt protein (%) = -100 %

g prove molekylvekt AA

2.4.2 Proteinfordoyelighet av sukkertareprotein

Fordeyeligheten av protein i de ulike sukkertarepravene (FM, TM, <180 um, 180-315 um, 315-
500 um og >500 um) ble undersegkt gjennom en simulert, forenklet gastrointestinal fordeyelse
modifisert fra Jensen et al. (2009) og Ageeva (2014). Kommersielle enzymer fra gris ble brukt
for & simulere mage-tarmfordeyelsen i mennesker, forst pepsin ved sur pH (magefase, pH 2) sa
pancreatin (enzymene i bukspyttkjertelen) ved neytral pH (tarmfase, pH 7) i1 en total 100
minutters inkubasjon. Det ble benyttet to ulike losninger i fordeyelsesforsgket, versjon 1 (V1)
og versjon 2 (V2). Lesningene for V1 og V2 var henholdsvis fra Ageeva (2014) og Jensen et
al. (2009).

Lesninger V1:

- Pepsinlesning 0,5 L: 2,31 g pepsin* ble lest1 0,5 L 0,01 M HCL.
- Pancreatinlesning 1,0 L: 0,4 g pancreatin ble lgst i 1,0 L 0,2 M natriumfosfatbuffer.

Lesninger V2:

- Pepsinlesning 0,5 L: 2,31 g pepsin* + 1,432 g NaCl + 0,448 g KCl + 0,555 g CaCl, +
0,115 g MgCl + 0,305 g KoHPOg4 ble lost 1 0,5 L dH20.

- Pancreatinlesning 0,05 L: 0,42 g NaHCO; + 1,25 g galleekstrakt + 0,02 g pancreatin
ble lost i 50 ml dH-2O.

*Pepsin- og pancreatinkonsentrasjonen i begge versjoner av lgsningene var henholdsvis

0,00462 g/ml 0g 0,0004 g/ml lgsning. Det ble brukt to ulike typer pepsin fra gris (P7125, P6887)
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med forskjellig enzymaktivitet. Pepsin P7125 hadde >400 enzymenheter/mg protein og P6887

hadde >3200 enzymenheter/mg protein i henhold til produsentens definisjon'.

Det ble totalt gjort fem ulike fordeyelsesforsek (forsek 1-5) der praover, lasninger (V1 eller V2),
eventuell forbehandling av prever, enzymtype og enzymkonsentrasjoner benyttet varierte noe

(se figur 4 for oversikt over forsgk 1-5).

Forsek 1: Forst ble det gjennomfort et fordeyelsesforsek med alle praver (FM, TM, <180 pm,
180-315 pm, 315-500 um og >500 um) med bade V1 og V2 av lgsningene som beskrevet over
(pepsin- og pancreatinkonsentrasjon pa henholdsvis 0,00462 g/ml og 0,0004 g/ml) og
pepsintype P7125.

Forsek 2: Videre ble FM og TM undersekt med V1 av lgsningene, med pepsintype P6887 og

samme enzymkonsentrasjoner som i forsek 1.

Forsek 3: I forsek 3 ble FM og TM undersekt med V1 av lgsningene og samme enzymtype og
enzymkonsentrasjoner som i forsgk 1, men prevene ble homogenisert vha. Ultra-Turrax (T25

BASIC, IKA-Werke GmbH & Co, Staufen im Breisgau, Tyskland) fer tilsetting av enzymer.

Forsek 4: 1 forsek 4 ble TM og <180 um undersgkt med V2 av lgsningene, med pepsintype
P6887 og 10x heyere pancreatinkonsentrasjon (0,004 g/ml).

Forsek 5: I forsek 5 ble TM og <180 wm undersekt med begge losninger (V1 og V2), med
pepsintype P7125 og 10x heyere pancreatinkonsentrasjon (0,004 g/ml).

" En enhet gir en AA2go pa 0,001 per minutt ved pH 2,0 ved 37°C, malt som TCA-lgselig produkt med

hemoglobin som substrat (https://www.sigmaaldrich.com/NO/en/product/sigma/p7125;

https://www.sigmaaldrich.com/NO/en/product/sigma/p6887).
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Forsgk 1:

FM

™ +
fraksjoner av tgrket materiale

Forsgk 2:

<180 180-315 (| 315-500 >500

FM

™

Versjon 1 og 2
Pepsin (P7125): 0,00462 g/ml
Pancreatin: 0,0004 g/ml

Forsgk 3:

FM

™

» Versjon 1
Pepsin (P6887): 0,00462 g/ml
Pancreatin: 0,0004 g/ml

Forsgk 4: ™

Forsgk 5:

<180

» Versjon 1 med homogenisering fgr tilsetting av enzym
Enzymer og konsentrasjoner som i forsgk nr. 1

™

<180

» Versjon 2
Pepsin (P6887): 0,00462 g/ml
Pancreatin: 0,004 g/ml (10x hgyere kons.)

Figur 4. Oversikt over fordayelsesforsak 1-5.

» Versjon 1 og 2
Pepsin (P7125): 0,00462 g/ml
Pancreatin: 0,004 g/ml (10x hgyere kons.)

Beskrivelse av praktisk framgangsmate for simulert gastrointestinal (mage-tarm) fordeyelse

(illustrert i figur 5):

Prove (ca. 2 gram fryst sukkertare og 0,2 gram terket sukkertare) ble veid ut i glassror
og ngyaktig prevevekt notert.

30 ml pepsinlesning (forhandsvarmet til 37°C) ble tilsatt glassrorene, og pH i losningen
justert til pH 2 med 1 M HCI.

5 ml prove/«nullpreve/tid O» ble tatt ut og overfort i 15 ml sentrifugerer, og glassrorene
(inkubasjonslesningen) ble satt til inkubasjon i varmeskap (Inkubatortype B8133,
Termaks AS, Bergen, Norge) ved 37°C under konstant omrering (RO 15 P, IKA-Werke
GmbH & Co, Staufen im Breisgau, Tyskland).

Det ble totalt tatt ut 5 ml preve fra inkubasjonslgsningen ved 6 tidspunkt; etter 0, 20,
40, 60, 80 og 100 minutter fordeyelsestid.

Etter proveuttak 40 minutter ble 5 ml pancreatinlesning (forhandsvarmet til 37°C) tilsatt

inkubasjonslesningen, og pH justert til pH 7 med 1 M NaOH.
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2 gram FM eller

0,2gramTM
+ 30 ml pepsinlgsning +5 ml pancreatinlgsning
pH justert til pH 2 pH justert til pH 7

37°C, konstant omrgring

Inaktivering av

resterende
inkubasjonslgsning
ved ca. 83°C
5ml 5ml 5ml 5 ml 5 ml 5ml
0 min 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min
5 Magesekkfase Tarmfase 5

Sentrifugert ved 4500 g (RCF), 5 min, 22°C

2 ml supernatant x2 overfgrt i eppendorfrgr og inaktivert ved 90°C
Resterende inkubasjonslgsning og «pellet» tilbakefgrt i
inkubasjonslgsningen

Figur 5. lllustrasjon av praktisk framgangsmate for simulert gastrointestinal (mage-tarm) fordayelse.

Ved hvert preveuttak (0, 20, 40, 60, 80 og 100 minutter) ble uttatt prove sentrifugert ved
4500 g (RCF) (Heraeus Multifuge 1S-R, Thermo Electron Corporation, Osterode, Tyskland) i
5 min ved 22°C for 2 ml supernatant ble overfort i to 2 ml eppendorfrer (med hull i1 lokket).
Resterende supernatant og bunnfall/pellet ble tilbakefort til inkubasjonslesningen i glassrorene.
Supernatant i eppendorfrerene ble inaktivert i varmeblokk (Type BTA, Grant Instruments,
Cambridge, England) ved 90°C i 5 min og deretter avkjelt pé is frem til siste prove var klar.
Eppendorfrerene ble sentrifugert pa 20000 g (RCF) (Centrifuge 5424 R) i 10 min ved 22°C og
supernatant ble overfort i nye 2 ml eppendorfrer. Pravene ble sé fryst ned pa -20°C inntil videre

analyse.

Resterende inkubasjonslesning i glassrerene ble til slutt inaktivert i vannbad pé ca. 83°C 1
10 minutter og overfort i 50 ml sentrifugerer vha. 2 ml 0,9 % NaCl-lgsning. Ogsa disse preovene

ble fryst ned pa -20°C inntil videre analyse.

