OLLERABA VAARINDAMINE TAHKEFAASILISEL

FERMENTATSIOONIL

Magistrit6o

Tallinn
2022

Ulidpilane: Linda Aasma
Juhendaja: Toomas Paalme
Kaasjuhendaja: Tiina Randla
Oppekava: KATM 02/18 —

Toidutehnoloogia ja -arendus



Autorideklaratsioon

Kinnitan, et olen koostanud antud I6put66 iseseisvalt ning seda ei ole kellegi teise poolt varem
kaitsmisele esitatud. Koik t66 koostamisel kasutatud teiste autorite t66d, olulised seisukohad,
kirjandusallikatest ja mujalt parinevad andmed on t606s viidatud.

Autor: Linda Aasma

[allkiri ja kuupdev]

T606 vastab magistritdole esitatavatele nduetele.
Juhendajad:
Toomas Paalme

[allkiri ja kuupédev]

Tiina Randla

[allkiri ja kuupdev]

T66 on lubatud kaitsmisele.
Kaitsmiskomisjoni esimees: Toomas Paalme

[allkiri ja kuupdev]



ANNOTATSIOON

Olleraba on lammastiku- ja kiudainerikas &lletddstuse kaassaadus, millel on tinu oma suurele
kattesaadavusele ja odavale hinnale suur potentsiaal biotehnoloogias ja toidutédstuses. Olleraba
kasutamine toidus on aga raskendatud tanu selle jaigale tekstuurile, mida pdhjustab ligniini,
tselluloosi ja hemitselluloosi kolmikstruktuur. Antud t66s kasutati erinevaid Basidiomycota
sugukonda hulka kuuluvaid kandseeni Olleraba tahkefaasiliseks fermenteerimiseks. Labi selle
protsessi vaheneb &lleraba ligniini sialdus ning suureneb valkude sisaldus, andes G&llerabale
lisavaartust.

Too6 Ulesandeks oli uurida seente kasvu dllerabal. Seente kasvu analtsiti |abi mitseeli diameetri
kasvu jalgimise ning Olleraba, kui substraadi, koostise muutuse jalgimise. Substraadi muutuse
tuvastamiseks moddeti ligniini sisaldust gravimeetriliselt; gliikoosi, arabinoosi ja ksiiloosi sisaldust
vedelik-kromatograafiaga ja tldlammastiku ning valkude sisaldust CHNS analiisaatoriga.

Toos on tehtud kirjanduse Ulevaade, kus tuuakse vilja t60sse puutuv informatsioon olleraba
formuleerimisest |abi 6lle tootmise, Glleraba koostisest, tootlemise ja vadrindamise vdimalustest.
Samuti on toodud i(levaade seente kultiveerimisest ja seentega Olleraba tahkefaasilisest
fermentatsioonist ning saadustest. Eksperimentaalne osa koosneb materjalidest ja kasutatud
mikroorganismidest ning t60s kasutatud meetoditest. Tulemustes on valja toodud seente kasv
Ollerabal 2 nadala jooksul, suhkrute sisalduse muutumine, ligniini tarbimine ning valgusisalduse
suurenemine protsessis. Lisaks on toodud dlleraba ja fermenteeritud &lleraba lisandiga kiipsetatud
saiade tekstuuriparameetrid, kolorimeetria tulemused ja sensoorse analiisi tulemused.

Substraadi muutuse jalgimisel taheldati, et seenemiitseeli kasvuga tOusis Olleraba
monosahhariidide ja valkude sisaldus margatavalt ja ligniini sisaldus langes. Leiti, et koige
efektiivsemad ligniini lagundajad olid siitake (Lentinula edodes), lakkvaabik (Ganoderma lucidum)
ja laikvaabik (Ganoderma resinaceum). Samade seente poolt fermenteeritud &lleraba proovides
leiti ka suurim valgu juurdekasv. Olleraba ja fermenteeritud dlleraba lisati osaliselt (10%) nisujahu
asendamiseks saia retsepti ning hinnati saadud toodete tekstuuriomadusi, varvust ja sensoorseid
omadusi. Katsest selgus, et fermenteeritud Olleraba kasutamine saias toob tootes kaasa
ebasoovitud sensoorseid omadusi.

T606 on esitatud 45 lehekiiljest, 10 joonisest, 9 tabelist ja 1 lisast.



ABSTRACT

Title: Valorization of brewer’s spent grain through solid- state fermentation

Brewer’s spent grain is nitrogen and fiber-rich by-product of the beer industry. Due to its high
availability and low cost, it has great potential for use in the biotechnology and food industry.
However, the use of brewer’s spent grain in food is hampered by its rigid texture, which is caused
by the triple structure of lignin, cellulose, and hemicellulose. Different species of Basidiomycota
fungi phylum were used in this work for solid-state fermentation of the brewer’s spent grain.
Through solid-state fermentation, the lignin and polysaccharide content of the brewer’s spent grain
decreases, and the protein content increases, giving added value to brewer’s spent grain.

The aim of the work was to study the growth of fungi in the brewer’s spent grain. Fungal growth
was analyzed by monitoring the increase in mycelium diameter and the change in composition of
the brewer’s spent grain as a substrate. The lignin content was measured quantitatively; glucose,
arabinose, and xylose by liquid chromatography and total nitrogen and protein content by CHNS
analyzer. Brewer’s spent grain and the fermented brewer’s spent grain were partially (10%) added
to the bread recipe to replace the wheat flour. and the texture, color, and sensory properties of the
resulting products were evaluated.

A review of relevant literature is provided in the work, which provides information on the
formulation of brewer’s spent grain through the production of beer, the composition of brewer’s
spent grain, the possibilities of processing and valorizing it, and the cultivation of mushrooms and
solid-state fermentation and products. The experimental part consists of the materials and
microorganisms used in the work and methods used to carry out the experiments. The results show
the growth of fungi on brewer’s spent grain over 2 weeks, the concentration of sugars, consumption
of lignin by the fungi, and the increase in protein content of the spent grain. In addition, the texture
parameters of the baked breads, the results of colorimetry and the results of sensory analysis are
presented.

Monitoring the change in the substrate showed that with the growth of the fungal mycelium, the
content of monosaccharides in the brewer’s spent grain increased significantly and the lignin
content decreased. The most effective lignin degraders were found to be Lentinula edodes,
Ganoderma lucidum and Ganoderma resinaceum. The highest protein growth was found in the
samples of the brewer’s spent grain fermented by the same fungi. The texture, color, and sensory
properties of the baked enriched breads were evaluated. The experiment showed that the use of
fermented brewer’s spent grain in the pastry results in undesirable properties in the product.

The work consists of 45 pages, 9 tables, 10 illustrations, and 1 appendix.



LUHENDID

URO- Uhinenud Rahvaste Organisatsioon

FAO- (Food and Agriculture Organization of the United Nations)- URO toidu ja pdllumajanduse
organisatsioon

SD- (standard deviation)- standardhélve

MEA- (malt extract agar)- linnaseekstrakti agar

PDA- (potato dextrose agar)- kartuli dekstroosagar

MEP- (malt extract powder)- linnaseekstrakti pulber

N- [ammastik

TPA- tekstuuri profiili anallils

AIR- (alcohol insoluble residue)- alkoholis lahustumatu jaak

HPLC- (High-performance liquid chromatography)- kérg-efektiivne vedelikkromatograafia
Rpm- (revolutions per minute)- p66ret minutis

GF/C filter- (Glass microfiber filters)- klaas-mikrokiust filter
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SISSEJUHATUS

Toidutdostuse kaassaadused on oma kasvava tootmismahu ja nende kdrvaldamisega kaasneva
olulise keskkonnam®ju tottu Uks keerulisemaid jaatmeid, mida kdidelda. Nende vaarindamine on
muutumas Uha populaarsemaks, eriti kui neid kasutatakse toidu koostisosana, sest toidupuudus ja
jadtmetega seotud keskkonnamdjud on globaalsed probleemid. Olletédstus tekitab tohututes
kogustes korvalsaadusi ja jadatmeid; Olleraba, kasutatud humal ja pdrm on kdige tavalisemad.
Olleraba on kdige arvukam 8lletootmise k&rvalsaadus, mis moodustab keskmiselt 31% esialgsest
linnase massist, ehk umbes 20 kg 100 liitri toodetud 6lle kohta (Reinold et al., 1997). Olleraba on
saadaval kogu aasta viltel madalate hindadega vdi tasuta suurtes kogustes. Viimaste URO Toidu ja
Pollumajandus organisatsiooni FAO andmete jargi toodeti 2019 aastal maailmas 189 miljonit tonni
odradlut, seal hulgas Eestis toodeti 129500 tonni (FAOSTAT, 2022).

Olleraba kaitlemine on &lletédstuse jaoks tiks suuremaid probleeme, kuna kogused on tohutud,
turuvaartus on madal ning korge niiskusesisalduse tottu on selle ladustamine probleemne.
Viimastel aastatel on ringmajanduse pohialuseid jargides uuritud mitmeid viise Olleraba
taaskasutamiseks (Assandri et al., 2020). Enamus Ollerabast kasutatakse tdna loomaséédana voi
komposteeritakse. Viimastel aastatel on hakatud rohkem uurima ka biotehnoloogias &lleraba
substraadina kasutamist ning ka toidutehnoloogia kasutusvaldkondi tanu ollerabas sisalduvatele
toitainetele, nagu valgud ja kiudained (Puligundla et al., 2021; Naibaho et al., 2021). Olleraba
koostist ja selle potentsiaali tervisliku toidu koostisosana on laialdaselt uuritud. Kuigi selle lisamine
toitu tOstab toidu toitainelist vaartust, on leitud, et see mdjutab negatiivselt I6pptoote omaduste,
eriti varvi ja tekstuuri vastuvéetavust (Nocente et al., 2021).

Selles t66s uuritakse oOlleraba vaarindamist tahkefaasilisel fermentatsioonil filamentsete seentega.
Seente kasutamine dlleraba vaarindamisel véimaldab vahendada lahustumatu ligniini sisaldust ning
suurendada valkude sisaldust &llerabas. Ligniin on seedumatu poliifenoolne makromolekul,
ballastaine, mille lagundamine seente abil enne toidus kasutamist parandab selle toitainelist
koostist (Aura et al., 2013). Filamentsetel seentel on madal substraadi spetsiifilisus ja nad toodavad
laia valikut potentsiaalseid korge lisandvaartusega produkte. Nende kdrge valgu ja asendamatute
aminohapete sisaldus ning madal rasvasisaldus muudavad filamentsed seened heaks toidu lisandiks
(Parchami et al., 2021).



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Olleraba moodustumine &lle tootmisel

Olleraba on &lletédstuses virde tootmisel tekkiv lahustumatu jadk (Joonis 1). See taimne
kdrvalsaadus sisaldab teadaolevalt markimisvaarses koguses vaartuslikke komponente, mis jadvad
pruulimisel kasutamata (Fircas et al., 2016). Olle meskimisel ekstraheeritakse linnastest enamik
kaaritatavaid suhkruid, mis jatab jarele teravilja vdlimise seemnekestakihi (Arauzo, 2019).

Joonis 1. Olleraba td6stuses (Miller et al, 2016)

Olleraba iseloomu ja koostist m&jutab &lle valmistamise protsess (Joonisel 2). Olle valmistamiseks
puhastatakse koristatud oder ja liigitatakse suuruse jargi. Parast vahemalt 4—-6 nadalast
puhkeperioodi, oder linnastatakse kontrollitud idanemisprotsessis, mis suurendab teravilja
enslimaatilist aktiivsust ja nende sisaldust. Linnastamine toimub kolmes etapis: leotamine,
idandamine ja kuivatamine, seejarel toimub linnaste jahvatamine, meskimine ja tahke faasi,
Olleraba, vilja filtreerimine (Lynch et al, 2016).

