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Abstract

The concept of glycemic index (GI) describes postprandial blood glucose
concentration. Diets with a low GI can reduce the risk of coronary heart
disease, type Il diabetes and certain cancers. Bread is the main source of
carbohydrates in the Swedish traditional diet, and is classified as a food with
a medium to high GI. Previous studies on the subject resulted in lower Gl
value when adding bean extract and sourdough. The aim of the study was to
develop a low GI wheat sourdough bread containing white bean flour, and to
investigate the effects of different preparations, soaked, soaked and boiled,
soaked and microwaved, of white bean and bread making on the content of
resistant starch (RS). Three bread prototypes, containing different amounts of
beans that had been soaked for 14 hours and microwaved for 6 minutes, plus
a control bread were prepared in a food laboratory. RS was quantified in
ingredients, dough and bread, and the in vitro GI was determined for all
breads. The Gl for all bread prototypes was > 70, and was categorized as
high GI, but the in vitro glycemic load (GL) was categorized as medium (11-
16). The quantification of RS content was affected by the activity of the a-
amylase inhibitor found in raw white beans. Without heat preparation, the -
amylase inhibitor is active, which results in a falsely high result for RS. The
process of producing a bread with a low Gl using white bean flour did not
succeed in this study, even though a high RS content should result in low GI.
The development of low GI sourdough bread with white bean flour requires
extended studies.

Abstrakt

Begreppet glykemiskt index (Gl) beskriver postprandial
blodsockerkoncentration. Dieter med Iagt GI kan minska risken for
kranskarlssjukdom, diabetes typ Il och vissa cancerformer. Brod ar den
framsta kallan till kolhydrater i den svenska traditionella kosten, och klassas
som ett livsmedel med medelhogt till hogt GI. Tidigare studier inom amnet
har visat att vid tillsats av bonextrakt och surdeg till brod, erhalls ett lagre
Gl-varde. Syftet med studien var att utveckla ett vetesurdegsbrod med Iagt
Gl innehallande mjol fran vita bonor, samt att underscka hur innehallet av
resistent starkelse (RS) paverkas av olika beredningar av vita bonor,
bl6tlaggning, blétlaggning och kokning, bldtlaggning och
mikrovagsvarmning, samt brodtillverkning. Tre brodprototyper, innehallande
olika mangd av mjol fran vita bonor som har blotlagts i 14 timmar och
mikrovagsvarmda i 6 minuter, plus ett kontrollbrod framstalldes i ett
livsmedelslaboratorium. RS kvantifierades i ingredienser, deg och brdd, och
in vitro Gl bestdmdes for alla brod. Gl for alla brodprototyper var > 70, och
kategoriserades som hogt GI, men den in vitro glykemiska belastningen (GL)
kategoriserades som medium (11-16). Kvantifieringen av RS-innehallet
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paverkades av aktiviteten hos o-amylasinhibitorn som finns i raa vita bonor.
Utan varmeberedning ar a.-amylashammaren aktiv, vilket ger ett felaktigt
hogt resultat for RS. Processen att framstélla ett brod med lagt GI med mjol
fran vita bonor lyckades inte i denna studie, &ven om en hég RS-halt borde
resultera i 1agt GI. Det kravs fler utokade studier for att framstélla ett
surdegsbrod med lagt GlI, innehallande mjol fran vita bonor.

Nyckelord

Surdegsbrdd, vita bonor, a-amylasinhibitor, resistent stérkelse (RS), in vitro
Gl, stérkelsenedbrytning
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1 Inledning

1.1 Resistent starkelse

Starkelse utgoér mer an 50% utav kalorihalten i den manskliga kosten (1).
Starkelse ar uppbyggd av monosackarider, oligosackarider eller
polysackarider och bestar av glukosmolekyler i varierande antal. Kroppen
kan endast ta upp monosackarider, och darmed krévs spjalkning av stérkelse.
Spjalkningen sker genom tva enzymer: amylas och glukosidas (2). Amylas
bryter ner polymera starkelser till oligosackarider, varpa glukosidas fullfoljer
nedbrytningen till monosackarider, som sedan absorberas i tunntarmen.
Digestionen av starkelse startar i munnen dar a.-amylas, som utsondras fran
spottkdrtlarna, finns i liten méangd i saliven. Denna process utgor ca 5 % utav
starkelsenedbrytningen. Den huvudsakliga nedbrytningen sker sedan i
tarmen. Den sura miljon i magsacken hammar amylasaktiviteten och den
paborjade nedbrytningen upphor. Nar starkelsen sedan nar tunntarmen
neutraliseras pH-vardet genom utséndring av vatekarbonat fran
bukspottskorteln. Bukspottkorteln utsondrar samtidigt o.-amylas i
tunntarmen, och a-glukosidas finns i tunntarmens stavbram (2). a-amylas
hydrolyserar a-1,4-glykosidbindningarna i polysackariderna, och
oligosackarider skapas. Sedan klyvs oligo- och disackariderna ner till
monosackarider genom att a-glukosidas hydrolyserar terminala icke-
reducerande a-1,4-bundna glukosrester, vilket frigor enskilda
glukosmolekyler (3) (4). Monosackariderna tas upp i tunntarmen och
transporteras via portadern till levern, och postprandialt blodsocker stiger. De
monosackarider som inte anvands omedelbart for energi lagras som glykogen
i levern eller omvandlas till triglycerider som lagras i fettvavnad, levern och
plasma (2).

Starkelse kan klassificeras som readily digestible starch (RDS), slowly
digestible starch (SDS) eller resistent starch (RS) baserat pa dess in vitro
enzymatiska hydrolys och dess absorption i mag-tarmkanalen (1). Resistent
stérkelse ar stérkelse som inte kan brytas ner av kroppens enzymer, utan
passerar tunntarmen och nar sedan tjocktarmen déar starkelsen fermenteras av
kolonbakterier varpa kortkedjiga fettsyror, koldioxid och metan produceras
(2). Den resistenta starkelsen mats genom skillnaden mellan den totala
starkelsen (TS) och summan av RDS plus SDS;

RS=TS—(RDS+SDS) (ekv 1).

1(43)



Linneuniversitetet

Kalmar Vixjo

Uppvéarmning av livsmedel och andra livsmedelsprocesser kan bade 6ka och
minska halten av resistent starkelse (5).

Resistent starkelse klassificeras i fem typer: RS1, RS2, RS3, RS4 och RS5.
RS1 ar fysiskt otillganglig for matsméltningsenzymer da den &r bunden i
matrisen, och finns bland annat i spannmal och frén. RS2 ar ogelatinerad
starkelse som pa grund av sin kompakta struktur och hdga halt amylos ar
resistent mot matsmaltningen. RS3 &r retrograderad starkelse dar starkelsen
forst gelatineras och sedan kyls ner, sasom i kokt avsvalnad potatis, och ar
den mest termiskt stabila RS. RS4 &r kemiskt modifierad starkelse genom
forestring eller tvarbindning. Genom modifieringen blockeras det aktiva satet
for matsméltnings-enzymer, vilket forhindrar nedbrytning av starkelse (1)(5).
RS5 ar starkelse som innehaller komponenter som paverkar enzymaktiviteten
och darmed nedbrytningen, sasom a-amylas-inhibitor (5) i vita bénor. RDS
och SDS bendmns gemensamt som icke-RS under denna studie.

Livsmedel rika pa resistent starkelse har lagre glykemiskt index (GlI) &n
livsmedel innehallande nedbrytbar starkelse (5), da resistent starkelse i
tjocktarmen fungerar som kostfiber. Resistent starkelse kan saledes tillsattas
till livsmedel sdsom brdd, kex, pasta och sotsaker, i syfte att sanka deras Gl,
utan att férandra smak eller konsistens (2).

1.2 Glykemiskt index

Glykemiskt index beskriver postprandial blodsockerkoncentration, och mats
som den inkrementella arean under blodsockerresponskurvan som erhalls
efter intag av en 50 g portion av livsmedel med tillgdnglig kolhydrat uttryckt
som en procentandel av responsen efter 50 g intaget vattenfri glukos eller vitt
brod av samma forsoksperson (5)(6). Dieter med lagt Gl kan minska risken
for kranskarlssjukdom, typ Il-diabetes samt reducera risken for brost-, kolon-
och endometriecancer (2)(7). Kolhydrater som framst bestar av
monosackarider, och ddrmed absorberas snabbt i tunntarmen har ett hogt
glykemiskt index”, medan polymera kolhydrater absorberas langsammare
och har ett ”14gt glykemiskt index”. Strukturen hos kolhydratkéllan har ocksa
en betydelse for Gl, dar hela korn har lagre GI an mjol (8). Férutom
kolhydraternas uppbyggnad och struktur, paverkar aven faktorer sasom fett-
och proteinhalt, surhet, fiberhalt samt méangd resistent starkelse den
glykemiska responsen (2)(6)(9)(10). Livsmedel med hogt GI (>70)
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inkluderar bland annat vitt brod och dadlar. Livsmedel med lagt GI (<55)
inkluderar bland annat gronsaker och proteinberikad spagetti (2).

For bestamning av in vitro GI simuleras mansklig matsmaltning med
intestinala enzymer, for att sedan mata graden av stérkelsenedbrytning via
kvantifiering av glukos som 6kar de postprandiala blocksockernivaerna. Via
denna metodik erhalls ett p-Gl (eng; predicted glycemic index, p-Gl= in vitro
Gl),i motsats till in vivo GI som bestdms via humanforsok (11).
Hydrolysindex (HI) berédknas som den procentandel totalt frislappt glukos
fran proverna jamfort med frislappt glukos fran glukosreferens (12), och
berdknas enligt trapetsregeln som arean under glukoskoncentrationskurvan
(AUC) over tiden (11). For att berédkna p-Gls (B=brdd), med vitt brod som
referens, anvands ekvationen;

p-Gls = 0,549 x HI + 39,71 (ekv 2).

Ekvationen grundar sig i en studie dar korrelationen mellan in vivo och in
vitro GI for samma livsmedel undersoktes for att ta fram en metod och
ekvation, genom linjar regression, for att uppskatta in vitro GI utifran den
uppmatta HI (13). Vid berdkning av p-Gle (G=glukos), med glukosldsning
som referens, multipliceras det erhallna p-Gle-vérdet med faktorn 0,7 (14).

Ett annat begrepp for att uppskatta blodsockersvaret &r genom att berdkna
den glykemiska belastningen (GL; eng. glycemic load). GL berdknas in vitro
enligt;

p—Glg x mingden tillgéir;g()l(;’g kolhydrat per portion (ekv 3)

och tar hansyn till kolhydratinnehallet i livsmedlet samt portionsstorlek (15).

En portion brod ligger runt 30 g. GL kategoriseras som hogt vid GL>20, som
medel vid GL 11-19, och lagt vid GL<10 (16).

Forutom tillsats av resistent starkelse i syfte att sdénka GI, kan &mnen som
begransar starkelsenedbrytningen vara av intresse gallande séankning av Gl

).

1.3 a-amylasinhibitor i vita bonor

Forskning har fokuserat pa att begransa nedbrytningen av stéarkelse i vissa
typer av livsmedel i syfte att minska deras GI. Tillsats av extrakt fran vita
bonor har visats att effektivt sénka Gl-vardet i vitt brod (10). Extrakt fran

vita bonor innehaller a-amylasinhibitor som hammar o-amylasaktiviteten
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under digestionen, begrénsar starkelsenedbrytningen och sénker dérmed Gl
(10). a-amylasinhibitorn inhiberar matspjélkningsenzymet a-amylas genom
att fullstandigt blockera tillgangen till a-amylasenzymets aktiva sate (2)(7),
vilket resulterar i att a.-amylas inte kan hydrolysera a-1,4-
glykosidbindningar, och polysackariderna forblir intakta. Da starkelse inte
bryts ner och absorberas i tunntarmen, héjs inte de postprandiala
blodsockernivaerna. Starkelse fortsatter vidare till tjocktarmen dar den
fermenteras av kolonbakterier, och matsmaltningen forlangs.