Det ble ogsa satt opp parallelle kontrollforsek, bdde prever med sukkertare uten enzym (KUE)

og enzymlesninger uten sukkertare (KUP). KUP ble brukt til & justere prever for

proteinbidraget fra enzymene og KUE til & vurdere eventuell effekt av enzymene.
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2.4.2.1 Bestemmelse av proteininnhold etter fordoyelse

Totalt proteininnhold i supernatanter fra fordeyelsesforsekene ble bestemt ved en modifisert

metode basert pd Lowry et al. (1951). Proteinkonsentrasjonen ble bestemt ved & bruke BSA

som standard.

Losninger:

Losning A: 10 g NaxCOs, 0,25 g C4H4KNaOg * 4H20 og 2 g NaOH ble lost 1 Milli-Q-
vann til et totalvolum pa 500 ml.

Losning B: 0,2 g CuSOs4 * 5H>0 ble lgst i Milli-Q-vann til et totalvolum pa 200 ml.
Lesning C (ble laget ny hver dag): 5 ml lesning B ble blandet med 45 ml lgsning A.

Prosedyre:

1.

En standardkurve med BSA ble tillaget. BSA ble forst fortynnet til en konsentrasjon pé
2 mg/ml og deretter ble standarden seriefortynnet i 2 ml sentrifugerer med Milli-Q-vann
til konsentrasjonene 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,06 og 0,03 mg/ml. Mellom hver fortynning
ble lasningen blandet godt ved a pipettere lesningen opp og ned flere ganger.

200 pl prove/standard ble overfort til 2 ml sentrifugerer og tilsatt 1 ml lesning C, blandet
godt med vortexrister (Reax top, VWR, Tyskland) og inkubert i 10 minutter ved
romtemperatur.

100 pul 1 N Folin & Ciocalteus fenolreagens ble sd tilsatt provene og blandet med
vortexrister. Pravene ble videre inkubert i 30 minutter ved romtemperatur.

Etter inkubasjon ble 1 ml prove overfort til 1,5 ml kyvetter og mélt spektrofotometrisk
(Genesys 20, Thermo Scientific, MA, USA) ved OD 750.

Etter médlingene ble det laget en standardkurve basert pa OD-verdiene og
konsentrasjonen av BSA, og denne ble benyttet til & beregne proteininnholdet i
supernatantene (mg BSA-ekv./ml preve). Noen supernatanter matte pd forhind
fortynnes grunnet for heye OD-verdier, og da ble fortynningsfaktor inkludert i

beregningen.

2.4.2.2 Bestemmelse av TCA-lgselig protein

En modifisert variant av Lowry et al. (1951) ble brukt for & bestemme nedbrutte (TCA-lgselige)

proteiner i supernatanter fra fordeyelsesforsekene. Som standard ble 0,1 pmol/ml tyrosin brukt.
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Losninger:

- 20 % TCA-lesning: 20 g TCA ble lost i Milli-Q-vann til totalvolum pa 100 ml.

- Loesning A: 1 g C¢HsNazO7 * 2H20 og 0,5 g CuSO4¢ SH20 ble lost i Milli-Q-vann til
totalvolum pd 100 ml.

- Lesning B: 16 g NaOH og 50 g Na,COs ble lost 1 Milli-Q-vann til totalvolum péd 500
ml.

- Lesning C (M.A.C.R.; Modifisert alkalisk kopperreagens) (ble laget ny hver dag): 79
ml Milli-Q-vann ble tilsatt 1 ml lesning A og 20 ml lesning B.

Prosedyre:

1. 0,5 ml prove/standard ble tilsatt 0,5 ml 20 % TCA-lgsning og blandet godt med
vortexrister.

2. Reaksjonslgsningene/provene ble satt pd is i 30 minutter, for de ble sentrifugert
(Centrifuge 5424 R) pa 20000 g (RCF) i 10 minutter ved 4°C, for & fjerne de utfelte
proteinene (proteiner og store peptider denatureres, aggregeres og havner i pelleten).

3. Etter sentrifugering ble 0,2 ml supernatant overfort i nye sentrifugerer og tilsatt 0,8 ml
losning C/M.A.C.R. Dette ble blandet godt med vortexrister og satt til inkubasjon i 30
minutter ved romtemperatur.

4. 50 pl I N Folin & Ciocalteus fenolreagens ble tilsatt provene, og de ble blandet godt
med vortexrister og ytterligere inkubert i 30 min ved romtemperatur.

5. Etter inkubasjon ble 1 ml prove overfort til 1,5 ml kyvetter og lest av spektrofotometrisk
(Genesys 20) ved OD 700.

Konsentrasjon TCA-lgselig protein ble beregnet i tyrosinekvivalenter (TE) i umol/ml
supernatant ved bruk av formel 4. Noen supernatanter métte fortynnes for analyse grunnet for

haye OD-verdier, og da ble fortynningsfaktor (FF) inkludert i beregningen.

Formel 4:

0D, supernatant - 0,1 Mz;}l -FF

umol _
TE /ml supernatant = ODoos Ty

«OD700 supernatant» er lysabsorpsjon av prever ved 700 nm, «FF» er fortynningsfaktor av

praver, «OD700 tyr» er lysabsopsjon av 0,1 mM (0,1 pmol/ml) tyrosin ved 700 nm.
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2.4.3 Proteinlgselighet ved ulik pH
Proteinleselighet i TM ble bestemt ved bruk av en modifisert versjon av metoden opprinnelig
beskrevet av Morr ef al. (1985). Proteinleseligheten ble bestemt ved 12 ulike pH (pH 2 til pH

13 i1 1,0-intervaller) med to paralleller for hver prove.
Prosedyre:

1. Ca. 1 gram TM ble veid ut i totalt 12 100 ml erlenmeyerkolber, og neyaktig vekt ble
notert. Kolbene ble tilsatt magnet, satt pa vekt og nullstilt, og videre tilsatt 40 ml 0,1 M
NacCl.

2. pH i de ulike kolbene ble justert til ensket pH-verdi (pH 2 til pH 13) ved bruk av 0,1 og
1 M HCl og 0,1 og 1 M NaOH.

3. Kolbene ble igjen satt pa vekten, og totalvolumet ble okt til ca. 50 ml ved & tilsette
nedvendig mengde 0,1 M NaCl (ved & veie at det var 50 g innhold i kolben).

4. Lesningene sto under konstant omrering i 60 min ved romtemperatur. Underveis ble pH
malt for & sikre den holdt seg pa ensket verdi, og justert om nedvendig.

5. Etter 60 minutter ble 2 x 1,5 ml lgsning tatt ut fra hver kolbe i 1,5 ml eppendorfrer.
Prevene ble videre sentrifugert i 10 min ved 15000 g (RCF) (Centrifuge 5424 R) ved
romtemperatur.

6. Proteininnholdet i supernatantene ble deretter bestemt ved metoden beskrevet i kapittel

24.2.1.
Proteinleseligheten i provene med ulik pH ble bestemt ved bruk av formel 5.

Formel 5:

BSA — ekvivalenter i supernatant (%) -50ml

-100
Prgvevekt (mg) - (Proteininnhold i preven(%)/100)

Proteinlgselighet (%) =

BSA-ekvivalenter i supernatant (mg/ml) er resultater for proteininnhold bestemt ved metoden
i kap. 2.4.2.1, provevekt er innveid mengde prove (mg) og proteininnhold i preven (%) er

beregnet ut fra aminosyreanalysen.
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2.4.4 Proteinekstraksjon

2.4.4.1 Proteinekstraksjon fra TM

Proteinekstraksjon ble gjort pA TM ved a bruke en standard ekstraksjonsmetode modifisert fra
Mzahre et al. (2016b). Ekstraksjonen ble gjort ved tre ulike konsentrasjoner av NaOH (1 M,
0,1 M og 0,01 M) med tre paralleller for hver prove.

Prosedyre (se figur 6 for illustrasjon):

1. Ca. 100 mg TM ble veid ut i totalt 9 15 ml sentrifugerer og tilsatt 8 ml Milli-Q-vann.
Provene ble inkubert i 18 timer under konstant omrering (30 rpm) (Labinco type LD-
79, Nederland) ved 4°C.

2. Etter inkubasjon ble prevene homogenisert ved bruk av Ultra-Turrax (T25 BASIC) i
ca. 45 sekunder og videre sentrifugert ved 12000 g i 20 min ved romtemperatur
(Centrifuge 5804 R, Eppendorf AG, Hamburg, Tyskland).

3. Supernatant ble overfort i nye ror, mens pellet ble lost opp 1 2 ml NaOH (1 M, 0,1 M
eller 0,01 M) og inkubert i 1 time ved romtemperatur. Provene ble blandet godt med
vortexrister hvert 10. min under inkubasjonen.