1.1.1. Oder

Oder on nisu, maisi ja riisi jarel maailma kdige olulisem teravili ning seda kasutatakse peamiselt
loomasdddana voi toorainena Olle tootmiseks (Kendal et al., 1994). Oder on peamine dlle
tootmiseks kasutatav tooraine. Odra tera voib jagada kolmeks p&hiosaks: idu (embriio), endosperm
ja kest. Pruulimisprotsessi kaigus lagundatakse linnase tarkliserikas endosperm enstimaatiliselt,
mille tulemusel vabanevad maltoos ja maltotrioos ja dekstriinid, lahustuvad valgud, poliipeptiidid
ja aminohapped. Saadud vedelik on tuntud kui &llevirre ning lahustumatud teraviljakomponendid
(mis hélmavad peamiselt teraviljakestasid) moodustavad Slleraba (Lynch et al., 2016).
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1.1.2. Linnastamine

Ollepruulimine on olemuslikult biotehnoloogiline protsess: tooraine muundamine &lleks séltub
paljudest erinevatest ensiimaatilistest reaktsioonidest ja mikroobide aktiivsusest. Olu
valmistatakse traditsiooniliselt neljast péhikomponendist: linnaste teraviljad (oder v6i muu), vesi,
humal ja parm. K&ik need koostisosad aitavad kaasa 6lle Ioplikule maitsele ja aroomile (Bartolomé
et al., 2016). Linnas on 6lle valmistamise tUks pdhikomponente, sisaldades tarklist ja enslilime, mis
on vajalikud kaaritatavate suhkrute saamiseks, mille parmseened muudavad kaaritamise kaigus
alkoholiks. Linnas annab ka varvi- ja maitseiihendeid, mis aitavad kaasa &lle IGplikule iseloomule.
(Farcas et al., 2016). Olle tootmine algab odra (v8i muude teraviljade, nagu nisu, sorgo, rukis vdi
kaer) linnastamisest. Linnastamise peamine eesmark on enslimaatilise aktiivsuse suurendamine
teraviljas. Need ensliimid hiidroltisivad tarklise ja muud teras olevad tGihendid meskimise ajal.

Linnastamise ajal leotatakse terad vees ja perioodiliselt 6hutatakse, nn. leotamis- ja idanemisfaas.
Linnastamise kadigus lagunevad odravalgud endogeensete peptidaaside toimel osaliselt
aminohapeteks ja vaikesteks peptiidideks (Robertson et al., 2010).

-E

Puhastamine

-

Vesi > .
Leotamine . -
(5-18°C)/48h Linnastamine

-

« Niiske hk
(15-21°C)/6-7 péeva)

Idandamine

.

Kuivatamine

Ladustamine

Jahvatamine

. i

Vesi, . Lisandid
—® Meskimine (valikuline)

B Vedelfaas
Filtreerimine ‘ VIRRE

Tahke faas l

l OLLERABA J

kuumutamine

Joonis 2. Ollevirde ja -raba tootmine (Lynch et al, 2016)
1.1.3. Idandamine

Leotamise ajal pannakse puhastatud odra terad umbes 5-18°C-lisse vette kaheks paevaks. Tera
niiskusesisaldus jouab vahemikku 42 kuni 48%. Leotusvett vahetatakse iga 6— 8 tunni jarel. Niisutus
kdivitab idanemise ja viib aleurooni aktiveerumiseni. Pdrast leotamist suunatakse oder
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idanemisndusse, kus seda hoitakse kontaktis voolava niiske 6huvooluga, hoides temperatuuri 15 ja
21°Cvahel (Mussatto et al., 2005).

Idanemise ajal aktiveeruvad kolm olulist enstiimide riihma: amiilaasid, proteaasid / peptidaasid ja
beeta-gliikanaasid. Kdigil neil ensilimidel on linnastamise ja jargneva olleprotsessi ajal oluline
funktsioon: amilaasid muudavad odras sisalduva tarklise kaaritatavateks suhkruteks; proteaasid ja
peptidaasid lagundavad valke ja vabastavad vaba |ldmmastikku, beeta-gliikanaasid lagundavad
endospermi rakuseina, voimaldades teistel enstilimidel pddaseda endospermile (Hesseling et al.,
2019). Idandamisprotsessi kestab tavaliselt 6 v3i 7 paeva.

1.1.4. Kuivatamine

Jargmisena terad kuivatatakse. See peatab idanemise, inaktiveerib enamuse mikroorganisme ja
vahendab riknemisohtu ning maarab linnase mdju dlle 16plikule aroomile ja varvusele (Hesseling et
al., 2019). Linnase oder kuivatatakse 40-60 °C juures niiskusesisalduseni 4-5%. Osa linnaseid
kuivatatakse kdrgmatel temperatuuridel, mille juures ensiimid inaktiveeruvad. Parast seda etappi
sailitatakse kuivatatud linnased 3 voi 4 nadalat, et saavutada homogeensus ja tasakaal (Mussatto
et al., 2005).

1.1.5.  Meskimine ja filtreerimine

Linnastatud odraterad jahvatatakse ning segatakse kuuma veega. Temperatuuri tOstetakse
retseptipOhiselt (alates 63°C kuni 78 °C-ni), et soodustada linnaste enstimaatilist hiidroliiusi.
Peamiselt laguneb térklis, aga ka muud komponendid nagu valgud, (1-3, 1-4)- B-glikaanid ja
arabinoksilaanid. Tarklis muudetakse kaaritatavateks suhkruteks (peamiselt maltoos, maltotrioos
ja gliikoos) ja mittekdaritatavateks suhkruteks (dekstriinid) ning valgud lagunevad osaliselt
polipeptiidideks ja aminohapeteks. Selle ensiimaatilise muundamise faasis (meskimine) tekib
magus vedelik, mida tuntakse virdena. Lahustumatul osal lastakse settida ning virre filtreeritakse
sellest labi. Saadud virre kaaritatakse olleks ja jarele jadnud tahke jaakfraktsioon on olleraba
(Mussatto et al., 2006).

1.2. Olleraba iseloomustus

Olleraba vdib pakkuda toidu-, keemia- ja energeetikatddstusele olulisi lihteaineid. Odra
seemnekesta kihid sisaldavad rohkesti tselluloosi ja mittetselluloosseid poliisahhariide ja ligniini,
valke ning veidi lipiide. Kest sisaldab ka poliifenoolseid komponente (Mussatto et al., 2006). Valk ja
kiudained on dllerabas kontsentreeritud, kuna suurem osa odratarklist eemaldatakse purustamise
kdigus.

Odratera koosneb kolmest pdhiosast: idu (embriio), endosperm ja kest (Joonis 3). Valja arvatud
valgusisalduse erinevused erinevate teraviljade linnastes, on Glletehaste vahel Glleraba koostises
vihe erinevusi (Robertson et al., 2011). Olleraba keemiline koostis (Tabel 1) varieerub vastavalt
odra sordile, koristusajale, linnastamise ja meskimise tingimustele ning meskimisprotsessis lisatud
lisandite kvaliteedile ja tiibile (Martin-Garcia et al., 2020).
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Endosperm

Skutellum
Aleuroon

Odratera kest

Joonis 3. Odratera ehitus (Chetrariu et al., 2020)
1.2.1.  Olleraba struktuur ja keemiline koostis

Olleraba sisaldab tselluloosi, hemtselluloosi, mittetselluloosseid siisivesikuid, valke ja ligniini, ning
vaiksemas koguses lipiide ja tuhka (del Rio et al., 2013 ). Tabelis 1 on toodud tdhtsamate
komponentide sisaldused 8llerabas kuivkaalu jargi. Ollerabade koostis varieerub.

Tabel 1. Olleraba koostis (Ikram et al, 2017)

Koostis (g/kg) kuivkaalu pdhjal

Tselluloos Hemitselluloos
Valk Ligniin (Glukoos) (Ksuloos) (Arabinoos) Tuhk
153-247 119-278 168-254 136-206  56-90 12-46

Linnastamise kadigus lagunevad odravalgud endogeensete peptidaaside toimel osaliselt
aminohapeteks ja viikesteks peptiidideks (Robertson et al., 2010), suur osa jadb aga meskimisel
mittelaustuvaks. Ollerabas sisalduvat valku on v&imalik kasutada inimese ja loomade toiduvalgu
allikana, kui seda dnnestub isoleerida ilma selle funktsionaalsete omaduste liigse halvenemiseta
(Niemi et al.,, 2013). Kdige sagedamini Ollerabas esinevad valgud on hordeiinid, gluteliinid,
globuliinid ja albumiinid (Metri et al., 2022). Asendamatud aminohapped moodustavad ~ 30% kogu
valgusisaldusest (Lynch et al., 2016). Ollerabas enamlevinute aminohapete hulka kuuluvad leutsiin,
valiin, alaniin, seriin, gliitsiin, glutamiinhape ja asparagiinhape. Vaiksemates kogustes leidub ka
turosiin, proliin, treoniin, arginiin ja lisiinning ka tslstiin, histidiin, isoleutsiin, metioniin,
fenddlalaniin ja triptofaan (Huige et al., 1994).

Sisivesikud moodustavad kuivmassi jargi umbes poole Glleraba koostisest. Susivesikutest esineb:
hemitselluloos mis koosneb peamiselt arabinoksilaanist - kuni 40% kuivainest; tselluloos [B- (1,4) -
seotud glikoosijaagid] ning vGib esineda ka veidi (1,-3 ja,1,—4) -B -D - gliikaani ja tarklist.
Monosahhariididest on kdige rohkem ksiiloosi, gliikoosi ja arabinoosi, samas on leitud ka ramnoosi
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ja galaktoosi jalgi (Lynch et al., 2016). Ligniin, mis moodustab 10 —28% kogu kuivmassist on keeruka
struktuuriga polifenoolne makromolekul, mis on oluline taimerakkude seinte struktuurilise jaikuse
ja terviklikkuse sailitamisel (Ezeonu et al., 2004). Ollerabas moodustab ligniin koos tselluloosi ja
hemitselluloosiga jaiga, raskesti laguneva struktuuri (Joonis 4).

Ligniin
Hemitselluloos
Tselluloos

Joonis 4. Tselluloosi-hemitselluloosi-ligniini kolmekomponendiline mudelstruktuur (Tao et al.,
2019)

Ollerabas sisalduvad lipiidid pakuvad markimisvairset huvi, kuna neil on mitmeid td6stuslikke
rakendusi. Lipiidid moodustavad Gllerabas 9 - 11% kuivmassist. (del Rio et al., 2013). Domineerivad
lipiidid on triglUtseriidid (55-67% koigist tuvastatud lipiidiihenditest), millele jargnevad vabad
rasvhapped (18-30%), kokku 26 rasvhapet, neist kige rohkem linool-, palmitiin- ja oleiinhappeid
(Farcas et al., 2015).

Lisaks sisaldab 6lleraba ka mitmesuguseid vitamiine ja mineraale, mille hulgas on kdige rohkem
kaaliumit, fosforit, kaltsiumi ja magneesiumi (Niemi et al., 2013). Mineraalide ja ka vitamiinide
sisaldus Ollerabas on toodud Tabelis 2.