Faktorer som generellt paverkar aktiviteten hos o-amylasinhibitorn &r
temperatur, inkubationstid, pH samt nérvaro av sérskilda joner. Optimala
forhallanden har studerats experimentellt dar temperaturen ligger pa 22-37
°C, och inhibitorn inaktiveras efter kokning i 10 minuter. Inkubationstiden &r
optimal vid 10, 40 och 120 minuter, och ett pH mellan 4,5-5,5 (2)(17).

Extraktet fran vita bonor har anvants som ett kommersiellt kosttillskott for att
kontrollera den postprandiala blodsockersresponsen vid typ I1-diabetes samt
fetma (7)(18)(17).

Vita bonor ingdr i baljvéaxter, som ar basfoda i flertalet regioner i vérlden.
Baljvaxter innehaller mycket oligosackarider fran raffinos-familjen (RFO).
Dessa icke-smaltbara oligosackarider har tendens att orsaka flatulens och
obehag hos ménniskor. Koncentrationen av RFO, men &ven andra
antinutrienter inklusive lektiner, fytat och oxalat, kan minskas genom
bl6tlaggning och termisk bearbetning (19). Livsmedelsverket
rekommenderar bl6tlaggning i minst 12 timmar, och varmning kan reducera
antinutrienter (19)(20).

1.4 Brod

Den framsta kolhydratkallan i den svenska traditionella kosten &r brod, som
star for 19 % av det totala intaget av kolhydrater och 28 % av det totala
intaget av kostfiber (21). Brod klassificeras som ett livsmedel med
medelhogt till hogt Gl (22). Experimentellt har det tillverkats bréd med lagt
Gl-varde genom tillsats av fiber, bénextrakt och surdeg (11).

4(43)
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1.5 Syfte

Huvudsyftet med denna studie var att utveckla ett vitt surdegsbréd som,
genom att ersétta vetemjél med olika proportioner av mjol av vita bonor,
erhaller ett 1agt GI (<55). Sekundéra syften var att (a) studera halten resistent
starkelse i rda och bearbetade vita bénor, vetemjol och surdegsbrod bakat
med mjol av vita bonor, for att observera eventuella fordndringar av RS-
halten, samt (b) studera effekten pa in vitro glykemiskt index vid tillsats av
olika proportioner mjol av vita bénor i bréd gentemot brod utan tillsatt mjol
av vita bonor.

Genom olika beredning inklusive bl6tlaggning, bldtlaggning plus kokning
och bl6tlaggning plus mikrovagsvarmning, av vita bonor, erhalls varierande
mangd a-amylasinhibitor.

Hypotesen &r att vid utbyte av en del av vetemjol till mjol fran vita bonor
kommer in vitro-starkelsenedbrytningen i surdegsbrddet att minska, vilket
minskar tillgangen till kolhydrater tillgangliga for absorption och vidare 6kad
blodsockerniva, och darmed minskar in vitro GI.

2 Material och metoder

2.1 Kemikalier

Kit for resistent starkelse-analys inklusive GOPOD-reagensbuffert,
amyloglukosidas (AMG), pankreas a-amylas, D-glukos standard och
enzymer koptes fran Megazyme. Ovriga kemikalier och enzymer inklusive
etanol, KOH, iséttika, NaOH, natriumazid, CaClz, maleinsyra, pankreatin,
invertas, pepsin och guar koptes fran Sigma-Aldrich.

2.2 Ravaror och beredning

Vita bonor fran Kalmar Oland Tradgardsprodukter (Oland) bereddes genom
bl6tlaggning (bonor:vatten 1:5), antingen 5 eller 14 timmar vid
rumstemperatur. En del av de vita bénor som blétlagdes i 5 och 14 timmar
bereddes aven med kokning i 8 minuter eller mikrovagsvarmning i 6 minuter
(750 Watt, 1:10, bonor:vatten) (19). Samtliga bonprover torkades vid 70 °C i
23-48 timmar i ugn (VWR, INCU-Line 112 Prime) (forsta batchen torkades i
48 timmar, resterande torkning skedde i 23 timmar da tiden for torkning
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ansags racka for vidare bearbetning), maldes (Retsch ZM 200) till en
partikelstorlek pa 0,5 mm och forvarades i kylskap tills analys.
Vetemjol (svenskt vetemjol) koptes fran lokal livsmedelsbutik (ICA
supermarket, Kalmar).

Vetesurdeg erholls fran PM Brod & Sovel (Vaxjo).

2.3 Bakning

Tre brodprototyper (bendmnda A, B och C) bereddes i ett
livsmedelslaboratorium pa Linnéuniversitetet i Kalmar (Sverige), utifran ett
grundrecept pa surdegsfralla fran https://www.koket.se/enkel-surdegsfralla
(23). Ingredienserna bestod av vetesurdeg, vetemjol, mjol pa vita bonor,
vatten och salt, dar forhallandet vetemjol och mjél pa vita bonor varierade
mellan brddprototyperna. | brod A bestod 10 % av det torra mjolet utav mjol
fran vita bonor, i brod B bestod 25 % av det torra mjolet utav mjol fran vita
bonor, och i brod C bestod 50 % av det torra mjolet utav mjol fran vita
bonor. Resterande del av torrmjdlet bestod av vetemjol i samtliga
brodprototyper, se tabell 1. Ett kontrollbrdd bakades dér torrmjolet endast
bestod av vetemjol. Samtliga brédprover bakades i 18 minuter vid 250 °C.
Alla brodprototyper och kontrollbrdd bakades i duplikat.

Valet av bonor infor bakning grundade sig i resultatet fran RS-analysen, dar
de bénor med hog RS-halt valdes, samt rekommendationer fran
Livsmedelsverket. Da Livsmedelsverket rekommenderar blotlaggning i minst
12 timmar valdes de bénor som var blétlagda i 14 timmar och sedan
mikrovagsvarmda i 6 minuter. Da varmning kan reducera antinutrienter
valdes dessa bonor framfor de som endast var blétlagda (19)(20).

Tabell I. Ingredienser i brodprototyperna A, B, C och kontrollbréd

Ingredienser (g) A B C Kontroll
Vetesurdeg 150 150 150 150
Mjol av vita bonor | 22,5 56,25 112,5 0
Vetemjol 202,5 168,75 112,5 225
Vatten 140 150 155 140
Salt 7,5 7,5 7,5 7,5

6(43)
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2.4 Sensoriktest

Det utfordes ett mindre sensoriktest med otranad panel (n=8) med hjalp av
ett formulér, se bilaga 1, for att understka panelens upplevda
brodegenskaper, men dven vilket brod som foredrogs mest. De parametrar
som ingick i sensoriktestet var brodets fargintensitet och saftighet, vilket
mattes pa en skala 1-10 dar hogre siffra indikerar intensivare farg och
saftigare brdd, samt tre stycken gillandetest dar smak, doft och helhetsintryck
utvarderades. | ett preferenstest rangordnades bréden av panelen dér 1 var det
bréd som foredrogs mest och 4 var det som foredrogs minst.

2.5 Fukthaltshestdmning
Fukthaltsbestamning utférdes for samtliga bon-, deg- och brodprover. Cirka
1 g av respektive prov torkades i en tork (Termaks) vid 106 °C i 26 timmar.

farsk vikt—torr vikt
o X100 (ekv 4).

Fukthalten berdknades enligt;

2.6 Provupparbetning infor analyser

En alikvot pa 60 g utav respektive broddeg togs ut for analys. Deg- och
brodproverna torkades vid 70 °C i 23 timmar i ugn (VWR, INCU-Line 112
Prime), maldes (Retsch ZM 200) och forvarades i provror i kylskap tills
analys. Darefter utfordes resistent starkelse-analys for respektive deg- och
brodprov, foljt av in vitro Gl-matning for brodproverna.

2.7 Kvantifiering av resistent starkelse och icke-resistent starkelse
Analysen utfordes i duplikat enligt den officiella metoden (AOAC
2002.02/AACC 32-40.01/ Codex Type II), genom anvandning av ett
kommersiellt kit (Megazyme Resistant Starch Assay Kit), se flodesschema i
bilaga 16 (24). Principen for analysen &r att mata den D-glukos, som inte
bryts ner efter simulering av matspjalkningen med hjélp av matspjalknings-
enzymer, med glukosoxidas/peroxidas (GOPOD) for att sedan berédkna RS-
halten i provet. Med kitet foljde ett RS-kontrollprov for att kontrolllera
riktigheten av metoden.

Forst bereddes en enzymblandning, som maste anvandas samma dag, genom
att 1 g pankreas a-amylas blandades i 100 mL natriummalat buffert (100
mM, pH 6,0) i 5 minuter, varpa 1,0 mL utspadd AMG (300 U/mL) tillsattes.
Blandningen vortexades, centrifugerades pa 1500 g i 10 minuter, varpa
supernatanten dekanterades. Enzymblandingen (supernatanten) anvandes
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sedan samma dag. Dérefter vagdes cirka 100 mg torkat prov upp med
analysvag i provror. 4,0 mL utav den preparerade enzymblandningen
bestaende av natriummalat buffert (100mM, pH 6,0) innehallande pankreas
a-amylas (10 mg/mL) och AMG (3 U/mL) tillsattes till respektive ror. Réren
tillslots, vortexades och placerades horisontellt i en vatten-skakinkubator
(100/min) vid 37 °C i 16 timmar. Efter inkubationen tillsattes 4,0 mL etanol
(99,5 % v/v) och roren vortexades, for att sedan centrifugeras vid 1500 g i 10
minuter. Darefter dekanterades supernatanten till en 100 mL métkolv och
pelleten suspenderades med etanol (50% v/v) (2 x 8 mL) och centrifugerades
vid 1500 g i 10 minuter. Supernatanten dekanterades efter varje avslutad
centrifugering, och samlades i 100 mL matkolven for vidare kvantifiering av
icke-resistent starkelse. Pelleten (resistent starkelse) torkades pa papper for
att avlagsna all dverskottsvétska. Pelleten suspenderades genom tillsats av 2
mL 2 M KOH samt omrorning med magnetomroérare Over isbad i 20 minuter.
Efter 20 minuter tillsattes 8 mL 1,2 M natriumacetat buffert (pH 3,8) och
darefter 100 uL AMG (3300 U/mL). Roren placerades sedan i inkubator vid
50 °C i 30 minuter, roren vortexades var 10e minut. De prov som antogs
innehalla > 10% resistent starkelse spaddes, beroende pa prov, till en
slutvolym pa antingen 25, 41,2, 50 eller 100 mL med milli-Q vatten, varpa
en alikvot centrifugerades vid 1500 g i 10 minuter. Prov som antogs
innehalla < 10 % resistent starkelse centrifugerades direkt vid 1500 g i 10
minuter. Efter centrifugering dverférdes 100 uL av supernatanten till ett nytt
provror.

Losningen med samlad icke-resistent starkelse 1 100 mL métkolv spéddes till
100 mL med 100mM natriumacetat buffert (pH 4,5) och blandades val. En
alikvot pa 100 pL overfordes till ett provror och inkuberades med 10 pL
utspadd AMG (300 U/mL) i 100mM natriummalat buffert (pH 6,0) i 20
minuter vid 50 °C.

Ett blankprov (100 uL 100mM natriumacetat buffert [pH 4,5]) och triplikat
av D-glukos-standardlésning (100 uL [1 mg/mL]) férbereddes.

Till respektive rér, med 100 uL vatska/prov, tillsattes 3,0 mL GOPOD-
reagens och réren inkuberades vid 50 °C i 20 minuter.

Till sist méattes absorbansen av varje l6sning samt tripletter av D-glukos-
standardlosning vid 510 nm mot blank med en spektrofotometer. Via ett
Excel-dokument (K-RAPRS_CALC) fran Megazyme, dér all data fran
analyserna importerades, erholls resistent starkelse (g/100 g) per prov.
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TS beréknades som; TS = RS + icke-RS (ekv 1).