4. Provene ble sd sentrifugert ved 15000 g (RCF) (Centrifuge 5424 R) i 20 min ved
romtemperatur, og supernatant ble pipettert over i nye reor.

5. Proteininnholdet i supernatantene ble deretter bestemt ved metoden beskrevet i kapittel
2.4.2.1. Proteininnholdet ble bestemt i den vannleselige og basiske supernatanten hver

for seg, og totalt ekstraksjonsutbytte ble beregnet ved & summere resultatene.
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Terket sukkertare + H,0

|

Inkubasjon (4°C, 18 timer, konstant omrgring)

|

Homogenisering (Ultra-Turrax, 45 sek)

l

Sentrifugering (12000 g, 20 min, rt)

/

Pellet Supernatant —

l

Lgst i NaOH (1, 0,1 og 0,01 M)

l

Inkubasjon (1 t, rt, omrgring hvert 10. min) | Analysert for proteininnhold
l (modifisert variant av Lowrys metode)

Sentrifugering (15000 g, 20 min, rt)

Pellet Supernatant

Figur 6. lllustrasjon av fremgangsmate for proteinekstraksjon fra tarket sukkertare. Supernatant for tilsetting av
NaOH, og etter tilsetting av NaOH ble analysert ved bruk av en modifisert variant av Lowrys metode
(metodebeskrivelse i kap. 2.4.2.1). Rt= romtemperatur.
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2.4.4.2 Proteinekstraksjon fra «pellet»

Protein ble ogsa ekstrahert fra utvalgte «pelletprover» (resterende inkubasjonslesning) fra
fordeyelsesforsekene med 1 M NaOH (se tabell 2 for utvalgte forsek og pelletpraver). For hver
prove var det to paralleller og en kontroll uten enzym, sa totalt ble det ekstrahert protein fra 21

prover.

Tabell 2. Proteinekstraksjon ble gjort pa utvalgte «pelletpraver» (resterende inkubasjonsl@sning) fra forsek 1 (FM,
TM og <180 um), forsek 3 (FM og TM) og forsok 5 (TM og <180 um). FM=fryst sukkertare, TM=tarket sukkertare
og <180 um=fraksjon av TM <180 um.

Prgver
Forspk 1* FM, TM og <180 um
Forsgk 3 FM og TM
Forspk 5* TM og <180 um

* Prover der versjon 1 av lgsninger ble benyttet.

Prosedyre:

1. Inkubasjonslesningene ble tint opp og filtrert gjennom et filtrerpapir for & separere
materialet/pellet fra den vandige lesningen.

2. Pellet ble overfort i sentrifugerer (FM 1 50 ml, TM og <180 um i 15 ml) og lest ut i
1 M NaOH (FM ble tilsatt 40 ml NaOH mens TM og <180 um ble tilsatt 8 ml).

3. Provene ble homogenisert i Ultra-Turrax (T25 BASIC), og videre inkubert i 1 time ved
romtemperatur. Proverarene ble blandet godt hvert 10. min under inkubasjonen.

4. Provene ble sd sentrifugert ved 15000 g (RCF) (Centrifuge 5424 R) i 20 min ved
romtemperatur, og supernatant overfort over i nye ror.

5. Proteininnholdet i supernatantene (ekstraksjonsutbyttet fra provene) ble deretter

bestemt ved metoden beskrevet i kapittel 2.4.2.1.
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3 Resultater

3.1 Biokjemisk sammensetning og proteinkvalitet i sukkertare
Den biokjemiske sammensetningen ble bestemt i FM og TM (tabell 3). Vanninnholdet i
provene FM og TM var henholdsvis 88,6 + 0,60 og 8,68 £ 0,05 %. Askeinnholdet i FM og TM
beregnet som prosent av terrvekten var henholdsvis 34,7+ 1,05 og 33,7+0,51 %.
Proteininnholdet i prevene FM og TM var henholdsvis 36,6 £2,62 og 65,0+ 5,66 mg
protein/gram sukkertare (torrvekt), eller 3,66 + 0,26 og 6,50 £ 0,57 % av terrvekt.

Tabell 3. Vann-, aske- og proteininnhold i fryst sukkertare (FM) og tarket sukkertare (TM). Vanninnhold er presentert
i prosent av vétvekt og askeinnhold er presentert i prosent av tgrrvekt som gjennomsnitt + standardavvik (n=3).
Proteininnhold er beregnet fra aminosyreanalysene og presentert som gjennomsnitt + standardawvik (n=2) i mg
protein/g sukkertare (torrvekt) og i prosent av tarrvekt.

FM ™
Vanninnhold (%) 88,6 + 0,60 8,68 + 0,05
Askeinnhold (%) 34,7 £ 1,05 33,7+0,51
Proteininnhold (mg protein/g) 36,6 £ 2,62 65,0 £ 5,66
Proteininnhold (%) 3,66 £ 0,26 6,50+ 0,57

Aminosyresammensetningen i FM og TM ble bestemt ved aminosyreanalyse (tabell 4).
Tryptofan og cystein ble ikke identifisert i noen av prevene. Det var heyest innhold av
aminosyrene glutamin/glutaminsyre og aspargin/asparginsyre i begge prover, etterfulgt av
alanin, leucin og glysin. Summen av TAA i FM og TM var henholdsvis 4,88 = 0,35 og
69,8 £ 6,11 mg AA/g prove. Bdde FM og TM inneholdt alle EAA bortsett fra tryptofan. EAA
utgjorde 2,04 + 0,11 og 28,2 + 2,18 mg AA/g prove i FM og TM, og den relative mengden
EAA av TAA var henholdsvis 41,7 og 40,4 %. For begge prover var innholdet EAA heyere enn
i referanseproteinet satt av WHO/FAO/UNU (2007), bortsett fra mengden histidin i TM som
utgjorde 87 % av anbefalt mengde (figur 7).
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Tabell 4. Aminosyresammensetning fryst sukkertare (FM) og torket sukkertare (TM). Mengde av de ulike
aminosyrer (AA), totale aminosyrer (TAA), essensielle aminosyrer (EAA) og ikke-essensielle aminosyrer (NEAA)
er presentert som gjennomsnitt + standardavvik (n=2) i mg/g prove. Relativ mengde EAA er presentert i prosent (%)

av TAA. ID: ikke detektert.

Aminosyrer (AA) Fm ™
(mg/g prove)

Essensielle AA (EAA)
Phe Fenylalanin 0,29+0,01 3,96+ 0,26
His  Histidin*** 0,12+ 0,01 0,88 + 0,05
lle Isoleucin 0,19+0,01 3,05+0,17
Leu Leucin 0,41 +0,02 6,07 £0,38
Lys Lysin 0,29+0,01 3,99 +0,49
Met Metionin 0,17 £ 0,04 2,10+ 0,07
Thr  Treonin 0,29 +£0,03 4,19+0,38
Trp  Tryptofan** ID ID
Val Valin 0,29+ 0,03 3,96 + 0,38
Ikke-essensielle AA (NEAA)
Arg Arginin 0,22 +0,02 1,49+0,17
Ala  Alanin 0,48 + 0,07 6,90 + 0,96
Asx Aspargin* + Asparginsyre 0,51+0,04 7,12+0,75
Cys Cystein ID ID
Gly Glysin 0,36 + 0,04 5,22 +0,37
Glx  Glutamin* + Glutaminsyre 0,62 £ 0,07 10,4+0,74
Pro Prolin 0,26 £ 0,03 4,38 + 0,56
Ser Serin 0,29 £0,02 4,12 £ 0,40
Tyr  Tyrosin 0,11 £ 0,00 1,98 £ 0,03
ITAA 4,88 £ 0,35 69,8+6,11
I EAA 2,04+0,11 28,2+2,18
I NEAA 2,85+0,24 41,6 £ 3,93
Relativ mengde EAA (%) 41,7 40,4

* Glutamin og asparagin deamineres under syrehydrolyse og er derfor inkludert i henholdsvis glutamin- og
asparginsyretoppene. «Asx» er totalt aspargin og asparginsyre og «glx» er totalt glutamin og glutaminsyre.

** Tryptofan blir fullstendig nedbrutt under syrehydrolyse og er derfor ikke detektert.
*** Usikre resultater da det har veert utfordringer med aminosyreanalysatoren.