Tabel 2. Mineraalainete (Murugan et al., 2015) ja vitamiinide sisaldus &llerabas (Huige et al., 1994)

Mineraalained Sisaldus Vitamiinid Sisaldus (ppm)

Kaltsium (%) 0,57 Biotiin (B7) (ppm) 0,1

Fosfor (%) 1,01 Koliin (B4) (ppm) 1800

Magneesium (%) 0,37 Foolhape (ppm) 0,2

Viivel (%) 0,33 Niatsiin (B3) (ppm) 44

Vask (ppm) 50,72 Pantoteenhape (B5) 8,5
(ppm)

Tsink (ppm) 187,12 Riboflaviin (B2) 1,5
(ppm)

Mangaan (ppm) 139,78 Tiamiin (B1) (ppm) 0,7

Raud (ppm) 1895 Piiridoksiin(B6) 0,7
(ppm)

Koobalt (ppm) 1,36

Naatrium (%) 0,157

Kaalium (%) 1,24
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1.3. Olleraba siilitamine

Kuigi 6llerabal on mitmeid vGimalikke kasutusviise, on selle kasutamise suurimaks takistuseks kiire
riknemine ja selle valtimiseks kuluv energia. Rohkem jGupingutusi tuleb suunata alternatiivsete,
majanduslikult jatkusuutlike kuivatamismeetodite leidmisele. Olleraba rikneb kiiresti kdrge
lammastiku- ja fosforisisalduse tottu, mis soodustab mikroobset saastumist (He et al., 2019). Ka
rikkalik polisahhariidide ja valgusisaldus ning korge niiskusesisaldus muudavad olleraba
mikroobide paljunemisele ja riknemisele vastuvétlikuks. Selle parast tuleb see materjal parast
tootmist stabiliseerida ja ladustada sobivates tingimustes. Sailitamisaja pikendamiseks on
soovitatav vahendada niiskusesisaldust ~ 10% -ni (Lynch et al., 2016).

Olleraba siilitamiseks on uuritud mitmeid meetodeid. Keemiliseks sailitamiseks on kasutatud
happelahuseid nagu piim-, aadik-, sipelghape ja bensoehapped, eriti tdhusad on bensoehape ja
sipelghape Selliste kemikaalide kasutamine vdib olla vastuolus tarbijate sooviga saada
looduslikumaid toidu koostisosi (Mussatto et al., 2006). Kaaliumsorbaat on ka efektiivne aine isegi
pressitud Olleraba sailitamisel (Kuntzel et al., 1997).

Olleraba sailitamiseks kasutatav kuivatamine vihendab toote mahtu ning seetdttu ka transpordi-
ja ladustamiskulusid, kuid seda peetakse viga energiamahukaks (Santos et al., 2003). Olleraba
kuivatamine ahjus tuleb labi viia temperatuuril alla 60°C, sest kdrgematel temperatuuridel tekivad
ebameeldivad maitsed (Lynch et al., 2016). Ahikuivatamisel on oht kuivatatud terade rdstimiseks
vOi pbletamiseks. Lisaks pShjustab kuivati virnadest eralduv suits Idhnareostuse probleeme (Huige
et al., 1994). Alternatiiviks on lekuumendatud auru kasutamine, millel on tdiendavaid eeliseid,
sealhulgas keskkonnamdéju vdhendamine, kuivatamise efektiivsuse parandamine, tule- vGi
plahvatusohu k&rvaldamine ja vaartuslike orgaaniliste (ihendite parem taastumine (Mussatto et al.,
2006). Sailitamine ahjus kuivatamise voi kiilmkuivatamise teel ei muuda ka Glleraba koostist.
Kilmkuivatamine on siiski majanduslikult vastuvGetamatu. Ka kilmutamine on osutunud
sobimatuks, kuna hoiustada tuleb suuri koguseid. Autoklaavimine on efektiivne moodus aeglustada
Olleraba riknemist, aga ka see on vaga energiakulukas (Lynch et al., 2016).

1.4. Olleraba kasutamine toidus

Olleraba on viga vastuvotlik mikroobsele saastumisele ja seet&ttu on selle eluiga véga liihike (7-10
paeva). See piirab Glleraba kasutusvdimalusi toidutdostuses. Praegu kasutatakse maailmas suurem
enamus Ollerabast loomasdddaks, osa biogaasi tootmiseks ning osa ladestatakse prigilas.
Loomasdddana voib seda kasutada kas marja jadgina, vahetult parast virdest eraldamist voi
kuivatatud materjalina (Oztiirk et al., 2002). Lisaks kdrgele toitevdartusele soodustab 6lleraba
piimatoodangu suurenemist loomade viljakust mdjutamata (Belibasakis et al., 1996).

Olleraba kdrge toitevdartuse parast on hiljutised uuringud soovitanud lisada seda ka inimeste
toidulauale. Piiratud kogus 6lleraba, umbes 5—-10%, on proovitud lisada erinevatele toiduainetele,
sh leivale, kookidele, kiipsistele. Vaikseid koguseid on kasutatud, et valtida |Gpptoote omaduste,
nagu maitse, varvuse ja tekstuuri mojutamist (Amoriello et al., 2020). Kérge kiudainete ja
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valgusisaldus teeb Olleraba huvitavaks inimeste toiduainete rikastamiseks, eriti arvestades selle
madalat hinda ja suurtes kogustes kattesaadavust. Lisaks on hakatud tunnustama Glleraba olulisust
tervist edendavate bioaktiivsete komponentide péarast. Olleraba sisaldab naiteks fenoolseid
Uhendeid, mida eraldatakse, et kasutada funktsionaalsete koostisosadena toiduainettostuses
(Martin-Garcia et al., 2020, Ktenioudaki et al., 2013; Lynch et al.,, 2016). Mitmed Oolleraba
koostisosad, naiteks arabinoksiilaanid, valgu hiidrolisaadid ja fenooliihendid on palvinud ha
suuremat tahelepanu nende voimaliku kasu totu tervisele (Lynch et al., 2006). Hiljuti on dlleraba
puutud kasutada biotehnoloogilistes protsessides, nditeks seente ja aktinobakterite kasvatamisel ja
ainete nagu feruliin- ja p-kumarahapped, ksliloos ja arabinoos eraldamisel &llerabast. Samuti on
Olleraba kasutatud substraadina ksilitooli ja arabitooli tootmisel (Ktenioudaki et al., 2013).

Olleraba on hinnatud helveste, téisteraleiva, kiipsiste ja aperitiivisndkkide valmistamiseks. See on
aga toitu otseseks lisamiseks liiga jdik ja tuleb kdigepealt muuta jahuks. Ollerabast tehtud jahu
kasutamine valgulisandina v0i praegu kasutatavate jahude osalise asendajana on selle varvi ja
maitse tottu piiratud. Saias 10% nisujahu dllerabaga asendamine suurendab valgu- ja asendamatute
aminohapete sisaldust vastavalt 50 ja 10% vorra ning kahekordistab kiudainesisaldust vorreldes
traditsioonilise saiaga. Lisaks on dllerabaga saias umbes 7% vahem kaloreid kui traditsioonilises
saias (Huige et al., 1994). Kérgema Olleraba kontsentratsiooniga kiipsetatud toodete kvaliteedi
parandamiseks saab kasutada biotehnoloogilist kiitlemist (Ktenioudaki et al., 2013). Olleraba
lisamine muudab toitude I8hnaprofiili kuid eelnevad uuringutulemused on nadidanud, et 10%
Olleraba asendusega toidud on olnud vastuvGetavad (Lynch et al., 2006). Ka dllerabaga rikastatud
pasta tegemist on uuritud ning leiti, et 10%-line asendus &llerabaga nisujahu vastu pakkus parimat
kompromissi toitevadrtuse tousu ja tehnoloogiliste ja sensoorsete omaduste muutumise poolest
(Nocente et al., 2019).

1.5. Olleraba vairindamine

Olleraba vaarindamiseks on kasutatud selle koostisosade separeerimist, et saada mitmeid
lisavaartusega komponente, nagu siisivesikud, valgud ja fenoolsed tihendid ning ka selle kasutamist
substraadina biotehnoloogias (Robertson et al., 2011). Lignotselluloossed materjalid on jdiga
struktuuriga ning see vGib parssida ensliiimi toimet ja seetdttu on paljudes uuringutes kasutatud
eeltootlemist (nt. fllsikaline voi keemiline), et muuta polisahhariidide struktuur enslimaatilise
hidroluusi jaoks paremini kattesaadavaks. Et Olleraba taielikult osadeks lahutada oleks ideaalne
Ghildada selektiivne mehaaniline voi keemiline fraktsioneerimine ensiimidega tootlemisega
(Bartolomé et al., 2002). Tuntumad lignotselluloosse massi eeltéétlusmeetodid on toodud Joonisel
5.
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Joonis 5. Lignotseeluloosse biomassi eelto6tlusmeetodid (Mitri et al., 2022)
1.5.1.  Keemilis-flisikaline kditlemine

Valgu ekstraktsioon on (ks paljulubavamaid |dhenemisi Olleraba vaartustamisel. Seda
ekstraheerimist pole aga toostuslikus plaanis rakendatud, kuna tehnoloogiad hdlmavad
valjakutseid nagu marja Olleraba kdrget kuivatamiskulu, suuri kemikaalide koguseid ja suurt hulka
sekundaarseid jaatmeid parast valgu ekstraheerimist (He et al., 2019). Leeliselise ekstraheerimise
ja happesadestamise teel on vOmalik saada valgurikas toode. Ekstraheerimine ei md&juta
asendamatuid aminohappeid (Arauzo et al., 2019). Aluselised, happelised v&i hiidrotermilised
eeltootlused viiakse tavaliselt labi lignotselluloosse maatriksi dekonstrueerimiseks ja tselluloosi
fraktsiooni suhkrutele juurdepéasu véimaldamiseks (Pinheiro et al., 2019).

Et terasid pehmendada ja vdhendada osakeste suurust, tuleks dlleraba enne to66tlemist jahvatada.
See avab rakuseina struktuurid ja vahendab tselluloosi osakeste suurust (Arauzo et al., 2019). Teised
fuusikalised meetodid, mida on kasutatud o&lleraba komponentide ekstraheerimise ja kestade
lagundamise holbustamiseks, hdlmavad mikrolainetemperatuuril to6tlemist ja ekstrusiooni.
Selliseid meetodeid kasutatakse tavaliselt enne enslimaatilist to6tlemist. Et saada O&llerabast
monosahhariide, toimivad fiilisikalised eelto6tlusmeetodid vidhesel maaral. Tohusam eelt6otlus
oleks mikrolainekiirguse kasutamine happe ja leelise lahuste juuresolekul. Kiiremaid meetodeid,
naiteks ultraheli abil ekstraheerimist, on testitud ja kasutatud ka arabinokstilaani-rikka fraktsiooni
eraldamiseks ning need véimaldasid markimisvadrselt vahendada aega ja energiat vorreldes ainult
leeliselise ekstraheerimisega. Kemikaalide kasutamist sisaldavad eeltddtlused ei ole sobivad
toodetele, mis voivad olla ette nahtud kasutamiseks toidus. Seega oleks sellistel juhtudel kdige
sobivam flusiline voi termiline eeltéotlus enne ensiimaatilist hiidroliiiisi (Robertson et al., 2011).
Toostuses on ka ekstraktsiooni eeltd6tlusena kasutatud impulss-elektrivélja (Martin-Garcia et al.,
2020).
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1.5.2.  Bioloogiline té6tlemine

Ensiimaatiline to6tlemine vdimaldab tdapsemat kontrolli protsessi ja saadud komponentide
olemuse Ule (Robertson et al.,, 2011). On tdestatud, et Glleraba saab ensliimaatiliselt eraldada
susivesikurikasteks ja valgurikasteks lahustuvateks fraktsioonideks (Lynch et al.,, 2016).
Polisahhariidide Idhustamiseks on kasutatud kaubanduslikke multienstiimseid kokteile.