Analys av RS och icke-RS genomfordes i duplikat for RS-kontroll, raa vita
bonor, blétlagda vita bonor, blétlagda och kokta vita bénor, blétlagda och
mikrovagsvarmda vita bonor, vetemjol, de olika brédprototyperna A, B, C
och kontrollbréd samt deg for A, B, C och kontrolldeg.

2.8 Invitro GI

In vitro Gl-analys (11) utférdes pa fem prover i duplikat; kontrollbréd, brod
A, brod B, brod C samt ett torkat och fardigmalt referensprov (vetebrdd utan
surdeg). En pankreatin-enzymsuspension bereddes samma dag genom att
dispergera 1,5 g pankreatin i 10 mL milli-Q vatten med hjélp av en
magnetomrorare i 10 minuter. Suspensionen overfordes sedan till ett glasror
som centrifugerades vid 1500 g i 10 minuter. Efter centrifugeringen
overfordes 7,5 mL av supernatanten till en bagare, varpa 75 uL AMG (3269
U/mL) och 4,5 mg invertas tillsattes och blandades. Det forbereddes &ven en
pepsin-guar-suspension genom att 62,5 mg pepsin och 62,5 mg guargummi
vagdes upp i en bégare, och blandades med 12,5 mL 0,05 mol HCI.

250 mg av vardera torkat deg- och brodprov samt referensprov vagdes upp i
ett glasror. Dérefter tillsattes 2,5 mL pepsin-guar-suspension samt glasparlor
(n=5) till respektive ror. Roren vortexades och placerades horisontellt i en
skakinkubator (100/min) vid 37 °C i 30 minuter for att simulera
magsmaltningen. Efter inkubationen tillsattes 2,5 mL natriumacetat (0,25
mol/L) samt 1,25 mL pankreatin-enzymsuspension till respektive ror. Direkt
darefter 6verfordes en alikvot pa 100 uL av varje prov till varsitt nytt ror
innehallande 5 mL etanol (99,5%). Roren vortexades och forvarades i kyl
tills analys. Resterande ror innehallande prov, glasparlor, pepsin-guar
suspension, natriumacetat och pankreatin-enzymsuspension placerades
aterigen horisontellt i en skakinkubator (100/min) vid 37 °C. Efter 15
minuter togs ytterligare en alikvot pa 100 pL av respektive ror, och
overfordes till varsitt ror innehallande 5 mL etanol (99,5%). Roren
vortexades och forvarades i kyl tills analys. Detta upprepades vid tiden 30,
60, 90, 120, 1880, 240 och 360 minuter. Samtliga ror som forvarats i kyl
vortexades och centrifugerades vid 1500 g i 10 minuter. En alikvot pa 100
uL Overfordes till ett glasror. Ett blankprov (100 uL 100mM natriumacetat
buffert [pH 4,5]) samt triplikat av D-glukos-standardldsning (100 uL [1
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mg/mL]) forbereddes. Till respektive ror tillsattes 3 mL GOPOD-reagens och
roren inkuberades vid 50 °C i 20 minuter.

Till sist méttes absorbansen av varje prov samt tripletter av D-glukos-
standardlésning vid 510 nm mot blank med en spektrofotometer, och
glukosinnehallet berdknades, se ekv 3. HI beraknades enligt trapetsregeln
som arean under glukoskoncentrationskurvan (AUC) over tiden (11). For att
berdkna p-Gls (B=brdd), med vitt bréd som referens, anvandes ekvationen;
p-Glg = 0,549 x HI + 39,71 (ekv 2) (13).

Vid berékning av p-Gle (G=glukos), med glukos-16sning som referens,
multiplicerades det erhallna p-Gle-vardet med faktorn 0,7 (14). En kurva for
andel frislappt glukos (g/100g torrsubstans) mot tid (min) togs fram. Pa
grund av ett avvikande varde med avseende pa andel frislappt glukos for
kontrollbrdd 2 vid tiden 240 minuter, anvandes vardet for kontrollbrod 1
aven for kontrollbrdd 2, bilaga 12 och 13.

Glykemisk belastning (GL) beréknades utifran en portionsstorlek pa 30 g,
enligt ekv 3.

2.9 Statistisk analys

Alla statistiska analyser utfordes med hjalp av programvaran GraphPad
Prism 9.0. Samtliga statistiska analyser utfordes pa 95% konfidensniva. Data
uttrycks som medelvarde + standardavvikelse (STD) fran duplikatanalys.
STD beréaknades for att fa en uppskattnig pa spridningen, men tva matvarden
ar for fa for att kunna berakna populationens standardavvikelse. Resultaten
fran RS-analysen analyserades med Ordinary one-way ANOVA Multiple
comparisons med Tukey-jamforelse. For RS-analysen jamfordes de olika
beredda bonorna mot varandra, degproverna mot varandra och brodproverna
mot varandra. Aven degprover och brédprover jamférdes mot varandra.
Referensprovet for RS-analysen analyserades mot den angivna halten med
One sample t-test. Ingen statistisk analys utfordes for in vitro Gl.

3 Resultat

3.1 Resistent starkelse i mjol fran vita bénor
Vid RS-analys erhélls andel RS per torrvikt (9g/100 g TM) i respektive prov.
Bonor som var bade bltlagda och kokta inneholl signifikant lagre halt RS
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(p<0,0001) j&mfort med endast bldtlagda och bldtlagda och
mikrovagsvarmda, oavsett om de var bl6tlagda i 5 eller 14 timmar, se tabell
Il och bilaga 6.

Det fanns ingen signifikant skillnad bland RS-halten mellan de bénor som
endast var bldtlagda i 14 timmar och de som var bl6tlagda i 14 timmar och
mikrovagsvarmda (p>0,05), se bilaga 6. Darmed valdes fortsatt bakning med
de bénor som var blétlagda i 14 timmar och mikrovagsvarmda.

| kitet (Megazyme Resistant Starch Assay Kit) ingick ett RS-kontrollprov for
att kontrollera riktigheten av resultaten. RS-kontrollprovet hade en RS-halt
pa 44 g/100 g. Den uppmatta RS-halten for RS-kontrollprovet lag pa 47,0 +
1,09 g/100 g. Det fanns ingen signifikant skillnad mellan det analyserade
resultatet och den angivna RS-halten (p>0,05) for RS-kontrollprovet, se
bilaga 8.

Tabell 11. Halten av RS + STD, icke-RS + STD samt TS (total starkelse) for
vita bonor och vetemjél (n=2). 5h = blétlagda i 5 timmar, 5hC = blétlagda i 5
timmar foljt av kokning, 5hM = blétlagda i 5 timmar foljt av
mikrovagsvarmning, 14h = blotlagda i 14 timmar, 14hC = bl6tlagda i 14
timmar foljt av kokning, 14hM = blétlagda i 14 timmar foljt av
mikrovagsvarmning. Medelvarden, i kolonn fér RS-halt, med samma
upphojda kapitéal (A-B) kan inte pavisa nagon signifikant skillnad, se bilaga
6.

Icke-RS £
Fukthalt RS+STD STD TS
Prov (n=2) (%) (9/100 g) (9/100 g) (9/100 g)

Raa bonor 8,2 32,54+0,2 9,4+0,1 41,9
5h 4,2 33,8A+1,8 9,0+0/4 42,9
5hC 4,9 548+0,1 36,8+0,0 42,2
5hM 5,2 27,87+ 4.4 143+0,0 42,1
Vetemjol 13,1 0,88+0,1 754+1,0 76,2
14h 59 334°A+1,2 11,4+0,3 44,7
14hC 6,0 4,08+0,2 388+1,6 42,8
14hM 5,9 31,04+0,1 12,4+0,0 43,4

11(43)



Linneuniversitetet

Kalmar Vixjo

3.2 Resistent starkelse i bréd och deg

Det fanns en signifikant skillnad bland RS-halterna mellan alla olika degar
(p<0,05) férutom mellan kontrolldeg och deg A (p>0,05), se tabell 11 och
bilaga 7.

Det bréd som innehéll mest resistent starkelse var brod C med 2,6 + 0,01 g
RS/100g, foljt av brod B, kontrollbrdd och brod A, se tabell 111. Skillnaden
mellan brod C och kontrollbrod samt brod C och bréd A var statistisk
signifikant (p=0,0232 respektive p=0,0128). Bland de 6vriga brdden fanns
det ingen signifikant skillnad (p>0,05) gallande RS-halten, se tabell 111 och
bilaga 7.

RS-halten sjonk signifikant vid bakning fran deg till brod av B och C
(p=0,0408 respektive p=0,0043), men inte vid bakning av kontrollbréd och
bréd A (p>0,05), se bilaga 7.

Tabell 111. Halten av RS + STD, icke-RS + STD samt TS (total starkelse) for
brod och deg (n=2). Andel mjél fran vita bonor utav torrmjolet i de olika
brodprototyperna; kontrollbrdd (0 %), brod A (10 %), bréd B (25 %) och
brod C (50 %). Medelvérden, i kolonn for RS-halt, med samma upphdojda
kapital (A-E) kan inte pavisa nagon signifikant skillnad, se bilaga 7.

Fukthalt RS+ STD Icke-RS % TS
Prov (n=2) (%) (9/100 g) STD (g/1009) (9/100 g)

Kontrollbrod 1,6 1,548 1+ 0,2 69,4+ 11,9 70,9
Brod A 1,0 1,4°8 +0,6 49,5+ 32,8 50,9
Brod B 1,2 2,08€+0,1 65,2+ 4,1 67,2
Brod C 1,6 2,60 +0,0 555+0,4 58,1
Kontrolldeg 0,9 0,84+0,0 73,6 +6,2 74.4
Deg A 1,1 1,448 £ 0,0 66,9 + 5,2 68,4
Deg B 2,4 3,00+0,1 63,1+0,7 66,1
DegC 4,6 4,18+0,3 60,5+ 0,9 64,5

3.3 Icke-resistent starkelse och total starkelse

Halten av icke-RS och TS i brod sjénk vid 6kad andel bénmjol och minskad
andel vetemjal, se tabell 111. Brod A verkar innehalla lagst halt icke-RS och
TS, men det finns en stor standardavvikelse for analysresultaten. Vetemjol
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har en TS-halt pa 76,2 g/100 g, medan vita bonor som ar bl6tlagda i 14
timmar och mikrovagsvarmda har en TS-halt pa 43,4 g/100 g. Raa vita bonor
har en TS-halt pa 41,9 g/100 g, se tabell I1.

3.4 Invitro Gl i brdd

P-Glg-vardet for alla brédprototyperna Iag 6ver 70, se tabell 1V, och
kategoriseras darmed som bréd med hogt Gl. Det fanns ingen signifikant
skillnad mellan de uppmatta p-GI mellan brodprototyperna (p>0,05), se
bilaga 16. Om en portionsstorlek antas vara 30 g, rdknas broden ha medelhdg
glykemisk belastning da GL lag mellan 11-16 fér samtliga brod.

Méngd frislappt glukos (g/100 g torrsubstans) per tidsenhet per prov
presenteras i figur 1 och tabell V, dér en topp uppnaddes efter 180 minuter
for kontrollbréd, bréd B och brdd C, och vid 360 minuter for brod A. Dock
bor detta inte visas som en topp, utan som en plata, da den frislappta
glukosen inte kan minska vid in vitro GI. Detta kan bero pa matosakerthet.
Radata for in vitro Gl-analys finns i bilaga 11-16.
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Figur 1. Mangd frislappt glukos (g/100g torrsubstans) per tidsenhet under in
vitro bestamning av Gl. Véardena ar medelvérden fran duplikat, se bilaga 11-
16. Vardet for kontrollbrdd vid 240 minuter kommer endast fran kontrollbrod
1 pa grund av avvikande varde for kontrollbrod 2.
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Tabell 1V. HI, p-Glg, p-Glc och GL for samtliga brodprover. P-Glg for
brodprover berdaknades med hjélp av ekvationen: p-Gls = 0,549 x HI + 39,71,
med vitt brod som referens (13). For att berdkna p-Gls, med glukosldsning

som referens, multiplicerades p-Gls-vérdet med 0,7. GL berdknades enligt:
p—Glg x mangden tillginglig kolhydrat per portion
100 '

p-Gls p-Gle
Brod (n=2) HI (%) (brod) (glukos) GL
Kontroll - 112 101 72 15
A - 108 99 70 11
B . 126 109 77 16
C 107 98 70 12

Tabell V. Mangd frislappt glukos (g/100g torrsubstans) under in vitro
bedémning av GI. Vérdena ar medelvarden fran duplikat under en analys
(n=2), se bilaga 11-15.