Side 27 av 52



250

il

Fenylalanin + Histidin Isoleucin Leucin Lysin Metionin Threonin Valin
tyrosin*

8 & 8

EAA (% av referanseprotein)

wv
o

W Referanseprotein  ®FM ™

Figur 7. Sammensetning av essensielle aminosyrer (EAA) (mg EAA/g protein) i og fryst sukkertare (FM) og torket
sukkertare (TM) relativt til referanseprotein (100 %) bestemt av WHO/FAO/UNU (2007). Verdiene for EAA er gitt
som gjennomsnitt (n=2) og i prosent av referanseproteinet. Tryptofan er ikke presentert fordi den @delegges under
syrehydrolyse. Mengden histidin er usikker da det har veert utfordringer med aminosyreanalysatoren.
* Fenylalanin og tyrosin er summert da WHO/FAO/UNU (2007) anbefaler et totalt inntak av begge AA.

3.2 Proteinfordoyelighet av sukkertareprotein

Fordeyeligheten av protein i de ulike sukkertareprovene ble studert gjennom en simulert
gastrointestinal fordeyelse. Supernatantene fra fordeyelsesforsekene (forsek 1-5) ble analysert
for & underseke mengde protein lost/frigjort fra sukkertaren samt mengde nedbrutt (TCA-

loselig) protein.

3.2.1 Forsgk 1

I forsek 1 ble alle prover (FM, TM, <180 um, 180-315 um, 315-500 pm og >500 um) undersokt
med og uten alle buffere (V1 og V2), med pepsintype P7125 som har lav spesifikk aktivitet
(>400 enzymenheter/mg protein) og pepsin- og pancreatinkonsentrasjon pa henholdsvis

0,00462 g/ml og 0,0004 g/ml.
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Versjon 1

Versjon 1 hadde et forenklet oppsett der pepsin ble lest i 0,01 M HCI og pancreatin ble brukt
uten tilsatt galleekstrakt. Ved starten av inkubasjonen (fordeyelsestid 0) hadde alle prover med
enzym, inkludert KUP, en konsentrasjon leselig protein mellom 0,5 og 0,6 mg BSA-ekv./ml
prove (figur 8A). Etter tilsetting av tarmenzymene og ekning av pH til 7, var det mer frigjort
protein i alle sukkertareprover med et proteinnivd pa 0,8 mg BSA-ekv./ml prove, unntatt
fraksjonen >500 som var noe lavere. KUP holdt seg relativt stabil gjennom hele inkubasjonen
pa rundt 0,6 mg BSA-ekv./ml prove. KUE hadde et betydelig lavere proteininnhold gjennom

hele fordeyelsen, med en liten gkning fra og med tid 60 minutter.

Proteininnholdet omregnet til mg protein/g sukkertare (terrvekt) er presentert i figur 8B. Ved a
justere resultatene for bidraget fra enzymene som var tilsatt lesningene (resultatene for KUP
ble trukket fra sukkertareprevene med enzym) fikk alle prever negative verdier ved tid 0, og er
derfor vist som 0 mg protein/g sukkertare (torrvekt) i figur 8C. KUE fikk her en heyere
konsentrasjon last protein enn sukkertareprovene med enzym (men som var justert for bidraget
av enzymene) til og med fordeyelsestidspunkt 40 minutter. Etter 60 minutter okte
konsentrasjonen 1 alle sukkertareprovene med enzym sammenlignet med KUE (selv etter

justering for bidraget fra enzymene).

Mengden nedbrutt (TCA-leselig) protein var omtrent likt 1 alle prover med enzym, inkludert
KUP, ved fordeyelsesstart (0 minutter) med proteininnhold pé ca. 0,3 umol TE/ml preve (figur
8D). Videre fulgte denne analysen samme menster som for proteinkonsentrasjonen.
Sukkertareprovene med enzym holdt seg relativt stabil pd denne konsentrasjonen til og med
fordeyelsestid 40 minutter, men etter tilsetting av tarmenzymene og ekning av pH til 7 ekte
mengden nedbrutt protein til 0,4-0,5 pmol TE/ml preve. Fra tid 60 til tid 80 og 100 var det en
liten ekning i alle prover. KUP var stabil pa omtrent 0,3 umol TE/ml preve gjennom hele
fordeyelsestiden. KUE hadde lite nedbrutt protein sammenlignet med prevene med enzym, med

en liten ekning i tarmfasen.
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Figur 8. Analyseresultater av supernatanter fra simulert fordgyelse forsok 1, versjon 1. Proteininnhold i A) mg BSA-
ekv./ml prave, B) mg protein/g sukkertare (t@rrvekt), C) mg protein/g sukkertare (torrvekt) nér korrigert for UP og
D) nedbrutt (TCA-lgselig) protein (umol TE/ml prove) i FM (fryst sukkertare), TM (torket sukkertare) og ulike
fraksjoner av TM (<180 um, 180-315 um, 315-500 um, >500 um) ved ulike fordayelsestider (0, 20, 40, 60, 80 og
100 minutter). K=kontroll med sukkertare uten enzym, UP=kontroll uten sukkertare med enzym (bare
enzymlgsninger versjon 1). Resultater for prover med sukkertare og enzym er gjennomsnitt + standardavvik (n=2).
BSA=bovint serumalbumin, TE=tyrosinekvivalenter.

Versjon 2

I versjon 2 ble forseket satt opp med buffere som har vert brukt i litteraturen; bade for pepsin
og pancreatin. Tarmfasen ble i tillegg supplert med galleekstrakt. Resultatene er illustrert i
figur 9A-D, og var mer eller mindre identisk med resultatene beskrevet for versjon 1, med
unntak av at KUE hadde et hoyere niva lgst protein i tarmfasen. Nar resultatene ble korrigert
for bidraget fra enzymene (figur 9C) fikk ingen prever negative verdier ved fordeyelsestid 0,
og det ble mindre forskjell i proteinnivaet mellom sukkertareprovene med enzym og KUE i
tarmfasen sammenlignet med V1. Figur 9C illustrerer at enkelte prover hadde heyere, andre
lik, mens noen prover hadde lavere proteinniva enn KUE. Figur 9D viser at prove >500 K ved
fordeyelsestid 80 minutter skiller seg ut ved & ha nesten 3 ganger mengden nedbrutt protein,

sammenlignet med de andre kontrollene.
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Figur 9. Analyseresultater av supernatanter fra simulert fordgyelse forsgk 1, versjon 2. Proteininnhold i A) mg BSA-
ekv./ml prave, B) mg protein/g sukkertare (t@rrvekt), C) mg protein/g sukkertare (torrvekt) nér korrigert for UP og
D) nedbrutt (TCA-lgselig) protein (umol TE/ml prove) i FM (fryst sukkertare), TM (torket sukkertare) og ulike
fraksjoner av TM (<180 um, 180-315 um, 315-500 um, >500 um) ved ulike fordayelsestider (0, 20, 40, 60, 80 og
100 minutter). K=kontroll med sukkertare uten enzym, UP=kontroll uten sukkertare med enzym (bare
enzymlgsninger versjon 2). Resultater for prover med sukkertare og enzym er gjiennomsnitt + standardavvik (n=2).
BSA=bovint serumalbumin, TE=tyrosinekvivalenter.

3.2.2 Forsok 2

I forsek 2, ble forsekene fra versjon 1 gjentatt med de intakte provene, FM og TM, men denne
gangen med pepsintype P6887 som har betraktelig heyere spesifikk aktivitet (=3200

enzymenheter/mg protein), men samme pancreatin og enzymkonsentrasjoner som i forsek 1.

For alle provene i forsek 2 var proteinnivdet mye heyere enn i forsek 1 (figur 10A-D), og den
generelle trenden var at det ikke ble observert noen frislipp av proteiner underveis i fordeyelsen
2 og det ble heller ikke observert nedbrytning av proteiner (figur 10D). Ved alle prevetidspunkt
hadde alle prever med enzym, ogsa KUP, en konsentrasjon lest protein pa ca. 4-5 mg BSA-
ekv./ml preve (figur 10A). Proteinnivdet var generelt hoyere i TM sammenlignet med FM
gjennom hele forseket. Proteinnivdet i KUE var veldig lavt (<0,2 mg BSA-ekv./ml prove)

sammenlignet med prevene med enzym og vises derfor nesten ikke i figur 10A. Omregnet til
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mg protein/g terr sukkertare (figur 10B) var trenden lik som 1 forsek 1. Figur 10C illustrerer
resultatene nar prevene var korrigert for proteinbidraget av enzymene, og proteinnivéet i
provene ble da sveart lavt (pd det meste 0,5 g protein/g teorr sukkertare) og mye lavere

sammenlignet med KUE.