Hiljuti on ka valkude hidroliisaatide tootmiseks G&llerabast uuritud ensimaatilisi meetodeid,
kasutades proteaase (He et al., 2011). Ensiimaatiliselt toodetud fraktsioonid sailitavad tGenaoliselt
bioaktiivsuse ja nende kasutamist toidutoodetes eelistatakse keemiliste vahenditega
ekstraheeritud Ghenditele. Tdiendav eelis on see, et need ei tekita potentsiaalselt toksilisi jadke,
seetdttu peetakse neid keskkonnasdbralikumaks. Ollerabas sisalduvate poliimeeride (nt.
hemitselluloosi fraktsioon) keerukuse téttu on taieliku hiidrol(dsi jaoks vajalik suur hulk enstiimide
aktiivsusi, kuna polimeeril on palju erinevaid asendatud rihmi ja sidemete tiilipe. Naiteks
kstlanaasid, B-ksillosidaasid, ferulolilesterolaasid, atsetiililesteraasid, glikuronidaasid,
glikuronoliiilesteraasid ja a-L-arabinofuranosidaasid on peamised ensiimide tidbid, mis on
vajalikud hemitselluloosi tdielikuks lagundamiseks. Erinevate spetsiifikatega enstilime saab valida
soltuvalt sellest, milliseid komponente voi tooteid soovitakse, ja vajalikust hiidroliidsi ulatusest. On
tOestatud, et perekondade Trichoderma, Fusarium, Penicillum ja Neospora seeneliikide
toorekstraktides sisalduvad poliisahhariid-hiidrolaaside segud on vdimelised lagundama olleraba,
mille tulemuseks on kdrge monosahhariidide saagis (Robertson et al., 2011). Samuti on leitud, et ka
proteaasi ensliimid on olulised Olleraba tdielikuks dekonstruktsiooniks, sest selles esinevad
lahustumatud valgud vdivad kinni hoida muidu lahustuvaid sisivesikute komponente. Valkude
lagundamine vdib toimuda mitte ainult tarklise jaagi paljastamiseks, vaid see varustab ka peptiide
ja aminohappeid mikroobide kasvu jaoks. Olleraba otsest ensiimaatilist téotlemist
kommertsiaalsete bakteriaalsete proteaasidega on kasutatud edukalt (Niemi et al., 2013).

1.6. Seenemdtseeli (tahkefaasiline) fermentatsioon

Tahkefaasiline fermentatsioon on alternatiiv bioloogiliste jadkide vaarindamiseks, mis véimaldab
mikroorganismide kasvuks kasutada tahkeid substraate. See protsess toimub tahkel substraadil,
mis sisaldab piisavalt niiskust mikroorganismide kasvuks. Erinevad autorid on tdestanud selle
tehnoloogia tdhusust jaatmete biokonversioonil vaartuslikeks toodeteks nagu hudroliitilised
enstimid, biokltused, aroomiained ja biopestitsiidid. Peamised viéljakutsed tahkefaasilise
fermentatsiooni tootmisprotsessi arendamisel on mahu suurendamine ja reaktori projekteerimine.
On taheldatud tootlikkuse vahenemist soojus- ja massitlekande tottu vedel-, tahke- ja gaasifaaside
vahel. See muutub iha olulisemaks, kui fermentatsiooni maht suureneb. (Rodriguez et al., 2019)

Tahkefaasiline fermentatsioon on rohkelt kasutatud meetod mikroobide metaboliitide tootmiseks
(Srivastava et al., 2019). See on kolmefaasiline heterogeenne protsess, mis sisaldab tahket, vedelat
ja gaasi faasi (Jorge et al., 2018). Tahkefaasiline fermentatsioon hélmab mikroorganismide kasvu
tahkete materjalide niisketel osakestel, milles osakeste vahelised ruumid on ideaalis tdidetud
pideva gaasifaasiga. Tuleb markida, et sb6na ,fermentatsioon” terminis ,tahkefaasiline
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fermentatsioon” kasutatakse tavaliselt laiemas tdhenduses: ,mistahes kontrollitud
mikrobioloogiline protsess” ega tdhenda, et mikroorganism kasutab pdhiliselt fermentatiivseid
ainevahetusradasid. Suurem osa seni uuritud protsessidest hdlmavad filamentseid seeni, kuigi on
protsesse, mis hdlmavad kas baktereid voi parme (Mitchell et al., 2011). Substraadina
(susinikuallikana) kasutatakse enamasti tahkeid agrotoostusjaatmeid, naiteks riisikdrred, nisudled,
riisikoored ja maisitdlvikuid ja ka Olleraba (Droce et al., 2013).

Tahkel substraadil kasvatamine soodustab madala veeaktiivsuse téttu seene ja kasvusubstraadi
vahelist otsest vastasmdju, mis pakub seente kasvuks sobivaid tingimusi. Enamik seeni kasvab
substraadi pindadel seeneniidistiku kaudu, hadfid tungivad ja otsad pikenevad labi substraadi.
Uldiselt on niiskusesisaldus 60% - 80% vahemikus kdige soodsam, olenemata seeneliigist. Aeglaselt
kasvavate seente puhul vdivad olla protsessis kitsaskohad saastumine ja kultuuri dehidratsioon
(Bentil et al., 2018).

1.6.1. Laboratoorne kultiveerimine

Seeni on kunstlikes tingimustes laborites kasvatatud tle 100 aasta (Ainsworth et al., 1996). Neid
kasvatatakse traditsiooniliselt tahkel agaril Petri tassides vdi vedelas s66tmes Erlenmeyeri kolvides,
fermentatsioonipaakides v6i muudes reservuaarides. Eksperimentaalsetes sisteemides on
vedelkultuuris ihtlast seente kasvu keeruline saavutada, kuna seen vib kolvi kiilgedel moodustada
seeneniidistikku (Wilkinson et al., 1988).

Tahkefaasilise fermentatsiooni kdigus on aga seene kasvu hindamine keeruline, kuna seeneniidistik
on kinnitunud tahkele faasile ja substraadi sisse on raske ndha ja ka mitseeli on kasvukeskkonnast
raske eraldada (Droce et al., 2013). Kuna otseste analilitiliste meetodite (nt. kuivmassi kaalumine)
kasutamine on pole véimalik v3i on ebatdpne, peetakse kaudsete meetodite kasutamist ainsaks
alternatiiviks (Manan et al., 2018). Kasvukeskkonna koostis ja struktuur on kdige olulisemad
kultiveerimisparameetrid, kuna keskkonna komponendid annavad kasvavale organismile toitaineid
ja energiat. Seened, nagu ka teised organismid, séltuvad kasvu jaoks peamiselt s66tmest saadud
stsiniku- ja lammastikuallikatest (Bentil et al., 2018).

Spetsiifiliste sekundaarsete metaboliitide ja ensiiimide tootmiseks on kasutatud looduslikke
materjale nagu taisteratooteid ja seemned voi inertseid tugimaterjale koos vedelate s66tmetega
(Droce et al., 2013). Ensliimide, nagu tsellulaasi, tootmiseks sisaldab kasvukeskkond tavaliselt
tselluloosseid substraate, mida seen kasutab sUsinikuallikana ja kaivitab seega tselluloosi
lagundavate ensitiimide ekspressiooni (Griinberger 2017). Seente kasvuks on vaja ka
lammastikuallikat, kas anorgaaniliste allikate kujul, nagu nitraat v6i ammooniumsulfaat, voi
orgaaniliste allikate nagu parmi, linnaseekstraktide voi valgu hiidrolisaatide kujul. Lammastiku
lisamine ei suurenda mitte ainult rakkude kasvu, vaid ka ensliimide ekspressiooni. Vaarib
markimist, et mikrotoitainete, nditeks anorgaaniliste soolade lisamine aitab kompenseerida pH
varieerumist kasvu ajal (Bentil et al., 2018).

19



1.6.2. Seente kultiveerimissaadused dllerabal

Enamusel seentest on vegetatiivne osa, mis koosneb hiilfidest, mis on pikad torujad rakud ja nende
kogumikku nimetatakse miutseeliks ehk seeneniidistikuks. Seente hiifid on kohastunud
kasvamiseks tahketel pindadel ning substraatidesse ja kudedesse tungimiseks. Kuna seened ei ole
suutelised tootma energiat ei foto- ega kemotroofselt, on nende kasvuks vajalikud orgaanilised
ained. Sarnaselt loomadele on seened heterotroofid; nad saavad oma toitu lahustunud molekulide
imendumisega, kuid erinevalt loomadest seedeensiiimide sekreteerimisega keskkonda
(McConnaughey et al., 2014).

Seenekasvatuseks kasutatakse mitmesuguseid lignotselluloosseid jaakmaterjale (Alberté et al.,,
2019). Ligniini on oma keerulise struktuuri tottu raske lagundada enamiku organismide poolt.
Sidemete heterogeensuse tottu ei saa hidroltitilised enslimid ligniini 16hustada, nagu teisi
rakuseinte komponente. Ligniini lagundamist on po&hjalikult uuritud puitu madandavates
organismides, eriti valgemadanik-seentes. Valgemdadanik-seened, nagu Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Coriolus versicolor, Cyathus stercoreus ja Ceriporiopsis
subvermispora, on lignolldtiliste ekstratsellulaarsete oksilidatiivsete ensiiimide tootmise t&ttu
kdige tohusamad delignifitseerimiseks. Valgemadaniku seened lagundavad ligniini, jattes
lagunenud puidu varvuselt valkjaks ja tekstuurilt kiuliseks. Moned valgemadaniku seened, nagu C.
subvermispora, Phellinus pini, Phlebia spp. ja Pleurotus spp. delignifitseerivad puitu, riinnates
eelistatavalt ligniini, jattes alles rikastatud hemitselluloosi ja tselluloosi. Teised valgemadaniku
seened, nagu naiteks Trametes versicolor, Heterobasidion annosum ja Irpex lacteus, lagundavad
rakuseina komponente samaaegselt. (Abdel-Hamid et al., 2013)

Valgemadaniku seened on pigem fiisioloogiline kui taksonoomiline riihmitus, kuhu kuuluvad need
seened, mis on vGimelised toituma lignotselluloossetes substraatides ulatuslikult ligniinist.
Tuntuimad valgemadaniku seened on basidiomitseedid, kuigi ka mdned Xylariaceae ascomycete
perekonnad on vdimelised ligniini lagundama. Valgemadaniku seened eritavad keskkonda thte voi
mitut kolmest rakuvalisest enstiimist: kahte glikostilitud heemi sisaldavat peroksidaasi: ligniini
peroksidaasi ja Mn-sdltuvat peroksidaasi ja vaske sisaldav fenoloksidaas ning laktaas. Enstiiimid LiP,
MnP ja Lac, mis osalevad ligniini lagundamisel, on nende substraadivahemiku osas vaga
mittespetsiifilised. Joonisel 6 on toodud levinumad ligniini struktuuritiksused. (Zhao et al., 2020)

Olleraba tahkefaasilise fermentatsiooniga saab toota olenevalt organismist erinevaid produkte.
Naiteks tsellulaasi ja ksiilanaasi hiidroliilisivaid ensliime saab toota A. nigeri-ga. A. fumigatus'e ja
Penicillium sp. parit enstilime on kasutatud tsellulaasi tootmiseks., Penicillium janczewskii abil saab
toota ksiilanaasi, B-ksiilosidaasi ja a-L-arabinofuranosidaasi. Lakaasi enstimi saab toota ka
kasutades Trametes versicolori ja Aspergillus oryzae vGib toota a-amilaasi (Mitri et al., 2022).
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Joonis 6. Levinumad ligniini struktuuriliksused (Mitri et al., 2022).
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2. Eesmark

Antud magistritoé peaeesmargiks on uurida kuidas kasvavad erinevad soogiks kasutatavad
kandseened 0dllerabal ning kaardistada substraadis tekkinud muutused ja toitevaartuse vdimalik
tous. Samuti on eesmargiks uurida fermenteeritud Glleraba kasutamise véimalusi toiduks ja leida,
kas seda 6nnestub edukalt kasutada toidus ilma selle omadusi liigselt muutmata.

Hipoteesid:
1. Kandseened kasvavad hasti Gllerabal ja m&ned neist tarvitavad eelistatult ligniini.
2. Kandseente miitseeli kasvu on voimalik edukalt moota labi substraadi muutuse

3. Tanu seente vdimele lagundada tselluloosi- hemitselluloosi- ligniini kolmikstruktuuri,
valgusisaldus dllerabas kasvab, andes sellele toiduainena lisavaartust.