Frislappt glukos g/100 g torrsubstans

Tid Kontrollbrod Brod A Brod B Brod C
0 12,56 12,50 12,23 13,29
15 29,20 27,30 33,70 32,14
30 34,01 34,57 38,72 34,38
60 49,52 45,49 49,05 50,99
90 53,60 51,06 63,66 54,38
120 55,07 53,89 66,84 56,75
180 68,25 64,40 77,25 71,06
240 (56,90) 66,20 71,06 69,46
360 68,64 69.41 71,19 68,70

3.5 Brod och sensorisk analys

Vid analys av brdden efter bakning noterades det att vid 6kad halt bonmjol,
blev fargen pa inkramet och sarskilt skorpan maérkare, se figur 2. Detta
bekraftades dven av en otrdnad panel genom ett sensoriskt test dar
fargintensitet bedomdes pa en skala 1-10 dar hégre nummer indikerade
morkare/mer farg, se tabell XI, dar brod C erhéll ett medelvérde pa 7,9,
déarefter foljde brod B, A respektive kontrollbrod med medelvérdet 7,0, 4,8
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respektive 2,5. Hojden pa broden varierade mellan 48-57 mm, se figur 3.
Inkramet for de olika brodprototyperna visas ocksa i figur 3.

| preferenstestet erholls ett medelvarde av den ordningen man féredrog
brdden, dar 1 var det bréd som féredrogs mest och 4 var det bréd som
foredrogs minst. Det brod som den otrdnade panelen féredrog mest var brod
B, med ett medelvérde pa 1,8, foljt av brod A, C respektive kontrollbréd med
medelvardet 2,1, 2,9 respektive 3,3, se tabell X. Aven gillandetesten
indikerar att brod B var det bréd som panelen foredrog, se tabell VI, VII, VIII
och IX.

Figur 2. Samtliga brodprototyper efter avbakning vid 250 °C i 18 minuter.
Uppifran och ner: kontrollbrod, bréd A, B och C.
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Figur 3. Hojden och strukturen pa inkramet for alla brodprototyper i
tvarsnitt. Fran vanster till hoger; brod C, B, A och kontrollbrod.

Tabell VI. Gillande-test tillhdrande kontrollbrod fran sensoriktest med
otranad panel (n=8). Sifforna indikerar antal personer som svarade med

betyget.
Gillande Tycker
varken
Tycker Tycker bra Tycker
mycket Tycker nagot eller  Tycker mycket
braom braom braom illaom illaom illaom
Smak 1 4 2 1
Doft 2 3 1 1 1
Helhet 2 2 2 1 1

Tabell VII. Gillande-test tillndrande brod A fran sensoriktest med otranad
panel (n=8). Sifforna indikerar antal personer som svarade med betyget.

Gillande Tycker
varken
Tycker Tycker bra Tycker
mycket Tycker nagot eller  Tycker mycket
Egenskap\ braom braom braom illaom illaom illaom
Smak 3 3 1 1
Doft 2 5 1
Helhet 3 3 1 1
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Tabell VI11. Gillande-test tillhdrande brod B fran sensoriktest med otrénad
panel (n=8). Sifforna indikerar antal personer som svarade med betyget.

Gillande Tycker
varken
Tycker Tycker bra Tycker
mycket Tycker  nagot eller Tycker mycket
Egenskap\ braom braom braom illaom illaom illaom
Smak 2 4 2
Doft 3 3 1 1
Helnet | 3 4 1

Tabell I1X. Gillande-test tillhérande brod C fran sensoriktest med otranad
panel (n=8). Sifforna indikerar antal personer som svarade med betyget.

Gillande Tycker
varken
Tycker Tycker bra Tycker
mycket Tycker  nagot eller Tycker mycket
braom braom braom illaom illaom illaom
Smak |2 3 2 1
Doft 2 2 3 1
Helhet | 2 4 1 1

Tabell X. Medelvérdet fran sensoriktest med otranad panel (n=8).
Fargintensitet bedémdes mellan 1-10 dar ju intensivare farg, desto hogre
nummer. Saftigheten bedémdes mellan 1-10 dé&r saftigare brod gav ett hogre
nummer. Prioritet bedomdes utifran vilket brod smakpanelister foredrog, dar
1 ar det man mest féredrog och 4 &r det man minst féredrog.

Egenskap  Fargintensitet
Brod (1-10) Saftighet (1-10)  Prioritet (1-4)

Kontroll | 2,5 7,6 33
A | 4,8 74 2,1
B | 7,0 7.8 1,8
C | 79 6,1 2,9
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4 Diskussion

4.1 Resistent starkelse

Innehallet av RS i vita bonor varierade beroende pa typ av beredning. Vid
bl6tlaggning plus kokning var RS signifikant lagre &n vid endast
blotlaggning och blotlaggning plus mikrovagsvarmning. Detta resultat beror
pa att ai-amylasinhibitorn inaktiveras vid kokning (2)(17). Den hoga halten
RS vid dvriga beredningsforhallanden antas vara felaktiga resultat, som beror
pa att a.-amylasinhibitorn i provet fortfarande ar aktiv. Nar o-
amylasinhibitorn &r aktiv begransas den enzymatiska starkelsenedbrytningen
under RS-analys, vilket resulterar i att starkelse, som inte ar RS, finns kvar i
slutet av analysen och ger utslag som RS.

Da det ej fanns nagon signifikant skillnad bland RS-halten mellan de bénor
som endast var bl6tlagda i 14 timmar och de som var bldtlagda i 14 timmar
och mikrovagsvarmda (p>0,05), valdes det att baka med det mjol pa bonor
som var blotlagda och mikrovagsvarma, da varmning kan reducera
eventuella antinutrienter (19)(20).

RS-innehallet i deg var lagre an det forvantade vardet, som beraknades
baserat pa den erhallna RS-halten i vetemjol och bonmjol som anvéndes vid
bakning, samt den totala andel vetemjol och bénmj6l som anvéndes. Deg B
berdknades ha ett forvantat RS-innehall kring 6,2 g RS/100 g, och deg C
kring 11,8 g RS/100 g. Vid RS-analys av degen innehdll deg B 3,0 g RS/100
g och deg C 4,1 g RS/100 g. Eventuella orsaker till detta resultat kan vara
anvandning utav surdeg, temperaturen vid torkning eller manuella fel. Vid
anvéandning av surdeg sjunker pH till kring pH 4, jamfort med deg utan
surdeg som har ett neutralt pH. Detta beror pa att surdeg innehaller
metaboliskt aktiva mikroorganismer sasom mjolksyrabakterier (LAB), vilka
producerar mjolksyra och attiksyra, som bidrar till sankning av pH (25). Da
a-amylasinhibitorns optimala pH ligger vid 4,5-5,5 (2)(17), kan det laga pH
som uppstar vid anvandning av surdeg teoretiskt minska inhibitorns aktivitet,
och déarmed minska halten av resistent stérkelse i surdeg- och brdd jamfort
med deg och brod utan surdeg. Dock har en studie visat att surdegsjasning
med mjol fran Phaseolus vulgaris L. inte paverkat a.-amylasinhibitor-
aktiviteten (26). Temperaturen vid torkning lag pa 70 °C, vilket ar 6ver
experimentellt uppmaétt temperaturoptimum for a-amylasinhibitorn, och kan
da bidra till att denna inaktiveras och den uppmatta RS-halten sjunker. For
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att undvika denna felkalla ar frystorkning ett béattre alternativ. Anledningen
till att frystorkning inte anvandes i studien var att bénorna ar svarare att mala
efter frystorkning an vid torkning i ugn, med de apparaturer som
tillhandaholls (personlig kommunikation M. Hefni 2022-04-11).

4.2 Icke-resistent starkelse och total starkelse

Vid uppmétt icke-resistent stérkelse for kontrollbrod och brod A blev
standardavvikelsen stor (11,91 respektive 32,76 jamfort med 4,05 och 0,35
for brod B respektive brod C). Den hdga standardavvikelsen kan bero pa
felkallor sasom pipetteringsfel eller att I6sningarna inte blandades tillrackligt
innan 6verforing av alikvoter eller innan absorbansmatning, och darmed gett
felaktigt utslag. Utdver dessa avvikande varden verkar icke-RS och den
totala stérkelsen sjunka vid 6kad procent-andel bonmjoél i brod och deg. Detta
kan bero pa att bonor innehaller lagre halt total starkelse an vetemjol, 45,7
9/100g respektive 72,4 g/100g (27)(28).

4.3 Invitro Gl

Resultatet for in vitro Gl av brdoden bekréftade inte hypotesen som stélldes
infor studien. Resultaten visar att p-Gle fortfarande ligger éver 70 trots
tillsats av bénmjol. Ett resultat som avviker &r p-Glc for brod B, med ett G-
vérde kring 77, jamfort med p-Gle for kontrollbrdd, bréd A och bréd C (72,
70 och 70). Eventuella orsaker till det avvikande resultatet kan vara
pipetteringsfel. Da sma volymer anvands under experimentet, kan icke
noggrann pipettering ge avvinkande resultat. | tabell V och figur 1 noterades
ett avvikande vérde for kontrollbrodet efter 240 minuter. Det avvikande
vardet kan bero pa manuella fel eller spill av starkelse under provhantering,
vilket resulterar i en lag uppmatt halt frislappt glukos.

| studien anvéandes endast vetemjol utéver mjol fran vita bonor. For att
erhalla ett brod med lagre Gl kan anvandandet av fullkornsmjol, sasom
ragmjol och grahamsmjol vara av stort intresse. Studier har visat att brod
innehallande fullkornsmijol resulterar i ett lagre Gl &n brod utan
fullkornsmjol (14)(29). Tillsats av bade surdeg och kostfiber har visat sig
resultera i sankning av in vivo Gl fran 72 till 53,7 jamfért med vanligt
vetebrdd (30). Dessutom verkar starterkulturen som anvands for
surdegsjasning ha betydelse for Gl-vardet, dér en starter med L. brevis (3,16
x 10% CFU/g) och S.chevalieri (4,54 x 108 CFU/qg) resulterade i storst
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sankning av in vivo GI, medan L. plantarum (5,28 x 10° CFU/qg) starter inte
skiljde signifikant fran ett kontrollbrod (31).

En annan faktor som kan ha betydelse for utfallet av studien &r att nér prover
torkas och sedan mals verkar GI 6ka. Denna teori stddjs av en studie dar Gl
mattes in vitro for frystorkade brodprovet och for farskfrysta brodprover, dar
p-Gle-vérdena for frystorkade prover var upp till 17% hogre &n i farskfrysta
(p=0,003) (11). Nér torkade prover sedan mals blir starkelsen mer tillganglig
for enzymerna da kontaktytan 6kar med minskande partikelstorlek (5), vilket
kan resultera i att mer glukos frislapps, som sedan ger utslag fér hogre Gl.
Anvindandet av intakta fron av spannmal och baljvaxter verkar resultera i
lagre Gl-varden (11), an anvandning av spannmal och baljvéaxter som ar
malda, sasom i denna studien.

Yiterligare faktorer som paverkar resultatet for in vitro GI & metodologiska
faktorer och skillnader i referensprovets fysiska och kemiska egenskaper. |
studien anvandes vitt brod som referens vid in vitro Gl-analys. Vitt brod kan
ha olika ingredienser eller bearbetas och bakas pa olika satt véarlden 6ver. Nar
olika sorters vitt bréd, med olika sammansattning, sedan anvands som
referens kan resultaten, och darmed Gl-vérdet av proverna, paverkas. Dessa
faktorer analyserades i en studie dér data fran publicerad och opublicerad
vetenskaplig litteratur sammanstéllts. De fann att Gl-véardet varierade for
samma typer av livsmedel (8). Av denna anledning anvands ofta
glukosldsning som referens vid in vivo Gl-analyser. Glukosldsning kan dock
inte anvéandas i in vitro-metoden da den grundar sig i starkelsenedbrytning,
och glukos & monosackarider.