Mengden nedbrutt protein i prevene var likt som KUP gjennom hele forseket, og KUE var
sveert lave (figur 10D). Mengden nedbrutt protein i provene med enzym var ca. 3,1-3,6 umol
TE/ml preve ved provetid 0, 20 og 40 minutter. Etter tilsetting av pancreatinlesning og justering

av pH ble nivaet lavere, og var pa ca. 2,3-2,8 umol TE/ml preve ut forsgket.
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Figur 10. Analyseresultater av supernatanter fra simulert fordayelse forsgk 2, versjon 1. Proteininnhold i A) mg
BSA-ekv./ml prave, B) mg protein/g sukkertare (tgrrvekt), C) mg protein/g sukkertare (torrvekt) nar korrigert for UP
og D) nedbrutt (TCA-lgselig) protein (umol TE/ml prave) i FM (fryst sukkertare) og TM (tarket sukkertare) ved ulike
fordayelsestider (0, 20, 40, 60, 80 og 100 minutter). K=kontroll med sukkertare uten enzym, UP=kontroll uten
sukkertare med enzym (bare enzymlgsninger versjon 1). Resultatene for praver med sukkertare og enzym er
gjennomsnitt + standardawvvik (n=2). BSA=bovint serumalbumin, TE=tyrosinekvivalenter.
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3.2.3 Forsgk 3

I forsek 3 ble pravene FM og TM homogenisert med Ultra-Turrax for tilsetting av enzymer for
a se om dette kan frigjere protein og gjere proteinet tilgjengelig for fordeyelse. Forseket ble for
ovrig giennomfoert som forsgk 1 versjon 1 (men uten KUP). Resultatene er illustrert i figur 11A-
C, og viser generelt den samme trenden som i forsgk 1. Konsentrasjonen lost protein i provene
med enzym ekte fra rett under 0,4 til rett under 0,5 mg BSA-ekv./ml prove fra tid 0 til tid 40
(figur 11A). Ved provetid 60 okte proteinnivdet i alle prevene til over 0,6 mg BSA-
ekvivalenter/ml preve. TM hadde generelt hoyere verdier enn FM ved alle prevetidspunkt,
bortsett fra tid 0, der prevegruppene var like. Figur 11C illustrerer at nedbrutt (TCA-leselig)
protein gkte fra rett under til rett over 0,2 pumol TE/ml prove fra provetid 0 til 40 minutter. Etter
tilsetting av pancreatinlesning og ekning av pH, ekte konsentrasjonen av nedbrutt protein fram
til neste tidspunkt (60 min) til over 0,3 umol TE/ml preve, og det var en liten gkning i begge
prover til tid 60 og 100 minutter.
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Figur 11. Analyseresultater av supernatanter fra simulert fordayelse forsgk 3, versjon 1. Proteininnhold i A) mg
BSA-ekv./ml prave, B) mg protein/g sukkertare (tarrvekt) og C) nedbrutt (TCA-lgselig) protein (umol TE/ml preve)
i FM (fryst sukkertare) og TM (tarket sukkertare) ved ulike fordayelsestider (0, 20, 40, 60, 80 og 100 minutter).
K=kontroll med sukkertare uten enzym. Resultatene for prover med sukkertare og enzym er gjennomsnitt +
standardavvik (n=2). BSA= bovint serumalbumin, TE=tyrosinekvivalenter.
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3.2.4 Forsgk 4

I forsek 4 ble pravene TM og <180 pwm undersgkt med V2 av lgsningene med pepsintype P6887
(>3200 enzymenheter/mg protein), men denne gang med 10x heyere pancreatinkonsentrasjon
(0,004 g/ml). Som vist i figur 12A-D, var alle resultatene fra dette forsgket mer eller mindre
identisk som for forsgk 2. Et unntak er TM ved siste fordeyelsestid (100 min) som skiller seg

ut ved 4 ha et hoyere proteinniva enn de andre provene.
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Figur 12. Analyseresultater av supernatanter fra simulert fordayelse forsgk 4, versjon 2. Proteininnhold i A) mg
BSA-ekv./ml prave, B) mg protein/g sukkertare (tgrrvekt), C) mg protein/g sukkertare (torrvekt) nar korrigert for UP
og D) nedbrutt (TCA-lgselig) protein (umol TE/ml prave) i TM (torket sukkertare) og fraksjon <180 um av TM ved
ulike fordeyelsestider (0, 20, 40, 60, 80 og 100 minutter). K=kontroll med sukkertare uten enzym, UP=kontroll
utensukkertare med enzym (bare enzymlgsninger versjon 2). Resultatene for prever med sukkertare og enzym er
gjennomsnitt + standardawvvik (n=2). BSA=bovint serumalbumin, TE=tyrosinekvivalenter.

3.2.5 Forsgk 5
I forsek 5 ble provene TM og <180 um undersgkt med begge losninger (V1 og V2), men med

pepsintype P7125 (>400 enzymenheter/mg protein) og 10x heyere pancreatinkonsentrasjon
(0,004 g/ml).
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Versjon 1
Resultatene presentert i figur 13A-D er identisk med resultatene fra forsek 1, versjon 1.
Proteinnivéet var generelt noe lavere i magefasen sammenlignet med forsek 1 (figur 13A og

figur 8A), men trenden er den samme som i forsek 1, versjon 1.
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Figur 13. Analyseresultater av supernatanter fra simulert fordayelse forsgk 5, versjon 1. Proteininnhold i A) mg
BSA-ekv./ml prave, B) mg protein/g sukkertare (tgrrvekt), C) mg protein/g sukkertare (torrvekt) nar korrigert for UP
og D) nedbrutt (TCA-lgselig) protein (umol TE/ml prove) i TM (tarket sukkertare) og fraksjon <180 um av TM ved
ulike fordgyelsestider (0, 20, 40, 60, 80 og 100 minutter). K=kontroll med sukkertare uten enzym, UP=kontroll uten
sukkertare med enzym (bare enzymlgsninger versjon 1). Resultatene for praver med sukkertare og enzym er
gjennomsnitt + standardavvik (n=2). BSA= bovint serumalbumin, TE=tyrosinekvivalenter.

Versjon 2

Resultatene presentert i figur 14A-D er identisk med resultatene fra forsek 1, versjon 2 (figur 9).
Unntaket var her ogsa at proteinnivaet generelt var noe lavere i magefasen sammenlignet med
forsek 1. Figur 14D viser ogsd at mengden nedbrutt (TCA-leselig) protein i TM ekte med 0,1
pmol TE/ml preve fra tid 60 til 80 for TM.
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Figur 14. Analyseresultater av supernatanter fra simulert fordayelse forsgk 5, versjon 2. Proteininnhold i A) mg
BSA-ekv./ml prave, B) mg protein/g sukkertare (tgrrvekt), C) mg protein/g sukkertare (torrvekt) nar korrigert for UP
og D) nedbrutt (TCA-lgselig) protein (umol TE/ml prave) i TM (torket sukkertare) og fraksjon <180 um av TM ved
ulike fordgyelsestider (0, 20, 40, 60, 80 og 100 minutter). K=kontroll med sukkertare uten enzym, UP=kontroll uten
sukkertare med enzym (bare enzymlgsninger versjon 2). Resultatene for praver med sukkertare og enzym er
gjennomsnitt £+ standardavvik (n=2). BSA= bovint serumalbumin, TE=tyrosinekvivalenter.

3.3 Proteinlgselighet

Proteinloselighet (%) for TM ble undersegkt ved 12 ulike pH (pH 2 til 13). Resultatene er
presentert som gjennomsnitt + standardavvik (n=2) og viser at proteinlgseligheten generelt gker
med ekt pH (figur 15), og at det er ved basisk pH leseligheten til proteiner i torket sukkertare
er hoyest. Ved pH 2 er proteinlgseligheten ca. 14 %, og med ekende pH synker forst
loseligheten noe (ved pH 3-4 er loseligheten ca. 12 %) for den igjen eker til ca. 15 % ved pH 5
og 6. Ved neytral pH (pH 7) er proteinlgseligheten igjen noe lavere (14 %). Fra pH 7 til pH 13
oker proteinloseligheten. Fra pH 8 til pH 12 eker loseligheten jevnt med ca. 1 % per pH-verdi,
fra omtrent 18 til 22 %. Fra pH 12 til pH 13 gker loseligheten mye (omtrent 1,4 ganger) fra ca.
22 til 30 %.
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Figur 15. Proteinlgselighet (%) i tarket sukkertare ved pH 2-13. Hvert punkt er giennomsnitt + standardavvik (n=2)
og presentert som prosent lgst protein av totalt protein tgrket sukkertare.