4. Fermenteeritud Glleraba 6nnestub edukalt kasutada toidus ilma toidu sensoorseid, tekstuuri ja
varvi omadusi liigselt muutmata.
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3. Materijalid ja meetodid

3.1. Organismid

Olleraba fermentatsioonil kasutati Eesti Maaiilikooli eluskultuuride kogust saadud seenekultuure.
Seente originaalkultuurid saadi kiilvatuna Petri tassidele MEA (linnaseekstrakt-agar) ja PDA (kartuli-
dekstroosagar) s6otmetele. Neid hoiti kuni Umberkiilvamiseni 4°C juures. T60s kasutatud
seeneliigid on toodud Tabelis 3. Kultuuride saabudes kiilvati nad Umber Petri tassidele vastavale
agarile.

Seente imberkiilvamiseks vdeti kilvindelaga umbes 1x1 cm suurune tikk seeneniidisikuga labi
kasvanud soodet ning asetati varskele sdotmele. Protseduur toimus steriilses keskkonnas
laminarkapi all k&iki aseptika votteid jargides. Umberkiilvid toimusid kolmes paralleelis. Tassid
inkubeeriti pimedas 24° juures kuni seenemiitseel kattis kogu s66tme. Seenemdiitseeli tais kasvanud
Umberkiilve hoiustati kiilmkapis 4° juures. S66tmete valik seentele on toodud Tabelis 3. Jargnevad
Umberkiilvid tehti vahetult enne kasutusvajadust ning katsed tehti varsketest iUmberkulvidest.

3.2. Materjalid ja reagendid

3.2.1. Materijalid

Toos kasutatud Olleraba valmistati kohapeal poolt odralinnaste (Pale Malt, Pruulimeistrid)
meskimisel. Olleraba autoklaaviti 121°C juures 15 minutit niiskuskindlas kotis, jahutati
toatemperatuurile ja killmutati koheselt edasiseks kasutuseks. Olleraba niiskusesisaldus oli 0,85 g/g
margkaalu kohta.

3.2.2 Reagendid

Kromatograafilisel analiilsil kasutati standardite valmistamiseks gliikoosi (99%), ksiiloosi (99%),
arabinoosi (99%). Voolutina kasutati 0,2% H,SO, ja sisestandardina 2% sipelghapet. Olleraba
kuivatamiseks ja suhkrute ekstraktiooniks kasutati etanooli (96%), ning Olleraba hiidroliitisiks 72%
ning 4% vaavelhapet. Kdik lahuste valmistamiseks vajalikud reaktiivid hangiti Sigma Aldrich-ilt.

S66tmed valmistati deioniseeritud vees vastavalt tootjapoolsele soovitusele:
MEA - 30 g/I linnaseekstrakti, 3 g/l sojapeptooni, 15 g/l agarit
PDA - 4g/| kartuli peptooni, 20g/| gliikoosi ja 15 g/| agarit

S66tmed olid toodetud VWR Chemicals poolt.

Steriliseerimine viidi [abi Systech DX-90 autoklaavis: 121°C 15 min.
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3.3 Seente kasvatamine 6llerabal

On teada, et valgemadanikseened kasvavad hasti lignotselluloossel materijalil, mille niiskustase on
60-80%. Olleraba niisusesisalduseks m&ddeti 79-83%. Raba pH oli 5,6 ning seda ei modifitseeritud
kuna erinevate kirjandusandmete kohaselt on mitseeli kasvuks sobiv pH vahemik 5-8ni.
Seenemiitseeli kasvatamiseks taideti Petri tass 10 g autoklaavitud &llerabaga. Olleraba laotati
Uhtlaselt Petri tassidele, mille diameeter oli 9 cm. Kasvama pandi k&ik Tabelis 3 nimetatud 14
seeneliiki kolmes paralleelis. Selleks 16igati seenemitseeliga labi kasvanud sailitustassidelt umbes
1 cm suurune tikk ning see asetati dlleraba keskele. K&iki seeneliike inkubeeriti pimedas ja 24°C
juures .Ollerabale ei lisatud mineraalsdddet. Tassidel kasvava seenemiitseeli diameetrit méddeti
iga pdev ning mootetulemustest moodustati vérdlev graafik (vaata Tabel 4.).

Petri tasse hoiti koos kaaliumnitraadi lahusega hermeetilises kambris (10 g vett + 3,5 g soola) (Dang,
2018) 90% vee aktiivsuse hoidmiseks.

3.4 Analuitilised meetodid

pH mdoétmine toimus Metler Toledo Seven Easy seadmega. Kaalumiseks kasutati Mettler Toledo
AB204 analiitilisi kaale téapsusega 0,1 mg.

Niiskuse sisaldust moddeti Mettler Toledo HR83 Halogen niiskuseanaliisaatoriga ja vee aktiivsust
Aqua Lab seadmega. Tekstuuranalilsaator, mida kasutati oli Stable Micro systems TA-XT2i Texture
analyser. CHNS analiils tehti elementanaliisaator Elementar analyser system rapid Oxy Cube-ga.
Klpsetatud saiade varvust hinnati kolorimeetriga: Chroma Meter CR-400.

3.4.1. Varvi anallis

Kipsetatud saiade varvust hinnati kolorimeetriga, kasutades varviruumi koordinaate L (heledus),
a* (punane-roheline varvilisus) ja b*( kollane- sinine varvus). Teraviljatoodete puhul kasutatakse
sageli tumedust, mida valjendatakse tavaliselt 100-L.

3.4.2. Tekstuuri analtls

Tekstuuri profiilanaliiis (TPA) on sensoorse anallilisi objektiivne meetod, mis pdhineb
hammustamiseks vajaliku suurusega toiduproovi kahel jarjestikusel kokkusurumisel, imiteerides
|6ua liikumist. Saadakse kaksikprofiil, millest arvutatakse valja tekstuursed omadused. TPA kdverat
interpreteeriti 7 tekstuurse parameetriga: tugevus, kohesioon, adhesioon, taastuvus, elastsus,
kummisus, sitkus. Antud t66s uuriti kiipsetatud saia sisemist struktuuri. Kontrollsaiast, éllerabaga
ja fermenteeritud Gllerabaga rikastatud saiadest 16igati 2 cm suurused viilud ning tekstuuranaliilis
viidi Iabi nende peal.



3.4.3. Statistiline analils

Koik analtiusid viidi 1abi kolmes korduses ja tulemused valjendati keskmistena, millele lisaks arvutati
positiivne ja negatiivne standardhélve (+ SD).

3.5. Olleraba ja fermenteeritud &lleraba koostise analiiiis

3.5.1. Alkoholis lahustumatu fraktsiooni (AIR) valmistamine

AIR valmistati peale seente kasvu analiiiisi valja valitud 8-st seeneliigist (vaaveltorik, lakkvaabik,
roosa servik, austerservik, korallnarmik, laikvaabik, Siitake ja libliktagel) 4nadalat l4bi kasvanud
Olleraba proovidest ning vérdlevalt marjast, autoklaavitud &llerabast (10 g; sailitusaeg kuni 24 h, 4
°Cjuures). Proovid peenestati uhmriga, seejarel sukeldati 1 tunniks keevasse absoluutsesse etanooli
(30 ml: 80% etanooli I6ppkontsentratsioon). Segu tsentrifuugiti 3000 rpm 10 min ning tsentrifugaat
kallati pealt ara. Sadet pesti 2 korda keevas 70% etanoolis (maht/maht) (igatiks 300 ml; 2 tundi)
ning tsenrifuugimist ekstraheeriti sade (2) keevas absoluutses etanoolis (300 ml; 5 min), seejarel
pesti kiilma absoluutse etanooliga (150 ml). Lahustumatut jadki (AIR) pesti 2 mahuosas (25 ml)
atsetoonis, pesuvedelik eemaldati vaakum-filtreerimisega. Lahustumatu jadk koguti filtrimisega
(GF/C paber, kasutades Buchneri lehtrit) ja kuivatati konstantse kaaluni 40° C juures. (Berchem et
al., 2020)

3.5.2. Ligniini maaramine AIR-is

Tahkete jaakide ligniinisisaldus maarati Klasoni protseduuriga vastavalt varem avaldatud
protokollidele (Berchem et al., 2020). Tapne kogus (ca 300 mg) AlR-i kaaluti ja lisati ca 3 ml 72%-list
H,SO4 ning maarati proovi tapne kaalutis. Proovi hiidroliilsiti Saemani hidroliilsi protokolli jargi
30°C juures 1 tunni jooksul. .Seejarel viidi vadvelhappe kontsentratsioon segus destilleeritud veega
4%-ini ja hadrolUusi jatkati autoklaavis 121°C juures 60 minutit.

Segu filtriti 1abi eelkuumutatud ja —kaalutud kaasfiltri, pesti deioniseeritud veega ning , kuivatati
105°C juures 24 tundi ja kaaluti ligniini kogusisalduse gravimeetriliseks maaramiseks. Klasoni ligniin
maéérati kaalutdusuna igas filtris. Uhendatud filtraat kaaluti ja kasutati suhkrute analiiiisiks.

3.5.3. Suhkrute maaramine

Gliikoosi, arabinoosi ja ksiiloosi sisaldus leiti kromatograafilise analiilsi alusel. Kromatograafiline
analtts viidi labi kasutades SunChrom Wissenschaftliche Gerdate GmbH (Saksamaa) vedelik-
kromatograafilist sisteemi, mis sisaldab degasaatorit Degasys Populaire, HPLC Pump Sun Flow 100,
kolonnisoojendit SunTherm 100, automaatset injektorit Basil Marathon, UV-detektorit Spectraflow
501, Rl detektorit Refractroflow. Andmete salvestamiseks ja anallilisimiseks kasutati eDAQ
PowerChrom v2 siisteemi. Automaatse injektori silmuse suurus oli 1,1 pl. Agilent Hi-Plex H kolonn
300 mm eelkolonniga CCCCC elueeriti 0,18% H,S04-ga temperatuuril 22 °C kiirusega 0,6 ml/min.
UV-detektor seadistati 210 nm peale ja Rl m&ddeti 400C juures.
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Koigepealt lisati 900 pL Klasoni hiidrollisaadile 100 pL sisestandardi lahust (sipelghape) ja seejarel
slstiti segu vedelikkromatograafi. Glikoosi sisalduse jargi arvutati tselluloosi ning arabinoosi ja
ksiloosi, summa jargi hemitselluloosi sisaldus (Berchem et al., 2020).

3.5.4. Uldlzmmastiku masramine

Anallilsiks vOeti 8 seenega fermenteeritud Olleraba kuivatatud proovid ja samade seentega
fermenteeritud AIR proovid ning vordlusprooviks fermenteerimata olleraba proov. Proovid
peenestati uhmriga ja kuivatati tdiendavalt 60° juures 24h 6hukesel kihil. Peale kuivatamist m&&deti
niiskusesisaldus: 8%.Valkude (N) maaramiseks kasutati CHNS analiisaatorit. Seade koosneb k&rge
temperatuuriga polemisseadmest ja puhastus- ja I6kskromatograafist. Proovid (20,3 mg) pandi
poletamiseks plaattina laevukestesse.

Valkude maaramiseks kasutati CHNS anallisaatorist saadud ldammastiku kontsentratsiooni ja
korrutati see konstandiga 6,25. Vaartust 6,25 rakendatakse valgusisalduse mootmisel enamikus
toiduainetes ja toidu koostisosad, tuginedes kahele eeldusele: et valgud sisaldavad umbes 16%
lammastikku massi jargi (st valgu kogumassist moodustab lammastik 16%) ja kogu toidus sisalduv
lammastik on saadud valgust (WHO, 2020).

3.6. Saia kiipsetamine

Saia valmistamiseks oli vajalik 6lleraba ja fermenteeritud Glleraba jahvatamine. Materjal jahvatati
|6ikeveskiga 0,1 mm sGelaga (nisujahu osakese suurus on tavaliselt umbes 0,025 mm).