In vitro-metod for Gl-bestdmning begransar dven inkludering av
matsmaltningsfaktorer som paverkar postprandial blodsockerkoncentration,
sasom tomningshastigheten for magsécken. Hog osmolalitet, hog surhet och
I6sliga fiber saktar alla ner magtémningshastigheten och minskar darmed in
vivo GI, men paverkar inte kolhydratsmaltningen och in vitro GI som utfors
med standardiserat tidsschema (8). Matsmaltningen ar komplex, och svar att
efterlikna in vitro. Studier har visat att in vivo Gl-vérden skiljer sig
signifikant fran in vitro data for samma livsmedel, dér in vitro GI ar
signifikant hogre (8).

Data fran in vitro-analyser bor darmed bedémas som vagledande och inte
faststallande, da det inte finns nagon universell standardiserad metod.
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4.4 q-amylasinhibitorn

Ytterligare en faktor som har betydelse for att brodets Gl inte enligt
forvantan sanktes, &r a-amylasinhibitorns aktivitet. a-amylasinhibitorn &r
varmekanslig och inaktiveras déarav vid kokning (2)(17). Da a-
amylasinhibitorn inaktiveras hos de bonor som bldtlagts och kokats, kan den
tillsatta o.-amylasen, vid simulerad matspjalkning, bryta ner starkelsen
obehindrat. Det som blir kvar efter nedbrytningen kvantifieras som resistent
stérkelse. | de bonor som inte utsatts for kokning, &r a-amylasinhibitorn
fortfarande aktiv, och stérkelsenedbrytning med o-amylas forhindras under
analysen. All den resistenta starkelsen som uppmats i dessa bonor ar darmed
inte resistent starkelse, utan aven starkelse som inte genomgatt nedbrytning
med kitets a-amylas, da enzymet inhiberats av den aktiva a-
amylasinhibitorn. Starkelsen som mats vid analys kvantifieras felaktigt som
RS, se floédesschema i bilaga 18. Nar bonor med uppmatt hog RS, dér
majoriteten &r vanlig starkelse, sedan anvands vid brddbakning blir utslaget
lagre an forvantat, da a-amylasinhibitorn inaktiveras under bakningen pa
grund av sin vdrmekanslighet.

4.5 Brod, skorpa och inkram

De bonor som var blotlagda 14 h fick en morkare farg efter torkning i ugn,
trots att de som var blétlagda i 5 h stod langre tid i ugnen, se bilaga 5. Vid
groddning/blétlaggning av baljvaxter bryts den upplagrade starkelsen ner pa
grund av 06kad enzymaktivitet. Det sker &ven en liten proteinnedbrytning av
protein till fria aminosyror pa grund av okad proteolytisk aktivitet (32). De
reducerande sockerarter och fria aminosyror som bildats under
bl6tlaggningen kan sedan inga i Maillardreaktionen. Detta kan forklara
varfor bonor som var blétlagda en langre period fick en mérkare farg.

| en studie dar bland annat mangden reducerande sockerarter analyserades
efter varierade tillagningsmetoder sdsom tillagning med mikrovagsugn av
icke bl6tlagda, bldtlagda samt blétlagda och avskalade, upptacktes att
reducerande sockerarter 6kade efter bearbetning av olika bonor (33).
Dessutom innehaller bonor mer protein dn vetemjol, 22 g/100 g respektive
109/100g (34)(35). Detta betyder att det finns fler fria aminosyror i vita
bonor &n i vetemjol, som kan ingd i Maillardreaktionen. Den 6kade méngden
reducerande sockerarter tillsammans med den hdgre proteinhalten i bonor,
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jamfort med mjol, kan forklara varfor fargen pa skorpan blev morkare vid
tillsats av mer bonmjol.

4.6 Etiska och samhalleliga aspekter

Etiska aspekter &r inte applicerbara i denna studie. Da studien baseras pa in
vitro-experiment har inga personliga eller kliniska data anvants. Studien
omfattar inte heller nagra djurforsok som kan skapa etiska diskussioner. De
samhalleliga aspekter som spelar in ar studiens syfte att framstalla ett brod
med lagt GI. Dieter med lagt GI kan minska utvecklingen av
kranskarlssjukdom, typ Il-diabetes och vissa cancerformer (2)(7), och
darmed framja folkhalsan. Det sensoriska testet som utfordes pa otranad
panel visade &ven att ett brod bakat med mjél fran vita bonor foredrogs
framfor ett vetesurdegsbrod utan tillsats av mjol fran vita bonor, och darmed
skulle ett sddant brod vara av intresse pa livsmedelsmarknaden.

4.7 Metodik

RS-analysen grundade sig i ett kommersiellt analyskit (24). Innan studien
paborjades kalibrerades pipetter for att 6ka metodens noggrannhet och
minska risken for eventuella felkallor. Da det inte forekom nagon signifikant
skillnad mellan den uppmétta RS-halten och den angivna RS-halten for
kontrollprovet i RS-analysen verkar metoden ge tillforlitliga resultat.

Tiden var en begransande faktor i denna studie. For att ge mer tillforlitliga
resultat bor aven in vivo Gl analyseras, da matsmaltningen och absorptionen
in vivo skiljer sig fran in vitro. Det skulle &ven vara av intresse att jamfora
resultaten vid bakning utan surdeg, men &ven vid tillsats av fullkorns-
spannmal, for att framstalla ett brod med lagt Gl.

5 Slutsats

Slutsatsen &r att pa grund av aktiva a-amylasinhibitorer dverskattas RS-
halten i ravaran, vilket &r en viktig insikt som studien kom fram till. Vid
brédbakning inaktiveras a-amylasinhibitorn pa grund av varmen. Studien
lyckades inte framstalla ett brod med lagt Gl-varde med anvandning av mjol
fran vita bonor. Tillsats av fullkornsspannmal eller 6kad halt bonmjol kan
eventuellt resultera i brod med Iagt GI, men for att faststalla detta kravs
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utokade studier. For livsmedel som inte hettas upp kan tillsats av mjol fran
vita bonor teoretiskt resultera i sankning av GlI.
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7 Bilagor

Bilaga 1. Formulér for smaktest infor otrdnad panel (n=8). Fargintensitet och
saftighet bedomdes utifran en skala fran 1-10 dar hogre siffra indikerar
intensivare farg och saftigare brdd. Tre stycken gillandetest dar smak, doft
och helhetsintryck utvarderades. UtGver formuléaret fick panelen rangordna
broden fran 1-4, dar 1 var det brod som foredrogs mest och 4 var det som
foredrogs minst.

Nr:

Fargintensitet:

Hur upplever du fargintensiteten?
(Pa en skala 1-10):
Saftighet:

Hur upplever du saftigheten?

(Pa en skala 1-10):

Smak:

[ Tycker mycket bra om

[J Tycker bra om

O Tycker nagot bra om

[ Tycker varken bra eller illa om
[J Tycker illa om

[ Tycker mycket illa om

Helhetsintryck:

O Tycker mycket bra om

[J Tycker bra om

[ Tycker ndgot bra om

[ Tycker varken bra eller illa om
[ Tycker illa om

O Tycker mycket illa om

Doft:

0 Tycker mycket bra om

J Tycker bra om

O Tycker nagot bra om

[ Tycker varken bra eller illa om
[J Tycker illa om

O Tycker mycket illa om
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Bilaga 2. Sammanstéllning av radata fran resistent starkelse-analys. 5h =
blétlagda i 5 timmar, 5hC = blétlagda i 5 timmar féljt av kokning, 5hM =
bl6tlagda i 5 timmar foljt av mikrovagsvarmning, 14h = blétlagda i 14
timmar, 14hC = blétlagda i 14 timmar foljt av kokning, 14hM = bl6tlagda i
14 timmar f6ljt av mikrovagsvarmning.

Resistent Resistent
stiarkelse i starkelse
befintligt ’torrvikts”-

Provvikt Extraktions- skick”-basis  Fukthalt basis

Prov (mg) volym (mL) Absorbans (9/1009) (%) (9/1009)
Referens 1 100,1 100 0,519 42,20 13 48,51
Referens 2 100,6 100 0,505 40,86 13 46,97
Raa bonor 1 99,9 100 0,369 30,07 8,03 32,69
Raa bonor 2 100,2 100 0,365 29,65 8,42 32,38
5h 1 99,4 50 0,760 31,12 4,47 32,57
5h 2 100,1 50 0,828 33,67 4,04 35,08
5hC 1 99 25 0,246 5,06 4,92 5,32
5hC 2 101 25 0,259 5,22 4,83 5,48
5hM 1 99,7 50 0,718 29,31 5,28 30,94
5hM 2 100,6 50 0,578 23,38 5,18 24,66
Vetemjol 1 100,1 10,3 0,078 0,65 13 0,75
Vetemjol 2 100,7 10,3 0,091 0,76 13,1 0,87
14h 1 100,2 41,2 0,916 30,66 5,7 32,51
14h 2 100,2 41,2 0,961 32,16 6,1 34,25
14hC 1 99,9 10,3 0,434 3,64 6,1 3,88
14hC 2 100,4 10,3 0,473 3,95 59 4,20
14hM 1 101,1 41,2 0,884 29,32 5,8 31,12
14hM 2 100,7 41,2 0,874 29,11 5,9 30,93
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Bilaga 3. Sammanstéllning av radata fran resistent starkelse-analys av brod

och deg.
Resistent
stiarkelse i Resistent
befintligt starkelse
Provvikt Extraktions- skick”-basis  Fukthalt  torrvikts”-
Prov (mg) volym (mL) Absorbans (9/1009) (%) basis (9/100g)

Brod 101,0 10,3 0,195 1,62 1,74 1,65
Kontroll 1
Brod

99,7 10,3 0,157 1,32 1,35 1,34
Kontroll 2
Brod A1l 100 10,3 0,211 1,77 0,86 1,78
Brod A 2 99,5 10,3 0,114 0,96 1,2 0,97
Brod B 1 101,5 10,3 0,237 1,96 1,67 1,99
Brod B 2 101,4 10,3 0,251 2,08 0,78 2,09
Brod C 1 100,7 10,3 0,306 2,55 1,48 2,59
Brod C 2 99,5 10,3 0,305 2,57 1,62 2,61
Deg 100,3 10,3 0,088 0,74 0,8883 0,74
Kontroll 1
Deg

100,5 10,3 0,090 0,75 0,9526 0,76
Kontroll 2
DegAl 101,3 10,3 0,171 1,42 1,0196 1,43
Deg A2 99,8 10,3 0,163 1,37 1,0714 1,38
DegB 1 100 10,3 0,348 2,92 2,4085 2,99
Deg B 2 101,4 10,3 0,364 3,01 2.4133 3,08
DegC1 99,3 10,3 0,437 3,69 4,4751 3,86
DegC2 100,6 10,3 0,487 4,06 4,6629 4,26
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Bilaga 4. Sammanstéllning av radata fran icke-resistent starkelse-analys i
vita bonor. 5h = blétlagda i 5 timmar, 5hC = blétlagda i 5 timmar foljt av
kokning, 5hM = bl6tlagda i 5 timmar f6ljt av mikrovagsvarmning, 14h =
blotlagda i 14 timmar, 14hC = bl6tlagda i 14 timmar foljt av kokning, 14hM
= blétlagda i 14 timmar foljt av mikrovagsvarmning.