3.4 Proteinekstraksjon

For & wundersske hvor mye protein som kunne ekstraheres ved svart enkle
proteinekstraksjonsmetoder og hvor mye protein som ikke er tilgjengelig til fordeyelse, ble
protein ekstrahert fra utgangsmaterialet TM og fra utvalgte «pelletprover» (resterende

inkubasjonslesning) fra fordeyelsesforsakene.

3.4.1 Proteinekstraksjon fra TM

Resultater fra proteinekstraksjon fra TM er presentert i tabell 5 som mg protein/g sukkertare
basert pd terrvekten til de innveide provene. Proteinutbyttet i de vannleselig supernatantene
(for tilsetting av NaOH) var relativt like, der utbyttet 1a pa ca. 11-12 mg protein/g sukkertare
(torrvekt). Etter tilsetting av NaOH var det storre forskjeller i proteinutbyttet mellom prevene
med ulik konsentrasjon. Den hgyeste konsentrasjonen (I M NaOH) hadde 2x s& mye lost
protein i den basiske supernatanten sammenlignet med den laveste konsentrasjonen (0,01 M

NaOH). Totalt proteinutbytte var heyest ved 1 M NaOH med et utbytte pad 24,8 + 3,58
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mg protein/g sukkertare (torrvekt). Totalt proteinutbytte var lavest ved 0,01 M NaOH pa
17,8 £ 2,02 mg protein/g sukkertare (torrvekt).

Tabell 5. Proteinutbytte i TM (tarket sukkertare) for (vannlgselig), etter tilsetting av NaOH (basisk) og summert til
totalt proteinutbytte ved tre ulike konsentrasjoner NaOH (1 M, 0,1 M og 0,01 M). Presentert som gjennomsnitt +
standardawvik (n=3) i mg protein/g sukkertare (tarrvekt).

Proteinutbytte (mg protein/g sukkertare)

Kons. NaOH (M) Vannlgselig Basisk Total
1 12,1+ 1,30 12,7+ 1,76 24,8 + 3,58
0,1 12,6 +1,63 9,06 2,26 21,7+4,47
0,01 11,5+0,49 6,38+1,18 17,8 +2,02

Proteinutbyttet er beregnet fra mg BSA-ekvivalenter/ml prove.

3.4.2 Proteinekstraksjon fra «pellet»

Det ble ekstrahert protein fra utvalgte «pelletprover», det vil si resterende inkubasjonslesning
etter endt fordeyelse. Proteinutbyttet var noksa likt for de ulike forsekene og prevene (tabell 6),
med unntak av FM fra forsek 1 som hadde omtrent dobbelt sa heyt restinnhold av protein
sammenlignet med FM K. Lavest restprotein var det i provene <180 um, der utbyttet varierte
fra 9,0 til 12,7 mg protein/g sukkertare.

Tabell 6. Proteinutbytte (mg protein/g sukkertare (torrvekt)) | utvalgte «pelletprgver» (resterende
inkubasjonsl@sning) fra fordgyelsesforsgk 1 (FM, TM og <180 um), 3 (FM og TM) og 5 (TM og <180 um). Det var

to paralleller for hver prave (1 og 2) og en kontroll uten enzym (K). FM=fryst sukkertare, TM=tarket sukkertare og
<180 um=fraksjon av TM <180 um.

Forsgksnr. Prgve 1 2 K
1* FM 30,5 32,7 14,8
™ 13,3 13,3 12,8
<180 pm 9,0 12,7 10,0
3 FM 13,6 14,3 8,3
™ 15,3 14,1 13,2
5* ™ 11,1 13,2 12,5
<180 pm 9,5 10,2 12,2

Proteinutbyttet er beregnet fra mg BSA-ekvivalenter/ml prove.
* Praver der versjon 1 av lgsninger ble benyttet i fordayelsen.
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4 Diskusjon

4.1 Biokjemisk sammensetning og proteinkvalitet i sukkertare

Innledningsvis ble den biokjemiske sammensetningen (vann- og askeinnhold, proteininnhold
og aminosyresammensetning) 1 sukkertare bestemt. Vanninnholdet 1 fryst intakt
sukkertare (FM) og naturterket sukkertare (TM) var henholdsvis pa 88 % og 8 %. Det haye
vanninnholdet i FM var forventet siden vanninnholdet i makroalger generelt er hoyt.
Vanninnholdet i brunalger er tidligere funnet til & veere opp mot 94 %, men det er ogsé vist stor
variasjon mellom ulike brunalger (Mahre ef al., 2014; Holdt & Kraan, 2011). Askeinnholdet i
provene FM og TM var tilnermet likt (henholdsvis 33,7 og 34,7 % av terrvekten), og dette er
noe lavere enn tidligere rapportert i kultivert sukkertare (50 % av terrvekt) (Harrysson et al.,
2018). En annen nylig studie estimerte askeinnholdet i sukkertare dyrket i Nordland til & vere
44 % av terrvekt (Aasen et al, 2022). Askeinnholdet gir et estimat pd det totale
mineralinnholdet i biomassen (Mahre et al., 2014). Siden makroalger lever i det marine miljo
er diversiteten av mineraler de absorberer stor, og viktige mineraler som kalsium og jod
akkumulerer i mye heyere konsentrasjoner sammenlignet med mat som produseres pa land

(MacArtain, 2007; Blikra et al., 2020).

Proteininnholdet varierte betydelig mellom FM og TM med et prosentvist proteininnhold pa
henholdsvis 3,7 og 6,5 % av terrvekten. Disse verdiene stemmer relativt godt overens med
proteininnholdet bestemt i sukkertare hostet fra vestkysten av Sverige som ble funnet & vaere
6,9 % av terrvekt (Olsson ef al., 2020), mens det for sukkertare dyrket langs norskekysten har
vaert publisert om proteininnhold med sveart stor variasjon, helt fra 2,2 til 13 % 1 terket
sukkertare (Aasen et al., 2022; Forbord et al., 2021; Krogdahl et al., 2021; Monteiro et al.,
2021). Til tross for et relativt lavt proteininnhold, anses sukkertare som en fullverdig
proteinkilde da alle mulige EAA ble detektert. [ FM og TM utgjorde EAA henholdsvis 41,7 og
40,4 % av TAA, og dette samsvarer med tidligere studier gjort pa sukkertare der EAA utgjorde
40 % og 42 % av TAA (Harrysson et al., 2018; Krogdahl et al., 2021). Innholdet av EAA var
over referansenivaet anbefalt av WHO/FAO/UNU (2007), bortsett fra histidin i TM som var
noe lavere enn anbefalt. Sjomatlaben har hatt utfordringer med aminosyreanalysatoren det siste
aret, og det er observert at sarlig mengden histidin ofte er lavt. Dersom det hadde veert

anledning (tid og ekonomi) burde analysene vart gjentatt for sikrere resultater.

Det er flere metoder for kvantifisering av proteininnhold og i dette studiet ble proteininnholdet

og aminosyresammensetningen i sukkertaren bestemt ved aminosyreanalyse. I denne metoden
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bestemmes proteininnholdet direkte basert pd analyse av hver enkelt AA i1 prevene, der
interfererende komponenter ikke pavirker resultatene. Likevel kan metoden underestimere
proteininnholdet, da den effektive syrehydrolysen kan redusere eller fullstendig bryte ned
enkelte aminosyrer (Mahre ef al., 2018). Den essensielle AA tryptofan er ikke detektert i dette
studiet fordi den brytes fullstendig ned under syrehydrolysen. I tillegg er tyrosin, samt metionin
og cystein, sensitive aminosyrer som kan reduseres eller brytes ned under syrehydrolysen
(Mehre, 2015). I dette studiet er tyrosin og metionin til stede i sma mengder, mens cystein ikke
ble detektert. Det er tidligere rapportert om et tryptofaninnhold 1 sukkertare pa ca. 2 % av TAA
(Krogdahl et al., 2021) og cysteininnhold pa 1,7 og 3,3 % av TAA (Krogdahl et al., 2021,
Harrysson et al., 2018). Til tross for at metoden benyttet kan underestimere det totale

proteininnholdet er det den anbefalte metoden for proteinbestemmelse av FAO (FAO, 2003).