Valmistati 3 varianti saia, igaliht kolmes paralleelis: sai, mida on rikastatud ollerabaga- 10% jahust
asendatud; sai mida on rikastatud austerserviku mitseeliga labi kasvanud (2 nadalat) Gllerabaga-
10% jahust asendatud, kontroll-sai originaalretsepti jargi. 10% valiti asendamiseks, kuna eelnevalt
on leitud, et see on sensoorselt aktsepteeritud omadustega (Farcas et al., 2015). Seeneks valiti
austerservik, kuna see oli dllerabal kiireima kasvuga ning on tunnustatud sé6giseen ning 2 nadalat
inkubatsiooniaeg valiti kuna selles staadiumis ei olnud tekkinud tuntavaid ebameeldivaid
[dhnaomadusi kuid naiteks peale 4 nadalat inkubatsiooni oli tunda mdrkjat I6hna ning naha
tumedat vedelikku labikasvanud rabas.

Saia klipsetati jargneva retsepti jargi.

Koostisosad: 300 g nisujahu (tlip 550, Kalew, Tartu Mill), 10 g Pressparm, 5 g soola, 14 g suhkrut,10
g margariini (Tere, kiipsetusmargariin), 150 g Vesi

Valmistamine:

Parm segatakse suhkruga ning osaga (100 ml) taigna valmistamiseks ettendhtud toasooja veega.
Jahule lisatakse parmi-vee segu, sool ja llejaanud vesi ning segatakse taignasegajaga Kitchen Aid
aeglasel kiirusel (1) 2 minutit ja seejarel kiirema kiirusega (3) 3 minutit. Seejarel jagatakse taigen 80
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g patsideks, vormitakse kuulikesteks ning jaetakse 32°C juurde kerkima 45 minutiks. Peale seda
saiad kiipsetatakse vormides 12 minutit 210°C juures.

Uhes paralleelis asendati 10% jahu hulgast dllerabaga ja teises paralleelis 10 % austerserviku
mitseeliga labi kasvanud Gllerabaga. Kuna &lleraba ja fermenteeritud dlleraba kiudainetesisaldus
oli suurem kui jahul oli vee sidumise vGime suurem ning sama konsistentsi saamiseks lisati veel 10
ml vett mblemale retseptile.

Enne edasisi analliise jahutati saiad 1,5 tundi toatemperatuuril (22°C). Saiad klpsetati kolmes
paralleelis.

3.7. Sensoorne anallis

8 hindajat hindasid erinevaid omadusi vordlevalt kontrollprooviks kiipsetatud nisujahusaia ja
Olleraba ning fermenteeritud Ollerabaga rikastatud saia vahel. Hindajad ei saanud spetsiifilist
koolitust enne hindamist. Kirjandusest on naiteid, kus 6llerabaga rikastatud toodetel on happeline
aroom ja moru maitse kuid seentega fermenteeritud Glleraba sisaldavaid pagaritooteid ei ole
kirjeldatud (Waters et al., 2012).

Sensoorne hinnang pdhines valmis saiade vdlimuse, maitse, I6hna ja tekstuuri omadustel: tumedus,
poorsus,aroomi intensiivsus, hapu aroom, elastsus, murenevus, pehmus, kleepuvus, niiskus, maitse
intensiivsus, hapu maitse, m&ru maitse ja soolane maitse. Saadud tulemused analiiisiti MS Excelis
tehtud Radari graafiku kaudu.
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4. Tulemused ja arutelu

os se .

4.1. Erinevate soogiseente kasv Ollerabal

Seente kasvu hinnati iga pdev modtes seenemitseeli diameetrit Petri tassil. Joonisel 8 on toodud
iseloomustav pilt erinevatest mitseeli kasvuetappidest. Seeneliigi maksimaalne kasv saavutati, kui
terve tass oli tadis kasvanud ehk kui seenemiitseeli diameeter oli 9 cm. Leiti, et enamus seeni
hakkasid Olleraba peal kasvama. Kedristdlvik ja Sampinjon ei hakanud 2 nadala jooksul kasvama.
Laikvaabik, Siitake, korallnarmik ja hiidvarvik olid liigid, mille kasv Ollerabal oli aeglasem ning nad ei
tditnud inkubatsiooni aja jooksul kogu tassi (Tabel 4). Kuigi ka I6vilakk ei tditnud kogu tassis olevat
Olleraba, algas selle kasvamine varem. Kdige paremini kasvasid austerservik ja roosa servik, mis
katsid kogu Petri tassi juba kiimnendaks pdevaks. Vadaveltorik, lakkvaabik, tiiger-hammaslehik,
libliktagel, roosa servik, austerservik, kollane servik ja I6vilakk alustasid kasvu juba neljandal pdeval
ning nad kdik peale Idvilaka ka taitsid inkubatsiooniperioodi I6puks miitseeliga tassid.

Tulemused on visualiseeritud Joonisel 7, mis iseloomustab hésti erinevate seente kasvukiirust.
Roosa servik, austerservik ja kollane servik kuuluvad Pleurotus sugukonda ja on
valgemadanikseened, mis eelistatult tarbivad ligniini (Abdel-Hamid et al., 2013). Vaaveltorik on
pruunmadanikseen ning libliktagel on valgemadanikseen, mis ei eelista ligniini. Sampinjon on
vOimeline puitu lagundama kuid ei ole valgemadanikseen ning kedristdlvik eelistab vedelsubstraati.
Koik teised kuuluvad valgemadanikseente kategooriasse.

Tabel 4. Seenemitseeli kasv Gllerabal 3 nddala jooksul. M66deti mitseeli diameeter (mm)

Seenemiitseeli kasv, diameeter (mm)

Seeneliigid Pédevad 0 2 4 6 8 10 12 14

. ] 100 1,00+ 1,03+ 220+ 540+ 723+ 9,00 9,00=

Viidveltorik +£0,00 0,00 0,12 0,07 0,06 0,09 0,03 0,00
100 100+ 181+ 325+ 620+ 8,65+ 900 9,00=

Lakkvaabik +£0,00 0,00 0,23 0,09 0,11 0,18 0,12 0,00
1,00 1,00 233+ 324+ 323+ 480+ 728+ 9,00+

Tiiger-hammaslehik ~ +0,00 0,00 0,23 0,10 0,15 0,09 0,06 0,00
100 100+ 275+ 330+ 340+ 505+ 681+ 9,00z

Libliktagel £0,00 0,00 0,24 0,11 0,05 0,14 0,01 0,00
, 100 100+ 187+ 407+ 827+ 900+ 900+ 9,00=

Roosa servik £0,00 0,00 031 0,07 0,07 0,19 0,00 0,00
1,00 100+ 3,13+ 460+ 847+ 9,00 9,00+ 9,00+

Austerservik £0,00 0,00 0,11 0,15 0,04 0,12 0,00 0,00
1,00 100+ 1,56+ 343+ 633+ 7,78+ 9,00 9,00+

Kollane servik +0,00 0,00 0,32 0,11 0,04 0,13 0,00 0,00
1,00 1,00 126+ 213+ 261+ 3,17+ 3,78+ 460+

Lovilakk £0,00 0,00 0,16 0,09 0,06 0,14 0,12 0,15
1,00 1,00 1,00+ 1,00+ 1,00 1,00 1,00+ 1,00+

Kedristolvik +0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
o 1,00 1,00+ 1,00+ 1,00+ 1,00+ 1,00 1,00+ 1,00+

Shampinjon £0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,00 1,00+ 1,00& 1,00+ 220+ 340+ 460+ 580+

Ldikvaabik +0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,13 0,07 0,04
y 1,00 1,00+ 1,00+ 1,00+ 1,40+ 22+ 273+ 333+

Siitake +0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 0,08 0,11 0,10
1,00 1,00+ 1,00& 1,00+ 120+ 200+ 240+ 2,90=

Hiidvarvik +£0,00 0,00 0,00 0,00 0,09 0,01 0,16 0,09
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Seenemiitseeli kasv, diameeter (mm)

Seeneliigid Pidevad 0 2 4 6 8 10 12 14
) 1,00 1,00+ 1,00+ [1,00£ 200+ 350+ 467+ 592+
Korallnarmik £0,00 0,00 0,00 0,00 0,18 0,02 0,09 0,04

Seenemitseeli kasv 2 nadala jooksul (cm)

9.00 Vddveltorik
Lakkvaabik
8,00
) = Tijger-
hammaslehik
=00 Libliktagel
€ Roosa servik
(S)
2 6,00 Austerservik
£
= Kollane servik
§ 5,00
5 Lovilakk
qg) 4
o 4,00 / Hiina kedristolvik
& 4 .
3,00 / Shampinjon
Ldikvaabik
2,00 — Shiitake
100 e Hiidvdrvik
0 5 10 Korallnarmik
Paevad

Joonis 7. Seenemiitseeli kasv dllerabal 2 nadala jooksul (cm)

Joonis 8. Austerserviku seenemlitseeli kasv inokulatsioonist (vasakul) tassi tais kasvamiseni
(paremal).
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4.2. Seenemutseeli kasvu mdju Olleraba koostisele

4.2.1. Seente kasvul vabanenud suhkrute sisaldus

Ollerabas on mitmesuguseid monosahhariide, oligosahhariide ja poliisahhariide. Enim leiduvad
monosahhariidid on tselluloosist vabanev glilkoos ja hemitselluloosist vabanevad ksiiloos ja
arabinoos (Mitri, 2022)

HPLC-ga moddetud nende suhkrute sisaldus AlR-is on toodud Tabelis 5. Vorreldes seentega
fermenteeritud Olleraba fermenteerimata O&llerabaga, on ndha, et ksiloosi sisaldus on
fermenteerimisega suurenenud, arabinoosi sisaldus on aga vahenenud. See voib olla selle t&ttu, et
seened eelistavad arabinoosi. Arabinoosi ja ksiiloosi summa fermenteeritud rabades on ikkagi
suurem kui nende summa fermenteerimata 6llerabas. Antud suhkrute kogusisaldus tdusis kdikide
seentega fermenteeritud dllerabadel peale ldikvaabiku ja Siitake. IImselt on see tingitud ligniini ning
Ollerabas leiduvate suhkrute ja teiste lahustunud substraatide eelistatud kasutamisest nende kahe
seene poolt.