Icke-resistent Icke-resistent
stiarkelse i starkelse
befintligt ”torrvikts”-
Provvikt Extraktions- skick”-basis  Fukthalt basis
Prov (mg) volym (mL) Absorbans (9/1009) (%) (9/1009)

Raa bonor 1 99,9 100 0,106 8,64 8,03 9,39
Raa bonor 2 100,2 100 0,105 8,53 8,42 9,31
5h 1 99,4 100 0,109 8,93 4,47 9,34
5h 2 100,1 100 0,103 8,38 4,04 8,73
5hC 1 99 100 - - 4,92 -
5hC 2 101 100 0,434 34,98 4,83 36,75
5hM 1 99,7 100 - - 5,28 -
5hM 2 100,6 100 0,168 13,59 5,18 14,34
Vetemjol 1 100,1 100 0,810 66,19 13 76,08
Vetemjol 2 100,7 100 0,803 64,91 13,1 74,69
14h 1 100,2 100 0,129 10,48 5,7 11,11
14h 2 100,2 100 0,134 10,89 6,1 11,59
14hC 1 99,9 100 0,434 35,36 6,1 37,66
14hC 2 100,4 100 0,463 37,54 5,9 39,89
14hM 1 101,1 100 0,145 11,67 5,8 12,39
14hM 2 100,7 100 0,144 11,64 59 12,37
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Bilaga 5. Sammanstéllning av radata fran icke-resistent starkelse-analys av

brdéd och deg.
Icke-resistent
starkelse i Icke-resistent
befintligt starkelse

Provvikt Extraktions- skick”-basis Fukthalt torrvikts”-

Prov (mg) volym (mL) Absorbans (9/1009) (%) basis (9/100g)
Brod 101,0 100 0,949 76,48 1,74 77.84

kontroll 1
Brod 99,7 100 0,737 60,17 1,35 60,99
kontroll 2

Brod A 1 100 100 0,885 72.04 0,86 79,66
Brod A 2 99,5 100 0318 26,01 1,2 26.33
Brod B 1 1015 100 0,834 66.88 1,67 68.02
Brod B 2 101.4 100 0,770 6181 078 62.30
Brod C 1 1007 100 0,679 54.89 1,48 5571
Brod C 2 99,5 100 0,664 54 32 1,62 5521
?eg kontroll 14003 100 0,845 68,58 0,8883 69,19
Eeg kontroll |4 005 100 0,954 77,27 0,9526 78,01
Deg A1 101.3 100 0,870 69,01 1,0196 70,63
Deg A 2 99.8 100 0,767 62.56 1,0714 63.24
Deg B 1 100 100 0,750 61,05 24085 62,56
Deg B 2 1014 100 0,773 62,05 24133 63.59
Deg C 1 99.3 100 0,712 58.36 44751 61.10
Deg C 2 100,6 100 0,705 5704 4.6629 5983
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Bilaga 6. Sammanstéllning av radata fran resistent starkelse-analys for
Ordinary one-way ANOVA Multiple comparisons med Tukey-jamforelse av

boénor.
Tukey's
multiple

comparisons Mean 95,00% CI of Below Adjusted

test Diff, diff, threshold? Summary P Value
Ré&a vs. 5h -1,29 -8,218 t0 5,638 No ns 0,9925
Réa vs. 5hC 27,14 20,21 to 34,06 Yes falakoiel <0,0001
Réa vs. 5hM 4,735 -2,193 to 11,66 No ns 0,2443
Raa vs. 31,73 24.80 to 38,65 Yes ok <0,0001
vetemjol
Réa vs. 14h -0,845 -7,773 to 6,083 No ns 0,9994
R&a vs. 14hC 28,5 21,57 to 35,42 Yes Fkkok <0,0001
Réa vs.
14hM 1,51 -5,418 to 8,438 No ns 0,9821
5h vs. 5hC 28,43 21,50 to 35,35 Yes fakaiaie <0,0001

-0,9028 to

5h vs. 5hM 6,025 12.95 No ns 0,0966
5h vS. 33,02 26,09 to 39,94 Yes fakaiaie <0,0001
vetemjol
5h vs. 14h 0,445 -6,483 to 7,373 No ns >0,9999
5h vs. 14hC 29,79 22,86 to 36,71 Yes falaiaie <0,0001
5hvs. 14hM 2,8 -4,128 t0 9,728 No ns 0,7412
5hC vs. 5hM -22.4 -29,33 to -15,47 Yes falakaie <0,0001
5hC vs. 459  -2.33810 11,52 NO ns 0,2699
vetemjol
5hC vs. 14h -27,98 -34,91 to -21,05 Yes daieid <0,0001
5hC vs. 14hC 1,36 -5,568 to 8,288 No ns 0,9899
5hC vs. _ _ _ *hkk
14hM 25,63 32,5510 -18,70 Yes <0,0001
ShM vs. 2609 20,06 to 33,92 Yes s <0,0001
vetemjol
5hM vs. 14h -5,58 -12,51t0 1,348 No ns 0,1337
5hM vs. .
14hC 23,76 16,83 to 30,69 Yes <0,0001
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5hM vs.
14hM

vetemjol vs.
14h

vetemjol vs.
14hC

vetemjol vs.
14hM

14h vs. 14hC
14h vs. 14hM

14hC vs.
14hM

-3,225

-32,57

-3,23

-30,22

29,34
2,355

-26,99

-10,15to 3,703

-39,50 to -25,64

-10,16 to 3,698

-37,14 to -23,29

22,4110 36,27
-4,573 10 9,283

-33,91 to -20,06

No

Yes

No

Yes

Yes
No

Yes

ns

*kkk

ns

*kkk

*khkk

ns

*hkk

0,6144

<0,0001

0,6129

<0,0001

<0,0001
0,8586

<0,0001
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Bilaga 7. Sammanstéllning av radata fran resistent starkelse-analys for
Ordinary one-way ANOVA Multiple comparisons med Tukey-jamforelse av

brdd och deg.
Tukey's
multiple
comparisons Mean 95,00% CI of Below Adjusted
test Diff, diff, threshold? Summary P Value
Kontroll brod -0,8359 to
vs. Brod A 0,12 1,076 No ns 0,9993
Kontroll brod -1,501 to
vs. Brod B 0,545 0,4109 No ns 0,4099
Kontroll bréd -2,061 to - *
vs. Brod C Lot 0,1491 (ES b2
Kontroll brod
vs. Kontroll 0,745 01217%2 0 NO ns 0,1524
deg ’
Kontroll brod -0,8659 to
vs. Deg A 0,09 1,046 No ns 0,9999
Kontroll brod -2,496 to - o
vs. Deg B -1,54 0,5841 Yes 0,003
\*fsorgg‘;' 'Cbmd 2565 -3521t0-1,609  Yes ek <0,0001
Brod A vs. -1,621 to
Bréd B -0,665 0.2909 No ns 0,2303
Brod A vs. -2,181 to -
Brod C -1,225 0,2691 Yes R 0,0128
Brod A vs. -0,3309 to
Kontroll deg 0,625 1,581 No ns 0,2812
Brod A vs. -0,9859 to
Deg A -0,03 0,9259 No ns >0,9999
Brod A vs. -2,616 to - o
Deg B -1,66 0.7041 Yes 0,0018
g;‘;dCA vs. 2685  -3,641t0-1,729 Yes ek <0,0001
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Brod B vs.
Brod C

Brod B vs.
Kontroll deg

Brod B vs.
Deg A

Brod B vs.
Deg B

Brod B vs.
Deg C

Brdod C vs.
Kontroll deg
Brod C vs.
Deg A

Brod C vs.
Deg B

Brod C vs.
Deg C
Kontroll deg
vs. Deg A

Kontroll deg
vs. Deg B

Kontroll deg
vs. Deg C

Deg A vs.
Deg B
Deg A vs.
Deg C

Deg B vs.
Deg C

-0,56

1,29

0,635

-0,995

-2,02

1,85

1,195

-0,435

-1,46

-0,655

-2,285

-3,31

-1,63

-2,655

-1,025

-1,516 to
0,3959

0,3341 to 2,246

-0,3209 to
1,591

-1,951 to -
0,03913

-2,976 to -1,064

0,8941 to 2,806

0,23911t0 2,151

-1,391 to
0,5209

-2,416 to -
0,5041

-1,611 to
0,3009

-3,241 10 -1,329

-4,266 to -2,354

-2,586 to -
0,6741

-3,611 to -1,699

-1,981 to -
0,06913

Yes

No

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

No

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

ns

**

ns

**k*

**k*

ns

**

ns

**k*

*kkk

**

*kkk
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0,383

0,0094

0,2677

0,0408

0,0005

0,0009

0,0148

0,6362

0,0043

0,2422

0,0002

<0,0001

0,0021

<0,0001

0,0349
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Bilaga 8. One sample t-test for RS-kontrollprov.

O o0 N o g AW N

-
o

12
13
14
1L
16

One sample t and Wilcoxon test

Theoretical mean
Actual mean

Number of values

One sample t test
t, df
P value (two tailed)
P value summary

Significant (alpha=0.05)?

How big is the discrepancy?
Discrepancy
SD of discrepancy
SEM of discrepancy
95% confidence interval

R squared (partial eta squared)

A
Referens matt
Y
44.00
47.74

2

t=4.857, df=1
0.1293
ns

No

3.740

1.089

0.7700

-6.044 to 13.52
0.9593

36(43)



’f' Linneuniversitetet

( ]
T Kalmar Viixjo

Bilaga 9. Vanster; bonor blétlagda i 14 timmar plus mikrovagsvarma och
sedan torkade vid 70 °C i 23 timmar i ugn (VWR, INCU-Line 112 Prime).
Hoger; bonor blétlagda i 5 timmar plus mikrovagsvarma och sedan torkade
vid 70 °C i 48 timmar i ugn (VWR, INCU-Line 112 Prime).
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Bilaga 10. Under bakningsprocesser. Bild uppe till vanster: degen jéser i kyl
under 14 timmar. Bild uppe till héger: deg formas till limpa. Bild nere till
vanster: brod bakas av i koksugn. Bild nere till hoger: samtliga brod
avbakade, uppifran och ner; kontroll, bréd A, brod B och brod C.
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Bilaga 11. Sammanstéllning av radata for in vitro Gl-analys for duplikat av
referensprov (vitt bréd) vid tid 0, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240 och 360

minuter.
Absorbance values for 100 micro of D-glucose standard [Absorbance values for 100 mic: of D: standard
ep. ep. ep. ep. S ep. lep. ep. ep. 4 Aver: s
1,136 1,152 113 i 0
87,7192982 Factor (=100 (micrograms of D-gl ), for 100 of D-glucose]
09 162/180 =factor to convert from free D-glucose, as determined, to anhydro-D-glucose as occurs in starch.
Final equation (C13*C8*C9*1000(to convert from mg to g sample)*100 (to convert to 100gm sample))/(D13*1000 (to convert from ug to mg)
E-npl Extraction |Time Absorbanc | Factor to Sample Final | collect |volume | hy Y y ysed | Dgreeof | Released
elD |date e convertD- | weight(g) |digestio| ed ofadd | dstrach | Content% strach starch glucose
e : wisog wisoy st
occursin volume | (mL) (mL) DMm) s 70%)
starch (mL)
Referens({9/5-22 0 0,0930 0,9000 0,2523 6,25 0,1
re 2 A 2 3 01
Referens(9/5-22 15 0,2190 0,9000 0,2523 6,25 0,1
Refere: . [ 15] 2 E 2 ) 0.1
re 2 30 0,3310 A 2 6,25 0,1
Refere - 30 0,3050] ; 0,2506 6,25 0,1
STD 1,06 ) 118
v 3,22 100,12 3,27
Referens(9/5-22 60 0,3680 0,9000 0,2523 6,25 0,1 5 5,00 50,90
Refere: 2 B E , 6,25 01 5 [X 46,65
Average 0,00
STD 0,00
v
Referens(9/5-22 90 0,3980 0,9000 0,2523 6,25 0,1
re - 90 A ) 2 2 01
Referens{9/5-22 120 0,4860 0,9000 0,2523 6,25 0,1
L X ) B s 2 01
Referens({9/5-22 180 0,5040 0,9000 0,2523 6,25 0,1 5
re R 180|  0,3460] ! 2 3 0,1 5 [X 62,10
Average 0,00
0,00
v , ! A
) 2,58 , 2,87
o 5,24 100,33 5,24
rel " X A , A 0,1 5 [X 69,07
Average 0,00
STD 0,00
Average| A X g
| | So] 0, X 0,
v 0,77 , a
re - A A , 3 0,1 5 (X 76,73
Average 0,00
0,00
Average| A i !
I | S| 0, p ;)
1 (S| 1 A X
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Bilaga 12. Sammanstéllning av radata for in vitro Gl-analys for duplikat av
kontrollbrdd vid tid 0, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240 och 360 minuter med
avvikande varde vid 240 minuter.