Det er hoye kostnader knyttet til investering i utstyr og selve aminosyreanalysen og dette gjor
metoden utilgjengelig for mange (Mehre et al., 2018). Kjeldahls metode er en alternativ metode
for proteinbestemmelse som ofte benyttes i industrien og forskning da den er mindre kostbar
og anvendbar pd alle typer neringsmidler (Chang & Zhang, 2017). Ved Kjeldahls metode
bestemmes totalt nitrogeninnhold, og en omregningsfaktor benyttes for & beregne
proteininnholdet i provene (Kjeldahl, 1883). Omregningsfaktoren, som vanligvis er 6,25, er
basert pa antakelsen om at nitrogeninnholdet i matproteiner er 16 % og at alt nitrogen i mat er
proteinbundet. I realiteten er det ikke slik da den relative mengden nitrogen varierer mellom
ulike AA og aminosyresammensetningen i ulike proteiner varierer, og derfor overestimerer
denne metoden ofte proteininnholdet (Sosulski & Imafidon, 1990). Dette vil man forvente ved
bruk av Kjeldahls metode pa makroalger da de inneholder nitrogenholdige komponenter som
ikke er proteinbundet, slik som klorofyll, nukleinsyrer, frie AA og uorganisk nitrogen (Angell
et al., 2015). En metaanalyse har tidligere funnet at en nitrogen-til-protein-omregningsfaktor
pa 6,25 overestimer proteininnholdet med 43 % i makroalger, og basert pa dette ble en
omregningsfaktor pa 5 anbefalt for makroalger nir aminosyreanalyse ikke er tilgjengelig
(Angell et al., 2015). Nar det kommer til sukkertare er omregningsfaktoren pa 5 i tillegg funnet
a bidra til overestimering av proteininnhold, og det er foreslitt en artsspesifikk
omregningsfaktor pd 3,8 i en studie som har analysert sukkertare hostet fra ulike lokasjoner og
dybder langs norskekysten (Forbord et al., 2020). Metodevalg for proteinbestemmelse, og
hvilken omregningsfaktor som eventuelt benyttes, har altsa stor betydning for resultatene. Dette
kan delvis forklare de store variasjonene i proteininnholdet rapportert for sukkertare. I studien

av Forbord et al. (2021) ble det ogsa vist at proteininnholdet i sukkertare varierer fra hele 2,2
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til 11 % avhengig av sesong, vekstdybde og geografisk lokasjon langs norskekysten (Forbord
et al., 2020).

Den biokjemiske sammensetningen i makroalger kan ogsé variere fra blad til stilk, og det er
vist at yngre deler av planten har et betydelig hoyere proteininnhold sammenlignet med eldre
deler av planten (Blikra et al., 2020; Holdt & Kraan, 2011). Variasjon i sammensetningen til
de ulike plantedelene kan ha pévirket resultatene i studien da ofte sma mengder tare er benyttet
1 analysene som kan gi resultater som ikke er representative for hele planten. Variasjonen i
aminosyresammensetning og proteininnhold mellom FM og TM kan kanskje forklares ved at
det er innveid for lite provemateriale i aminosyreanalysen for FM-provene, og dermed blir

mengden AA her veldig usikker og sma variasjoner gir stort utslag.

4.2 Proteinfordeyelighet av sukkertareprotein

Selv om sukkertare inneholder protein med heyt prosentvist innhold av EAA ma ogsa
proteinene vaere fordeyelige for at vi skal kunne nyttiggjore oss disse, og for at
sukkertareproteiner skal ha erneringsmessig god kvalitet. Analyseresultatene av
supernatantene fra fordeyelsesforsgkene viser at den totale mengden lost og nedbrutt protein
fra sukkertare generelt er svert lavt, og derfor at lite sukkertareprotein fordeyes gjennom den

forenklede fordeyelsesmodellen.

Det var liten forskjell i proteininnhold mellom prevene med sukkertare med enzym og KUP
ved de tre forste provetakningene i magefasen. Dette indikerer at protein pdvist i magefasen
opprinnelig var fra tilsatt enzym og ikke frigjort protein fra sukkertaren. Pepsinet ser derfor
ikke ut til & lose og bryte ned sukkertareproteinene i magefasen i noen stor grad. P& den andre
siden ble mer sukkertareprotein frigjort og brutt ned i tarmfasen sammenlignet med magefasen.
Her s& man en betydelig okning i frigjort og nedbrutt protein i prevene med sukkertare med
enzym fra fordeyelsestid 40 til 60 minutter, sammenlignet med KUP. Dette var forste
provetakning etter pancreatinlesningen ble tilsatt og pH ble okt, og dette indikerer at
pancreatinet har effekt pa frigjoring og nedbryting av sukkertareprotein. Likevel ser det ut til at
kun en begrenset mengde sukkertareprotein lar seg fordeye da mengden frigjort og nedbrutt
protein videre i tarmfasen generelt var svert lavt. Oppmaling og fraksjonering, og
forbehandling med Ultra-Turrax, sa ikke ut til & pavirke mengden frigjort og nedbrutt protein i
stor grad. Selv om det er noe variasjon mellom preover behandlet pa ulike mater er det ikke en
tydelig trend som eksempelvis tilsier at proteinet i de minste fraksjonene er mer tilgjengelig og

fordeyelig enn de storre fraksjonene. Mengdene frigjort og nedbrutt protein fra sukkertaren var
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ogsa tilnermet likt uavhengig av hvilke lgsninger som ble benyttet (V1 eller V2). Dette
indikerer at bufferne og galleekstraktet ikke pavirket fordeyelsen av sukkertareprotein i dette

fordeyelsesoppsettet.

Svert lite protein ble frigjort fra sukkertaren i forsekene der pepsinet med heyest spesifikk
aktivitet ble benyttet. Dette illustreres godt i resultatene for forsek 2 og 4, der proteinnivaet i
sukkertareprovene var tilnermet likt proteinnivéet i KUP gjennom hele fordeyelsestiden. Det
var altsd ingen gkning i proteininnhold til tarmfasen slik som det var nar pepsintypen med lavere
spesifikk aktivitet ble benyttet. @kt pancreatinkonsentrasjon ser heller ikke ut til & pavirke
fordeyeligheten, da mengden frigjort og nedbrutt protein i forsek 1 og 5 var tilneermet likt. I en
annen studie der det ble gjennomfoert en simulert mage-tarmfordeyelse pa algemateriale ble det
antatt at det a bruke en lavere enzymkonsentrasjon enn opprinnelig beskrevet, i tillegg til a
inkludere enzymer involvert i fett- og karbohydratfordeyelse, ville vaere hensiktsmessig nér
proteininnholdet i biomassen er lavt og siden algematriksen er sa kompleks (Ma&hre et al.,
2016a). Mine resultater kan bekrefte dette, da proteininnholdet i sukkertaren er relativt lavt og

enzymaktiviteten sa ut til 4 vaere hoyest ved lavere enzymkonsentrasjoner.

Det er kjent at fordeyeligheten til proteiner i makroalger generelt er lav, bdde pd grunn av
fiberstrukturen til polysakkaridene i celleveggen som hindrer fordeyelsesenzymene tilgang til
de intracellulere proteinene, og et at de har et hoyt innhold av antineringsstoffer slik som
polyfenoler (Mehre ef al., 2016a). Som nevnt innledningsvis er en stor andel protein lokalisert
intracellulert og i tilknytning til de komplekse polysakkaridene i plantecelleveggen. Da
enzymene benyttet i fordeyelsen ikke bryter bindingene i celleveggen antas det at proteinene
fra sukkertaren som fordeyes og videre pavises gjennom analysene trolig er proteiner lokalisert

mellom cellene i sukkertarematriksen, og at de intracellulare proteinene ikke ble frigjort.

Hvilke proteiner som lot seg fordeye fra sukkertaren, og aminosyresammensetningen til disse
proteinene, har betydning for analyseresultatene siden en modifisert variant av Lowrys metode
ble benyttet for proteinbestemmelse. Dette er en indirekte metode som baseres pa reaksjonen
til protein i losning der det dannes fargede komplekser som males spektrofotometrisk.
Fargeintensiteten avhenger av antallet peptidbindinger og sarlig mengden av de aromatiske AA
tyrosin og tryptofan, men ogsa i mindre grad cystin, cystein og histidin (Mahre et al., 2018).
Ulike proteiner har ulik aminosyresammensetning og derfor vil resultatene vaere ungyaktige nar
BSA brukes som standard (Chang & Zhang, 2017). I tillegg er spektrofotometriske metoder

svart sensitive for tilstedevarelsen av forstyrrende komponenter, enten fra sukkertaren i seg
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selv eller eventuelle kjemikalier som ble benyttet i fordeyelsen, som kan bidra til at
proteininnholdet i supernatantene overestimeres (Mahre et al., 2018). For eksempel inneholder
galleekstraktet, som var tilsatt i V2 av lgsningene, aminosyrer og andre komponenter som
antakelig ga utslag i analysene. Dette illustreres i KUE, der prover for V2 generelt hadde hoyere
proteininnhold i tarmfasen sammenlignet med V1. I studien av Harrysson ef al. (2018) ble det
vist at Lowrys metode generelt overestimerte proteininnholdet i proteinekstrakter fra
makroalger, inkludert sukkertare, med 34,3 % sammenlignet med nér proteininnholdet var
basert pa analyse av totale aminosyrer. Her ble det diskutert at et hgyt innhold av pigmenter og

bestemte aminosyrer bidro til & overestimere proteinresultatene (Harrysson ef al., 2018).