Tabel 5. Hudroliusil tekkinud suhkrute sisaldus &llerabas ja erinevate seentega 6 nadalat
fermenteeritud dllerabas protsentides (g/100 g)

Glitkoos % Ksiiloos % Arabinoos %

Olleraba 27,27 £0,50 19,32+0,55 8,26+0,12
Fermenteeriv seeneliik

Roosa servik 28,53 +0,35 24,63 £ 0,42 7,84 £ 0,02
Ldikvaabik 24,98 +1,14 21,05+0,80 7,15+0,06
Austerservik 29,25 +1,32 21,03+0,37 7,14+0,12
Lakkvaabik 26,38 £ 0,57 24,05+0,16  7,81+0,27
Libliktagel 26,55 +1,15 22,64+092 7,38%+0,16
Korallnarmik 27,57 £0,49 2191+0,87 8,10%+0,19
Siitake 25,21 +0,37 22,41+0,33  6,86+0,06
Védveltorik 28,96 + 0,55 22,23+0,27 7,00 0,09

4.2.2. Ligniini tarbimine

Jooniselt 9 on ndha, et fermenteeritud O&llerabade ligniinisisaldus vorreldes fermenteerimata
Ollerabaga vdhenes, seega antud seened tarbisid dllerabas olevat ligniini. Kdige rohkem ligniini
tarbis Ulekaalukalt Siitake. Samuti lakkvaabik ja ldikvaabik. Kui vaadata Siitake ja ldikvaabiku
poliisahhariidide tarbimist eelnevast tabelist, tuleb valja, et see oli vaiksem kui teistel seentel, ehk
nad voisid eelistada ligniini tarbimist poliisahhariididele. Moned valgemadaniku seened, nagu C.
subvermispora, Phellinus pini, Phlebia spp. ja Pleurotus spp. (austerservikud) delignifitseerivad
puitu, riinnates eelistatavalt ligniini hemitselluloosi ja tselluloosi asemel, jattes alles rikastatud
tselluloosi. Teised valgemadaniku seened, nagu Trametes versicolor (libliktagel), Heterobasidion
annosum ja Irpex lacteus, lagundavad rakuseina komponente aga samaaegselt (Abdel-Hamid et al.,
2013).
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Ligniini sisaldus AIR-is (%)
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Joonis 9. Ligniini sisaldus AlR-is (%) ja ligniini tarbimine erinevate seeneliikide poolt.
4.2.3. Valgusisalduse suurenemine 6llerabas

Valgusisalduse tulemused CHNS anallisaatorist on toodud Tabelis 6. Tabelis on toodud nii
valgusisaldus kuivatatud proovides kui AlR-is. Vorreldes tootlemata Olleraba erinevate
seenekultuuridega labikasvanud 6llerabade proovidega, on selgelt ndha, et valgusisaldus on seente
kasvuga suurenenud. Kérgem valkude sisaldus tuleneb seente biomassi suurenemisest ja 6lleraba
hulga vdhenemisest. Seened sekreteerivad keskkonda ekstratsellulaarseid ensiiime, mis
lagundavad Olleraba. Kdikide kuivatatud proovide valgusisaldus vdorreldes fermenteerminata
prooviga oli 9-15% suurem ning AIR proovide valgusisaldus suurenes kuni 5%, kusjuures
korallnarmiku ja vaaveltoriku puhul pole valgusisalduse suurenemist naha. Kuivatatud proovides on
valgu protsent fermenteeritud Gllerabades suurem, sest seened toodavad proteaase, mis on
[6hkunud valke alkoholis lahustuvateks peptiidideks. AIR-i tegemisel lahustusid need peptiidid
etanoolis ja see fraktsioon eraldati proovist. Kdige enam suurenes valgusisaldus laikvaabiku ja
Siitake proovides, mis toetab Glal toodud hiipoteesi, et nad tarbivad eelistatult ligniini, mida
kasutatakse energeetilisel eesmargil ja ka valgu slinteesiks.
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Tabel 6. Valgusisaldus 6llerabas ja seentega fermenteeritud Gllerabas kuivatatud ja AIR proovides
ja valgu juurdekasv

Valk
(%) SD

Kuiv 21,09 +1,10
Olleraba AIR 22,69 0,62
Fermenteeritud 6llerabad Valgu juurdekasv

Kuiv 35,00 +0,80 13,91
Roosa servik AIR 23,94 +1,59 1,25

Kuiv 36,25 +0,88 15,16
Ldikvaabik AIR 37,22 +0,04 14,53

Kuiv 32,41 +0,22 11,31
Austerservik AIR 25,44 +0,88 2,75

Kuiv 35,06 +2.39 13,97
Lakkvaabik AIR 23,53 +0,34 0,84

Kuiv 34,31 +2,56 13,22
Libliktagel AIR 24,41 +1,69 1,72

Kuiv 31,38 +1,41 10,28
Korallnarmik  AIR 20,31 +1,06 |- 2,38

Kuiv 36,44 +0,18 15,34
Siitake AIR 27,53 £2.78 4,84

Kuiv 30,31 +0,27 9,22
Viidveltorik AIR 22,50 2,47 |- 0,19

4.3. Olleraba ja fermenteeritud &llerabaga rikastatud saiade
omadused

Nagu on naidanud varasemad uuringud (Nacente et al., 2019; Amoriello et al., 2020), on 6lleraba
lisamine pagaritoodetesse (kuni 20% tase) mdjutanud positiivselt kiudainete, valkude ja
aminohapete taset ning vdahendab I8pptoodete kalorisisaldus. Lisaks vdimaldab see suuremat
veeimavust. Siiski on sellel negatiivne mdju |I8pptoote struktuurile, tekstuurile, mahule, varvile,
sensoorsetele omadustele ja tarbija aktsepteerimisele. Seetottu lisatakse seda vaikestes kogustes.
On nédha, et ka selles t66s mdjutas blleraba ja fermenteeritud Olleraba lisamine oluliselt saiade
tekstuuri- ja varviomadusi (Tabelid 7 ja 8).

4.3.1. Tekstuuranallitsi tulemused

Olleraba lisamine muutis saia 9,4% sitkemaks, 13,9% kummisemaks ja 14,2% tugevamaks ning
vahendas taastuvust 4,3%. Vorreldes kontrollproovi fermenteeritud Ollerabaga rikastatud saiaga,

33



muutis raba lisamine saia 19,4%, sitkemaks, 32,4% tugevamaks ja 25,19% kummisemaks ning
vahendas kohesiooni, taastuvust ja elastsust vastavalt 6%, 5,7% ja 8%.

Tekstuurilised muutused olleraba lisamisel tekivad tanu kiudainete sisalduse suurenemisele ning
fermenteeritud Glleraba puhul on muutused veel suuremad tanu suuremale valgusisaldusele.

Tabel 7. Saiade tekstuuriomadused ja muutus vorreldes kontrollprooviga (%)2

Tugevus Kohesioon Taastuvus Elastsus Kummisus Sitkus

100% nisujahu

sai 5,54+0,13 0,83+0,01 0,92+0,01 0,49+0,02 4,6+0,09  4,24+0,05

Ollerabaga
(10%) 6,33+0,74 0,83+0,00 0,88%0,01 0,5+0,00 5,24+0,63 4,64+0,59
rikastatud sai

Muutus (%) | 14,26 - -4,35 2,04 13,91 9,43

Fermenteeritud
Ollerabaga
(10%)
rikastatud sai

7,59£0,98 0,78+0,01 0,87x0,02 0,45£0,01 5,92+0,74 5,14+0,74

Muutus (%) |[32,39 -6,02 -5,68 -8 25,19 19,4

4.3.2. Kolorimeetria tulemused

Saiade virvi ja tumedus hindamiseks vdeti proov saia sisemusest. Olleraba ja fermenteeritud
Ollerabaga rikastatud saiade varviomadused (heledus, punasus ja kollasus) on toodud Tabelis 8.
Rikastamine p&hjustas olulise muutuse varvi tumeduses (100-L). Md&lemas saias muutis lisand saia
oluliselt tumedamaks, kusjuures fermenteeritud dllerabaga sai oli tumedam kui dllerabaga sai.
Tumedus tdusis 27,51 pealt kontrollsaias 49,03 ja 51,82-le vastavalt Glleraba lisandiga saias ja
fermenteeritud Gllerabaga rikastatud saias. Lisandid md&jutasid tugevalt ka punetust (a*), mis téusis
0,82-It vastavalt 5,02-le ja 6,05-le. Kollasus muutus saiades vahe.

Olleraba lisamisest tingitud suurem aminohapete kogus tarklisesegus vdis soodustada Maillardi
reaktsiooni, mille tulemuseks on heleduse vahenemine ja punetuse suurenemine. Tulemused on
kooskdlas varasemate uuringutega (Nocente et al., 2019).
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Tabel 8. Saiade sisemuse kolorimeetrilised naitajad: kontrollproov, Ollerabaga rikastatud sai
(10g/100g), fermenteeritud dllerabaga rikastatud sai (10g/100g). Varviindeksid: Kollane (b*),
pruun, tumedus (100-L) ja punane (a*) + standardhalve. Paremal on fotod antud saiadest.

b* 100-L a*
100% nisujahu
sai

18,51 +0,21 27,51 +0,11 0,82 +0.09
Ollerabaga (10%)
rikastatud sai 19,88 +0,17 49,03 +0,17 5,05 +0.12
Fermenteeritud
oOllerabaga (10%)

rikastatud sai

22,29 +0,18 51,82 +0,13 6,05 +0.18

4.3.3. Sensoorse analuusi tulemused

Sensoorse analiilsi tulemused on toodud Tabelis 9 ning on ndha Jooniselt 10 radari graafikul
naidatuna. Nii dlleraba kui fermenteeritud dlleraba lisamine saiale p&hjustas olulisi erinevusi nii
valjanagemises, aroomis, kui maitses. Eelkdige muutus tumedus (kontrollproovi vaartus: 3,63 ja
Olleraba ning fermeneeritud Ollerabaga saiade vdartused vastavalt 8,04 ning 9,01), aroomi
intensiivsus (kontrollproovi vaartus: 5,12 ja G&lleraba ning fermeneeritud Ollerabaga saiade
vadrtused vastavalt 7,05 ning 8,04), ning maitse intensiivsus (kontrollproovi vdartus: 6,32 ja dlleraba
ning fermeneeritud &llerabaga saiade vaartused vastavalt 7,43 ning 9). Samuti just fermenteeritud
Olleraba puhul méru maitse suurenes (kontrollproovi vaartus: 1,91 ja dlleraba ning fermeneeritud
Ollerabaga saiade vaartused vastavalt 3,89 ning 6,43). Tekstuuri osas hinnati elastsust, murenevust,
pehmust, kleepuvust ning niiskust. On ndha, et need omadused ei hinnatud vaga erinevateks
vorreldes kontrollsaiaga. Poorsusest tuleks vialja tuua, et see suurenes lisades Olleraba ja
fermenteeritud Gllerabaga veelgi ning ka Tabelis 8 nadidatud piltide pealt on ndha, et kiipsetamisel
tekkis fermenteeritud Gllerabaga saia sisse suur Ghutasku. Selle p&hjuseks vdib olla suurem
valgusisaldus fermenteeritud 6llerabas.

Sensoorse hindamise paneeli osalejatelt paluti ka hinnata saiade lldist meeldivust ning 7 hindajat
8st pidas Ollerabaga rikastatud saia aktsepteeritavaks ja 5 hindajat nimetasid seda meeldivaks.
Lisatud marksdnadest kirjeldasid hindajad seda kui huvitavat, head ning mainisid, et Idhn ja maitse
meenutab seemneid ning heina.

Fermenteeritud 6llerabaga saia peeti pigem ebameeldivaks, likski hindajatest ei tarbiks seda ning
I6hna ja maitset kirjeldati kui méru, intensiivne, ebameeldiv ning teistsugune.
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Tabel 9. Valmistatud saiade sensoorsed omadused hinnatud vordlevalt

; Fermenteeritud
Ollerabaga (10%) ollerabaga (10%)
100% nisujahu sai rikastatud sai rikastatud sai
Viljandgemine Tumedus 3,63 =+0,74 8,04 +0,90 9,01 +1,45
Poorsus 5,54 +0,34 6,33 +0,11 6,98 +0,43
Aroom Aroomi intensiivsus 5,12 +£0,56 7,05 +0,34 8,04 £1,91
Hapu aroom 2,05 +0,90 4,32 +0,56 4,32 +£2,06
Tekstuur Elastsus 9,32 +0,43 9,10 +0,92 8,78 +0,43
Murenev 1,09 +1,23 1,98 +0,33 2,00 +1,23
Pehmus 8,09 +2.32 8,04 +1,01 8,66 +1,01
Kleepuvus 4,37 +0,90 3,28 +0,03 3,08 +0,03
Niiskus 5,11 =+0,11 5,03 +0,34 5,12 +£0,34
Maitse Maitse intensiivsus 6,32 +0,09 7,43 =£1,10 9,00 =+0,56
Hapu maitse 2,12 +0,80 3,20 +1,04 4,04 +0,03
Mo6ru maitse 1,91 +1,01 3,89 +0,96 6,43 +0,34
Soolane maitse 3,43 £0,03 4,21 £2,03 5,12 1,10
o ~ Sensoorne hindamine
e Nisujahu 100% sai
Ollerabaga (10%) rikastatud
;?elenerabaga (10%) Tumedus
rikastatud sai  go6lane maitse ~0700 Poorsus
8,00
MOoru maitse 6,00 Aroomi intensiivsus
7,00
Hapu maitse §0 Hapu aroom

a

Maitse intensiivsus Elastsus

Niiskus Murenev

Kleepuvus Pehmus

Joonis 10. Sensoorne hindamine- radari graafik iseloomustab saiade erinevust kontrollproovist
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5. JARELDUSED

Toost voib valja tuua jargmised jareldused:

1. Seente kasvukiirust saab hinnata miitseeli diameetri ning substraadi monosahhariidide ja ligniini
sisalduse mddtmisega.