[Absorbance values for 100 micrograms of D-glucose standard
ep. lep. lep. ep. verage
|L1a5 1,101 1116 1,1206667
89,2326 Factor [=100 {mi of D-glucose) bance for 100 of D-glucose]
03 162/180 = factor to convert from free D-glucose, as determined, to anhydro-D-glucose as occurs in starch.
Final equation (C13*CB*C9*1000(to convert from mg to g sample}*100 (to convert to 100gm sample))/{D13*1000 (to convert from pg to mg)
Sample ID | Extractio |Time Absorbance | Factorto | Sample Final collected | volume |hydrolyse | Moisture [hydrolyse| Dgreeof |Released
ndate convert D{weight (g}| digestion volume ofadd | dstrach | Content | dstrach starch glucase
glucose volume (mL) | (mL) Ethanol | (g/100g) % (g/100g, "'d"’":’
asoccurs (mi) DM) t':;';:"m:
instarch is 60%)
Kontrollbrad 1 [5/5-22 0 0,1110| 0,9000| 0,2504 6,25 0,1 5| 11,13 1,74 11,32 12,58
Kontrollbrad 2 5/5-22 0 0,1T10[_0,9000]  0,2501 6,15 0,1 5 1.1 1,35 11,29] A
Average 11, 17,56
ST 0,02 0,02
[ 0,14 0,14
115/5-22 15 0,2610| 0,9000] 0,7504 6,25 0,1 5 76,16 1,74 76,62] [ 29,58]
Kontrollbrad 2 15/5-22 15[ 0,2550| 0,9000] 10,2501 5,15 0,1 = 3 1,35 2594 —_ 28,87
Average 26,28 29,20
STD 0,34 0,38
oV 1,30 1,30
[Kontrolibrad 1 [5/5-22 30 0,310 0,9000] 0,2504 6,25 0,1 5 3137 1,74 32,03 35,59
Kontrollbrad 2 5/5-22 30 0,2870|_0,9000] 0,2501 5,25 0,1 5 1,35 29,19 3238
Average 30,61 34,01
STD 1,42 1,57
[ 4,63 4,63
Kontrolibrad 1 J5/5-22 60 0,4480] _0,9000] _0,2504 5,15 0,1 5] 44,50 T,74] 45,70] q’_‘g‘l
Kontrollbréd 2 F5/5-22 60 0,4270| 0,9000] 10,2501 6,25 0,1 K L) 1,35 43,43 ),
Average 14,57 49,57
STD 13 1,76
cv pAL) 2,52
Kontrollbréd 1 [5/5-22 90 0,5300| 0,9000| 0,2504 6,25 0,1 5 53,12 1,74 54,06 60,07
Kontrollbréd 2 F5/5-22 90 0,4170| 0,9000] 10,2501 6,25 0,1 o 1,35 42,42 47,13
Average 48,74 53,60
ST 5,82 6,47
W 17,07 17,07
Kontrollbréd 1 F5/5-22 120 0,5450( 0,9000] 0,2504 6,25 0,1 5 54,62 1,78 55,59] 61,77
z I5/5-22 120 0,4280|  0,9000] 0,2501 6,25 0,1 5 i 1,35 43,54 b
Average 49,56 55,07
ST 6,03 6,70
o 12,16 17,16
1157522 180 0,6240| _0,5000] 0,2504 5,25 0,1 5| 62,54 1,74 63,65 70,72
Kontrollbrad 2 [5/5-22 180] 0,5820| 0,9000] 10,2501 5,25 0,1 5 1,35 59,20 h
Average 61,47 )
STD 2,77 2,47
cv 3,62 3,62
.78
Kontrollbrad 1 /5/5-22 240 0,6130| _0,5000] 0,2504 5,25 0,1 5| 6L4% 1,35 62,28 ,
Kontrollbréd 2 F5/5-22 240 0,4000| 0,9000] 10,2501 6,25 0,1 5 , ), X
Average 51,71 56,30
STD 11,07 17,30
[ 71,62 71,62
Kontrollbréd 1 [5/5-22 360 0,5940| 0,9000| 0,2504 6,25 0,1 s| 59,53 1,74| 60,59 s7,32|
Kontrollbréd 2 5/5-22 360 0,6150| 0,5000] 0,2501 6,25 0.1 5 62,11 1,35 62,96 B
Average 61,78 68,64
STD 1,19 1,32
[ 1,92 1,92
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Bilaga 13. Sammanstéllning av radata for in vitro Gl-analys for duplikat av
kontrollbrdd vid tid 0, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240 och 360 minuter utan
avvikande varde vid 240 minuter.

[Absorbance values for 100 mic

of D-glucose standard

ep. lep. B ep. verage
|L1a5 1,101 1116 1,1206667
89,2326 Factor [=100 {mi of D-glucose) bance for 100 of D-glucose]
03 162/180 = factor to convert from free D-glucose, as determined, to anhydro-D-glucose as occurs in starch.
Final equation (C13*CB*C9*1000(to convert from mg to g sample) *100 (to convert to 100gm sample))/[D13*1000 (to convert from pg to mg)
Sample ID | Extractio |Time Absorbance | Factorto | Sample Final collected | volume |hydrolyse | Moisture [hydrolyse| Dgreeof |Released
ndate convert D{weight (g}| digestion volume ofadd | dstrach | Content | dstrach starch glucase
glucose volume (mL) (mL) Ethanol | (g/100g) % (g/100 g, ""’"’":’
asoccurs (mi) DM) t':;';:"m:
instarch is 60%)
Kontrollbrad 1 [5/5-22 0 0,1110| 0,9000| 0,2504 6,25 0,1 5| 11,13 1,74 11,32 12,58
Kontrollbrad 2 5/5-22 0 0,1T10[_0,9000]  0,2501 6,15 0,1 5 1.1 1,35 11,29] A
Average 11, 17,56
ST 0,02 0,02
[ 0,14 0,14
115/5-22 15 0,2610| 0,9000] 0,7504 6,25 0,1 5 76,16 1,74 76,62] [ 29,58]
Kontrollbrad 2 15/5-22 15[ 0,2550| 0,9000] 10,2501 5,15 0,1 = 3 1,35 2594 —_ 28,87
Average 26,28 29,20
STD 0,34 0,38
oV 1,30 1,30
Kontrollbrad 1 [5/5-22 30 0,310 0,9000] 0,2504 6,25 0,1 5 3137 1,74 32,03 35,59
Kontrollbrad 2 5/5-22 30 0,2870|_0,9000] 0,2501 5,25 0,1 5 1,35 29,19 3238
Average 30,61 34,01
STD 1,42 1,57
[ 4,63 4,63
Kontrolibrad 1 J5/5-22 60 0,4480] _0,9000] _0,2504 5,15 0,1 5] 44,50 T,74] 45,70] q’_‘g‘l
Kontrollbréd 2 F5/5-22 60 0,4270| 0,9000] 10,2501 6,25 0,1 K L) 1,35 43,43 ),
Average 14,57 49,57
STD 13 1,76
cv pAL) 2,52
Kontrollbréd 1 [5/5-22 90 0,5300| 0,9000| 0,2504 6,25 0,1 5 53,12 1,74 54,06 60,07
Kontrollbréd 2 F5/5-22 90 0,4170| 0,9000] 10,2501 6,25 0,1 o 1,35 42,42 47,13
Average 48,74 53,60
ST 5,82 6,47
W 17,07 17,07
Kontrollorod 1 [5/5-22 170 0,5450|  0,9000] 0,2504 6,25 0,1 5 By .72 i 61,77
Kontrollbrod 2 [5/5-22 120 0,4280| 0,9000| 0,2501 6,25 0,1 5 42, 1,35 B -
Average 49,56 55,07
SO 5,03 6,70
o™ 17,16 17,16
Kontrollbrod 1 [5/5-22 180 0,6740| 0,9000| 0,2504 5,75 0.1 S| 62,54 1,72 63,65 70,72
Kontrollbrod 2 [5/5-22 180  0,5820| O, | 0,2501 6,25 0,1 5 58,40 1,35 59,20| ,
Average 61,47 .
STD 2,27 2,47
o 3,62 3,62
1,78
Kontrolbrod 1 [5/5-22 730 0,6130| 0,9000| 0,2504 5,15 0,1 5| 6L4% 1,35| 62,28 69,20
Kontrollbrod 2 [5/5-22 240 0,6130| 0,9000( 0,2504 6,25 0,1 5 " 61,44 68,27
Average 6l, B
SO 0,47 0,47
o™ 0,68 0,58]
Kontrolloréd 1 [5/5-22 360 0,5940| 0,9000| 0,2504 6,25 0,1 b 59,53 1,74 60,59 67,32
Kontrollbréd 2 - 360 0,6190( 0,9000| 0,2501 6,25 0,1 5 652,11 1,35 52,96 B
TAverage 61,78 68,64]
STD 1,19 1,37
[ 1,92 1,92
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Bilaga 14. Sammanstéllning av radata for in vitro Gl-analys for duplikat av
bréd A vid tid 0, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240 och 360 minuter.

Absorbance values for 100 micro; of D-glucose standard
g ep. Verage

1,116 06667
89,2326 Factor [=100 (mi of D-glucose) for 100 mi of D-glucose]
0,9 162/180 = factor to convert from free D-glucose, as determined, to anhydro-D-glucose as occurs in starch.
Final equation (€13*C8*C9*1000(to convert from mg to g sample)*100 (to convert to 100gm sample))/(D13*1000 (to convert from ug to mg)
Sample |Extractio |Time Absorban | Factorto | Sample Final |collected | volume |hydrolyse |Moisture |hydrolyse| Dgreeof |Released
D ndate ce |convert D{weight (g)| digestion | volume | ofadd | dstrach | Content | dstrach | starch | glucose
glucose volume (mL) Ethanol | (g/100g) % (g/100g, hydrolysis
(assuming
asoccurs (mL) (mL) OM) | sorastrach
instarch is 60%)
Brod Al /5-22 0| 0,1120| 0,9000| 0,2494 6,25 0,1 5 11,27 0,86
[Brod A2 22 0[__0,T100 0,9000| 0,2511 6,25 0,1 5 10,99 ’ 1T
Average R
SO
o™
Brod A1 -22 15[ 0,2510( 0,9000| 0,249 6,25 0,1 5| 0,86] 28,3’
Bréd A2 /5-22 15| 0,2340| B 0,2511 6,25 0,1 9 1,20 - )
Average 27,30
STD 1,00
o 3
% 30 A | 0,5000( 0,2494 6,25 0,1 5| 0,867
% 3010, —0,9000( 0,251T 6,25 0,1 5[ 701
Average 4 s
SO 2,59 2,87
CcV 8,31 8,31
Brod A1 B 60 g,;;gg % 0,2498 6,25 0,1 5 0,86
Bréd A2 = 60 B ,9000] 0,2511 6,25 0,1 S »
Average i
STD
[
BrsdA1l  5/5-22 90| 0,4570| 0,9000| 0,2494 6,25 0,1 5| 45,99 0,86
BrodA2 2 90| 0, |_0,9000 0,511 6,25 0,1 5 3 ; 0,8
Average ) 4!
STD 0,43 0,4
o 0,94 0,
Brod A1 - 120 0,5380| 0,9000| 0,2492 6,25 0,1 5| 54,14 B 4,61
Bréd A2 " 120 0,4190| 0,8000| 0,2511 6,25 0,1 5 E i B 42,39
Average 48,50 53,89
STD 6,11 6,7
o 12,60 17,
Brod Al 22 180| 0,5780| 0,9000| 0,2494 6,25 0,1 5 , 0,86] X i
BrodA2  [5/5-22 180[ 0,5660| 0,9000( 0,2511 6,25 0,1 B , |
1 Average B 5
I B0 0,71 0,7
cv 1,22 1,22
Brod Al /5-22 240] 0,5940] 0,9000] 0,2494 6,25 0,1 5 7 K
Brod A2 & 240 0,5820| 0,9000| 0,2511 6,25 0,1 S 58,17 1,20
Average » )
SO 0,71 0,7
v 1,19 1,1
Brod Al /5-22 360| 0,6050 0,9000| 0,2494 6,25 0,1 5 60,88 0,86] 68,23
Brod A2 /5-22 360 0,6280| 0,9000| 0,2511 6,25 0,1 5| 62, 3
Average 62, E
STD 1,06] I,T
<% 1,70| 1,70|
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Bilaga 15. Sammanstéllning av radata for in vitro Gl-analys for duplikat av
broéd B vid tid 0, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240 och 360 minuter.