Sukkertaren benyttet i denne studien inneholdt sannsynligvis flere komponenter, slik som
pigmenter, som bidro til falskt positivt utslag i analysemélingene (Harrysson et al., 2018).
Mengden protein bestemt i supernatantene er derfor svert usikre og resultatene er trolig kraftig
overestimert. Derfor kan ikke analyseresultatene fra fordeyelsen direkte sammenlignes med
resultatene fra aminosyreanalysen. For eksempel ble det etter omregninger pa det meste fordeyd
60 mg protein/g tarr sukkertare (figur 9C) gjennom fordayelsen, og dette tilsvarer 6 % protein.
Proteininnholdet bestemt ved aminosyreanalyse var 6,5 % i torr sukkertare som betyr at dersom
kvantifiseringsmetoden var neyaktig er tilnermet alt protein lost gjennom fordeyelsen. Dette
stemmer altsé ikke. Andre faktorer slik som fortynninger og omregninger bidrar ogsa til usikre
resultater. I tillegg var det mer restprotein i «pelletpravene» som lot seg ekstrahere etter endt
fordeyelse, som ogsd viser at mengden protein i supernatanter bestemt spektrofotometrisk er
overestimert. Selv om metoden benyttet overestimerer proteinkonsentrasjonen er dette en enkel
og billig metode for & raskt fa et estimat av proteinkonsentrasjonen i prever (Chang & Zhang,
2017). Dette viser at denne metoden er et godt screeningalternativ for prevene kjores pa den

mer kostbare aminosyreanalysatoren for mer neyaktige resultater.

Fordeyeligheten til sukkertareproteinene var lav gjennom den simulerte fordeyelsesmodellen,
og dette indikerer at sukkertare ikke er en god kilde til protein nir det konsumeres som sidan.
Likevel kan konsum av sukkertare vere gunstig for oss mennesker da det som nevnt

innledningsvis inneholder flere nyttige komponenter.

4.3 Proteinekstraksjon fra sukkertare
Gjennom leselighetsforseket ble det vist at laseligheten til protein i torket sukkertare gkte ved
okt pH. Dette kan forklare at mer protein lot seg lose fra «pellety (resterende

inkubasjonslesning) etter endt fordeyelse da pH under ekstraksjonen var heyere enn under
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fordeyelsen. Samtidig ble funnet at loseligheten er likt ved pH 2 og pH 7 (ca. 14%), som betyr
at det ikke er den gkte pH i tarmfasen under fordeyelsen som forte til frigjerelse av protein fra
sukkertaren. Proteinlgseligheten var hayest ved pH 13 pa ca. 30 %, men siden Lowrys metode
ogsé her er benyttet for proteinbestemmelse er dette trolig overestimert. En tidligere studie har
ogsa funnet at loseligheten til sukkertareproteiner oker ved okt pH, og at den var hoyest ved
pH 11 pa 23 % (Aasen et al., 2022). Okt loselighet til sukkertareproteiner ved hey pH kan

forklares av at sure og neytrale aminosyrer ioniseres ved hoy pH (Kumar et al., 2021).

Selv om biotilgjengeligheten til proteinene i sukkertare er lav nar biomassen konsumeres som
sadan, kan likevel sukkertare vare en god proteinkilde dersom proteinene pa forhand
ekstraheres fra biomassen. I dette studiet ble det vist at totalt proteinutbytte fra terket sukkertare
ved standard ekstraksjon generelt er lavt, men at det okte ved okt pH. Det heyeste
ekstraksjonsutbyttet var pé ca. 2,5 %, men dette er overestimert da Lowrys metode ogsa her ble
benyttet. Ved denne ekstraksjonen ble omtrent halvparten av proteinet lost i vann og resten 1
1 M NaOH, og dette viser at ulike typer proteiner lar seg lose under ulike forhold. Et annet
studie har funnet at det a forst lose biomassen i vann for base tilsettes gker det totale utbyttet,
og at tiden lengden pé inkubasjonen i vann ikke mé ikke vare lang for & ha betydelig effekt
(Vilg & Undeland, 2017). Ogsé forholdet mellom preve og ekstraksjonslasning vil pavirke
ekstraksjonsutbyttet, flere studier pd sukkertare har funnet at utbyttet generelt gker nir den
relative mengden vann gkes (Aasen et al., 2022; Vilg & Undeland, 2017). Varmebehandling er
en annen enkel metode som har vist seg & oke biotilgjengeligheten til proteiner i andre
makroalger (Mahre et al., 2016a), men som er funnet & ikke péavirke biotilgjengeligheten til

proteiner i sukkertare i stor grad (Aasen et al., 2022; Vilg & Undeland).

I litteraturen er det foreslatt flere ulike metoder for & gjore planteproteiner mer tilgjengelig for
ekstraksjon, blant annet er det benyttet forbehandlinger med enzymer som degraderer
celleveggen (bryter de komplekse karbohydratene/fiberstrukturen) og slik gker utbyttet (Mahre
et al., 2016b; Aasen et al., 2022). Hvilke enzymer som er best egnet avhenger av hvilken art
proteinet skal ekstraheres fra, da ulike arter har ulik oppbygning av celleveggen. Det er funnet
at sukkertare behandlet med enzymene alginat lyase og cellulase okte utbyttet med 30-35%
(Aasen et al., 2022).
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4.4 Begrensninger i studiet og fremtidig forskning

I denne studien ble proteininnholdet i supernatantene fra fordeyelsen bestemt ved en modifisert
variant av Lowrys metode. Ideelt sett burde bdde frie og totale AA vart mélt ved
aminosyreanalyse, siden da fAr man kunnskap om bade mengde protein og hvor mye som brytes
ned representert ved ekning i frie aminosyrer. Da ville man ogsa fatt informasjon om hvilke
AA som potensielt er tilgjengelig for absorbsjon i tarmen. Dette var ikke en mulighet i denne
studien da det krever store volum og store mengder prove til aminosyreanalysen, og det er hagye

kostnader knyttet til analysen.

Siden det er funnet at proteinet i sukkertare har en god aminosyresammensetning, ber det
undersokes nermere hvilke metoder som er best egnet for & gke ekstraksjonsutbyttet av protein
for denne arten. Enzymbehandling har gitt ekt utbytte, og det vil veere hensiktsmessig & finne
ut hvilke enzymer som er best egent pa sukkertare. I tillegg finnes det ogsd flere fysiske
ekstraksjonsmetoder som degraderer celleveggen i plantecellene som kan vere relevant a
undersoke effekten av, slik som ultralyd-, mikrobelge- og heytrykk-assistert ekstraksjon
(Kumar et al., 2021).

Ekstraksjonsmetodene ma uansett optimaliseres slik at de er effektive og kan benyttes i
industriell skala. I tillegg vil det vaere en nedvendig at metodene ikke gir pé bekostning av

mattryggheten, da det gnskes at sukkertare skal utnyttes som naringsmiddel og proteinkilde.

5 Konklusjon

Hovedmalet med oppgaven var & undersoke biotilgjengelighet eller fordeyelighet til proteinet
1 sukkertare og vurdere om fraksjonering av denne biomassen i ulike partikkelstorrelser, og

forbehandling med Ultra-Turrax, gjer algeproteinet lettere tilgjengelig.

Sukkertaren benyttet i studien ble funnet & inneholde mellom 3,7 og 6,5 % protein med god
aminosyresammensetning. Resultatene fra den simulerte fordeyelsen viste at lite protein ble
frigjort og brutt ned under fordeyelsen. Dette indikerer at lite av sukkertareproteinet er
tilgjengelig for fordeyelsesenzymene i menneskers mage-tarmkanal, og derfor at de ikke
utnyttes nir sukkertare konsumeres som sidan. Fraksjonering i ulike partikkelstorrelser og
forbehandling med Ultra-Turrax sa ikke ut til 4 ha effekt pa biotilgjengeligheten til

sukkertareproteinene.
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