2. Seenemitseeli kasvatamine Ollerabal tostab selle valgusisaldust (kuni 15% kuivkaalust) ja
vahendab ligniini (kuni 7% kuivkaalust) sisaldust olenevalt seeneliigist.

3. Toos valja tootatud retsepti sensoorsel hindamisel ja analiisil ilimnes, et fermenteeritud dlleraba
lisamisel ilmnevad tarbijatele ebasoositud sensoorsed omadused.

4. Edaspidisel teema uurimisel soovitaks vérrelda ligniini ning pollisahhariidide tarbimist erinevate
inkubeerimisaegadega fermenteerimisel (2, 4, 6 nadalat). Samuti pakuks huvi edasi uurimine, miks
peale fermentatsiooni arabinoosi sisaldus &llerabas vaheneb, kui glikoosi ja ksiloosi
kontsentratsioon suureneb.

5. T66 tulemustest lahtuvalt plstitaksin ka kiisimuse: kas seda kauem fermenteerides paraneb
Olleraba tekstuur ilma ebameeldivate korvalmaitsete, -lohnade tekkimiseta. Siinkohal oleks ka
huvitav sobitada fermenteeritud Glleraba erinevatesse retseptidesse.

Asjakohast kirjandus uurides ilmnes, et eelnevalt on uuritud seente kasvu o6llerabal kuid ei ole
teada, et oleks uuritud nii laia valikut seeneliike 1dbi mitme kasvuparameetri. Lisaks ei ole teada
eelnevatest toodest, mis kajastaksid seentega fermenteeritud Glleraba kasutamist toidus. Seega
antud t60 annab aluse edaspidisteks uurimusteks.
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KOKKUVOTE

Antud magistrito0 peaeesmark oli uurida kuidas kasvavad erinevad so6ogiks kasutatavad
kandseened &llerabal ning kaardistada substraadis tekkinud muutused ja toitevaartuse véimalik
tdus. Selleks uuriti kui palju seente kasvuga tduseb &lleraba valkude sisaldus ja ka kui palju laguneb
ligniini, mis Gllerabas tekitab toidus mittesobivat tekstuuri. Lisaks sellele hinnati t66s 6lleraba ja
fermenteeritud Olleraba lisamise mdju saia retseptuuri labi tekstuuri, varvi ja sensoorse anallilsi.
Eesmark sai tdidetud, seente kasvu donnestus uurida ning tulemustest sai jareldada, et seentega
Olleraba fermenteerimine tdstis selle valgusisaldust. Lisaks sai tulemustest vélja lugeda, et osad
valitud seentest eelistavad ligniini tarbimist.

Tahtsamad tulemused:

- Koik valitud seeneliigid peale kedristdlviku ja Sampinjoni kasvasid &llerabal. Kéige kiiremat kasvu
naitasid laikvaabik, roosa servik, austerservik ja kollane servik.

- Gliikoosi ja ksiiloosi kontsentratsiooni tdus kdikide seentega fermenteeritud ollerebades tuvastati
HPLC analiiiisiga. Huvitav oli, et arabinoosi hulk 6llerabas ei suurenenud. Ligniini tarbimine oli ndha
koikidel valitud seentel, kdige suurem tarbimine toimus ldikvaabikul, lakkvaabikul ning Siitakel.
Seente kasvuga Ollerabal tdusis selle valgusisaldus. Jallegi oli kdige suurem juurdekasv lakkvaabikul,
Siitakel ja ldikvaabikul, lisaks ka roosa serviku ja libliktageli puhul.

- Olleraba ja austerserviku miitseeliga labikasvanud dlleraba jahvatati ning neid jahusid kasutati saia
kiipsetamiseks 10% asendusena nisujahust. Valmistatud saiadele tehti vérdlev sensoorne analiiis,
kolorimeetria ja tekstuuranalliis. Leiti, et modlemad saiad erinesid 100%-lise nisujahuga
kontrollproovist nii varvi kui tekstuuri osas. Tugevus, situs ja kummisus tousid nii 6lleraba kui
fermenteeritud Glleraba saiades, viimases pea kaks korda rohkem kui 6lleraba proovis. Saiade varv
tumenes samuti Olleraba lisamisega ning veelgi fermenteeritud dlleraba lisamisega. Sensoorsed
omadused olid saiadel kontrollproovist vdga erinevad, eriti maitse ja I6hna intensiivsus ning
sensoorsete hindajate paneel hindas fermenteeritud dllerabaga saia pigem ebameeldivaks.

Olleraba on oma kdrge kiudainete ja valkude sisalduse t&ttu potentsiaalne koostisaine
toidutoostuses kuid tanu selle kdrgele ligniini, tselluloosi ja hemitselluloosi sisaldusele on tugeva
struktuuri tottu selle kasutuselevott piiratud. Selles t60s naidati, et seente tahkefaasilise
fermentatsiooniga Gllerabal, saab selle toitevaartust veelgi tGsta valgusisalduse suurenemisega
ning tekstuuri parandada ligniini, tselluloosi ja hemitselluloosi lagundamise kaudu. Kuigi
fermenteeritud Gllerabaga rikastatud sensoorsed omadused olid selles t66s Uldiselt ebasoovitud,
arvab t606 autos, et selle kasutamisel toiduainetes on suur potentsiaal ning edaspidi tuleks uurida
erinevaid to6otlusviise ning toiduaineid, millesse see sobiks ning vOimalusi kuidas valtida
ebasoovitud omadusi.
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SUMMARY

The main goal of this master's thesis was to study how different edible mushrooms grow on
brewer’s spent grain and to map the changes in the substrate and the possible increase in
nutritional value. The goal was achieved, measuring the growth of the mushrooms was successful,
and the results showed that the fermentation of the brewer’s spent grain with mushrooms
increased its protein content. In addition, the results showed that some of the selected fungi prefer
to consume lignin.

Key results:

- All selected mushroom species except Cordyceps militaris and Agaricus bisp. Var. bisporus grew
on brewer’s spent grain. The fastest growth was shown by Agaricus bisp. Var. bisporus, Pleurotus
salmoneo-stramineus, Pleurotus ostreatus and Pleurotus citrinopileatus.

- The increase in the concentration of glycose and xylose was noted by HPLC analysis. Interestingly,
the arabinose concentration of the the brewer’s spent grain decreased. Consumption of lignin was
seen in all selected fungi, with the highest intake occurring on Lentinula edodes, Ganoderma
lucidum and Ganoderma resinaceum. The protein content of brewer’s spent grain was increased by
fungal fermentation. Again, Lentinula edodes, Ganoderma lucidum and Ganoderma resinaceum had
the biggest increase in protein content but Pleurotus salmoneo-stramineus and Trametes versicolor
also showed a considerable increase in protein content of the fermented brewer’s spent grain.

- Unfermented brewer’s spent grain and brewer’s spent grain fermented with oyster mushroom
(Pleurotus ostreatus) mycelium were ground and used to replace 10% of wheat flour in bread. The
prepared breads were subjected to comparative sensory analysis, colorimetry and texture analysis.
Both breads were found to differ in both color and texture from the 100% wheat flour bread. The
strength, smoothness and rubberiness increased in the bread of both the unfermented brewer’s
spent grain and the fermented brewer’s spent grainand the fermented spent grain, the difference
compared to the unfermented version was two-fold. The color of the bread also darkened with the
addition of a brewer’s spent grain and even more with the fermented spent grain. The sensory
properties of the breads were very different from the control sample, especially the intensity of the
taste and aroma, and a panel of sensory evaluators judged the bread with fermented brewer’s
spent grain to be unpleasable.

Due to its high content of fiber and protein, brewer’s spent grain is a potential ingredient in the
food industry but due to its high content of lignin, cellulose and hemicellulose, its use is limited
because of its rigid structure. In this work, it was shown that solid-phase fermentation of
mushrooms in brewer’s spent grain can further increase its nutritional value by increasing the
protein content and bettering the texture by degrading lignin, cellulose and hemicellulose.
Although the sensory properties of the bread, enriched with fermented brewer’s spent grain, were
generally undesirable in this work, there is eason to believe that there is great potential in the food
industry for fungi-fermented brewer’s spent grain and that in the future treatment options and
foods for which it would be suitable should be explored further.
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Tanuavaldused

Antud t606 valmis Eesti Teadusagentuuri rahastusel, ,ResTA —teadus- ja arendustegevuse toetamine
ressursside vaarindamisel” uurimisprojekti: ,, Tahkefaasi fermentatsiooni protsessid toidu tootmise
kaassaaduste vaarindamisel” raames.

Sooviksin tdanada oma igast kiljest toetavat juhendajat Toomas Paalmet. Ta oli alati suureks abiks
nii t66 teoreetiliste kui praktiliste osade juures. Samuti tanaksin kaasjuhendajat Tiina Randlat, kelle
juhendamisel Gppisin laboritehnikat kasutama ning mikrobioloogilisi protokolle tundma ning Allan
Osperti, kes aitas praktiliste kiisimuste lahendamisel.

Tanaksin ka oma kursusekaaslast Karin Veidet, kellega sai ideid vahetada ning kellelt sai alati abi.
Tanaksin ka oma perekonda ja sGpru kes olid alati toetavad ning edasillikkavaks jéuks minu
magistridppe teekonnal.
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LISAD

LISA 1 Sensoorse hindamise leht

Ollerabaga rikastatud sai-1
Fermenteeritud Ollerabaga rikastatud sai-2

Name:

Date:

SENSORY ANALYSIS

Scale: 0...10

APPEARANCE

Color of the inside Assess the color of the inside of the bread according to the scale, light-
dark.

Reference = 5

1 2
Porosity Assess the porosity on the scale, dense — porous.
Reference= 5

1 2
AROMA
Intensity of aroma Intensity of aroma, low intensity — high intensity.
Reference= 7

1 2
Sour aroma Intensity of the sour aroma, low intensity — high intensity.
Reference= 2

1 2
Yeast aroma Intensity of the yeast aroma, low intensity — high intensity.
Reference= 1

1 2
STRUCTURE
Elasticity Recovery of the bread on the scale, no recovery — fast recovery; assess 5 sec after
applying pressure on the bread.
Reference=9

1 2

Crumbling Crumbling of the bread on the scale, no crumbling — lots of crumbling; assess the
number of particles that fall out after tearing the bread.
Reference= 1
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Softness Bite through the soft inside of the bread and assess the force needed; scale hard —

soft.
Reference= &

Adhesiveness Assess the adherence of the bread by chewing a 1.5x1.5 cm piece of bread 5 times
and feeling how much of the bread gets stuck on the teeth; scale low adherence — high adherence

Reference= 4

Moisture
Reference=5

TASTE
Intensity of taste
Reference= 6

Sour taste
Reference=2

Bitter taste
Reference=1

Salty taste
Reference=3

Additional comments (regarding off-flavors or any other distinguishable differences between

samples):

1 2

Assess the moistness of the bread; scale dry — moist.

1 2

Taste intensity — high intensity.

1 2

Intensity of the sour taste, low intensity — high intensity.

1 2

Intensity of the bitter taste, low intensity — high intensity.

1 2

Intensity of the salty taste, low intensity — high intensity.

1 2
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