Absorbance values for 100 micro, of D-glucose standard
] p. ep. Werage
1,00 0,92 1,047 0,9916667
100,84034 Factor =100 (micrograms of D-glucose), bance for 100 mi of D-glucose]
039 162/180 = factor to convert from free D-glucose, as determined, to anhydro-D-glucose as occurs in starch.
Final equation (C13*C8*C9*1000(to convert from mg to g sample)*100 (to convert to 100gm sample)}/(D13*1000 (to convert from pg to mg)
Sample |Extractio |Time Absorban | Factorto | Sample Final |collected | volume |hydrolyse|Maoisture |hydrolyse| Dgreeof |Released
D ndate ce  |convert D{weight (g)|digestion| volume | ofadd | dstrach | Content | dstrach [ starch | glucose
glucose volume (mL) Ethanol | (g/100g) % (g/100g, :':’“ﬂ"":":
u
as occurs (mL) (mL) DM) | o sal strach
in starch Is 73%)
Bréd B1 /5-22 0 0,0980| 0,9000| 0,2499 6,25 0,1 5 11,12 1,67 11,31 20,62 12,57
BrédB2  [6/5-22 0| 10,0940 0,9000| 0,2509 6,25 0,1 5 10, 0,78 P 19,70 7
Average 171,01 20,16 17,73
STD 0,30 0,46 0,33
o 2,73 2,78 2,73
Brod B 1 75-22 15| 0,2680] 0,5000| 0,2499 6,25 0,1 5 K T87 B 56,40 34,37
Brod B2 FIS-ZZ 15 0,2610] 0,9000| 0,2509 6,25 0,1 K 79,50 0,78 29,73 54,71 i
Average 30,33 55,55 33,70
STD 0,60 A 0,67
T o 1,97 157 1,97
[
Brod B1 75-22 30 0,2910] 0,5000 0,2459 6,25 0,1 5 331 167 33, 61,24 37,32
Bréd B2 /5-22 30 03170 0,5000] 0,2509 6,25 0,1 5 35,83 0,78 36,17 66,44 ,
| Average 34,85 53,84 A
| ST 1,76 2,60 14
[ 3,63 4,08] !
Brod B1 /5-22 60[ 0,3770] 0,9000] 0,2499 6,25 0,1 5 42,79 1,67 43,51 79,34 g
Bréd B2 . | 60| 0,3930| 0,9000| 0,2509 6,25 0,1 S| 44,42 0,78 44,77 82,37 T
Average 44,14 80,85 49,03_'
STD 0,63 1,52 0,7
o™ 1,43 1,88 1,43
BradB1  |6/5-22 90| o0,5150] 0,9000] 0,2499 6,25 0,1 5| 58,45 1,67| 59,44 10838 66,04
[BrsdB2 _ [6/5-22 | 90| 0,4840] 0,8000| 0,2509 6,25 0,1 ki 54,71 0,78 55, 14| 10145 61,27
Average 57,29 104,91 A
STD 2,15 3,46 2,39
o 3,75 3,30 3,75
BrodB 1 /5-22 120| 0,5420| 0,9000] 00,2499 6,25 0,1 5 61,51 1,67 62, 114,06 I}
BrédB2Z fo-22 120( 60,5070 0,9000] 0,2500 6,25 0,1 5 57,31 0,78 57,76 106,27 3
Average 60,16 110,16 66,84
STD 2,40 3,90 2,66
™ 3,99 3,54 3,99
BrodB 1 J5-22 180 I [ 0,9000| 00,2499 6,25 0,1 5 i 1,67 3 122,06 ,
BrédB2 /5-22 180 0,6330| 0,9000] 0,2500 6,25 0,1 5 71,55 0,78 72,17 132,68 ,
Average 69,53 127,37 77,15
STD 2,50 53T 2,87
(s% 3,72 4,17 3,72
BrédB 1 Fo-22 240| 0,5160| 0,9000] 0©0,2499 6,25 0,1 5 58,56 1,67 . 108,59 %,g;
Bréd B2 /5-22 Z40| 0,6000| 0,9000 0,2509 6,25 0,1 5 67,82 0,78 A 125,76 ,
Average 63,06 117,17 71,06,
STD 4,40 8,59 4,89]
v 6,88 7,33 6,88
Brod B 1 /5-22 360| 05170 0,9000| 0,2499 6,25 0,1 5 58,67 1,67 59,67 108,80 66,30
Brod B 2 522 360| 0,6010| 0,9000 0,2509 6,25 0,1 5 67, 0,78 E 125,97 1
Average 64,07 117,38 71,15
STD 4,40 8,59 4,89
v 6,87 7,31 6,87
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Bilaga 16. Sammanstéllning av radata for in vitro Gl-analys for duplikat av
bréd C vid tid 0, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240 och 360 minuter.
|A.hme:\.a;:erduneei:r21§ e nf“‘e%“.‘;“;:r‘a%ﬂﬁg

1,008 0,92 1,047 0,9916667 I
100,84034 Factor [=100 (micrograms of D-glucose]/Absorbance for 100 micrograms of D-glucose]
09 162/180 = factor to convert from free D-glucose, as determined, to anhydro-D-glucose as occurs in starch.
Final equation {C13*C8*C9*1000(to convert from mg to g sample)*100 (to convert to 100gm sample))/{D13*1000 (to convert from pg to mg)
Sample |Extractio |Time Absorban | Factorto | Sample Final |collected | volume hydrolyse | Moisture |hydrolyse| Dgreeof |Released
] n date ce convert D{weight (g)| digestion | volume | ofadd | dstrach | Content | dstrach starch glucose
glucose volume (mL) Ethanol | (g/100¢g) % (g/100g, hydrolysis
L) (mL) DM) (assuming
asoccurs (m total strach
in starch s 73%)
Brod C1 /5-22 0 0,0980| 0,9000| 0,2503 6,25 0,1 5 11,10 1,48 11,27 20,59 12,52
Brod C2 /5-22 0 0,1T00| 0,9000] 00,2506 5,25 0,1 5 12, 162 12, 23,08 14,06
Average 11,96 71,84 13,79
STD 0,69 1,75 0,77
v 5,78 5,71 5,78
BrédC1 J5-22 15| 0,2620| 0,9000| 0,2503 5,25 0,1 5 29,69 T,28] A 55,05
Bréd C2 /5-22 15| 0,2410| 0,9000| 0,2506 6,25 0,1 5 27,27 1,62 27,72 50,57
Average 28,93 52,81 32,14
STD 1,20 2,24 1,34
v 4,16 4,23 4,16
Bréd C1 75-22 30| 0,2950| 0,9000( 0©,2503 E,25 0,1 5 % 1,48 , 61,98 37,70,
Brod C 2 /5-22 30| 0,2430| 0,9000] 0,2506 6,25 0,1 5 el 1,62 27, 50,99 31,06
Average 30, B 34,38
STD 2,595 5,45 3,37
[ 8,65 9,72 5,65
Bréd C1 7522 601 0; [ 0,9000]  0,2503 6,25 0T 5 45,55 1,48] 2 84,46 51,37
Brod C 2 /5~ 60| 0, | 0,9000| 0,2506 6,25 0,1 5 L 1,62 3 83,10 X
Average 45,89 83,78 50,99
STD 0,34 0,68 0,38
=1 0,74 0,81 0,74
Brd C 1 /5-22 90| 0,4260| 0,9000| 0,2503 6,25 0,1 5 48,27 1,48 48,99 89,50 54,44
BrédC2  [6/5-22 90| 0,4250| 0,000 0,2506 5,25 0,1 5 3 1,62 3 89,19 i
Average 48,94 89,35 54,38
STD 0,05 0,16 0,06
24 0,11 0,18 0,11
BrodCc1  [6/522 T20] 0,4550] 0,9000] 0,2503 6,25 0,1 5 7 1,48 33| 95,60 7
BrédC2  [6/5-22 120 0,4330( 0,9000( 0,2506 6,25 0,1 5 I 7 90,87 %
Average 51,07 93,23 56,75
STD 1,26 2,37 1,40
CcV 2,47 2,54 2,47
BrodC1  [6/5-22 180 B JA I~ 0,2503 6,25 0,1 5 X 7 110,52
BrodC2  [6/5-22 180 3 , | 0,2506 6,25 0,1 5 1,62 122,97 ;
Average 63,95| 116,74 71,
STD 3,46 6,23 3,84
v 5,41 5,34 5,41
Bréd € 1 /5-22 240 0,5160 A I~ 0,2503 6,25 0,1 5 1,48 B 108,41 7
Brodc2  [6/522 240 0,5710| 0,9000| 0,2506 6,25 0,1 5 q 1,62 5 119,83 ]
Average 52{52 114,12 E
STD 3,17 5,71 3,52
vV 5,07 5,00 5,07
BrodC1  (6/5-22 360 0,5410| 0,9000| 0,2503 6,25 0,1 5| 61,30 1,48 62,22 113,67 69,13
[Brédc2 /5-22 360 0,5340| 0,9000| 0,2506 6,25 0,1 5 Z 43 112,06 8,
Average 61,83 112,86] 5
STD 0,40 0,80 0,44
[a7 0,64 0,71 0,64
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Bilaga 17. Sammanstallning av radata fran in vitro Gl-analys for Ordinary

one-way ANOVA Multiple comparisons med Tukey-jamférelse av brod.

Tukey's
multiple 95,00%
comparisons  Mean Cl of Adjusted P
test Diff, diff, Below threshold? Summary Value
Kontrollbrod -4 522 to
vs. Brod A 1,675 7.872 No ns 0,1945
Kontrollbréd -32,77 to
vs. Bréd B -7,005 18.76 No ns 0,1934
Kontrollbrod -4,586 to
vs. Bréd C 1,720 8,026 No ns 0,1928
Brod A vs. -40,64 to
Bréd B -8,680 2328 No ns 0,1936
) -0,06372
g?gg é"s' 0,04500  to No ns 0,1282
0,1537
Brod B vs. -23,35to
Brod C 8,725 40,80 No ns 0,1933
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Bilaga 18. Flodesschema for den officiella metoden (AOAC 2002.02/AACC
32-40.01/ Codex Type I1), genom anvéandning av ett kommersiellt kit
(Megazyme Resistant Starch Assay Kit).

Stirkelse

Pankreatin | 3 20 min (RDS)
a-amylas | 20 - 120 min (SDS)

Amyloglukosidas 0 > 240 min (TDS) + RS —1

D-Glukos Resistent stiirkelse
1 1,7M
Glukosoxidas H,0+0, NaOH/neutralisera
2) AMG
H,0, +D-Glukonat D-Glukos
. p-hydroxibensoesyra, )
Eefoxiiag 4-aminoantipyrin Glukosoxidas H0+0;
H,0 + H,0, + D-Glukonat
Peroxidas g-hy(?roxibe.:nso_esyra,
-aminoantipyrin
H,0 +
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