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Sammanfattning

Sojaokara dr en restprodukt som kommer frén produktion av sojabaserade livsmedel s& som
tofu och sojamjolk. Substratet innehaller betydande néringsdmnen och &r rikt pa kostfiber och
protein. Sojaokara har en begrénsad hallbarhet och medfor utmaningar for fortsatt
anvindning i industrin. Med fokus pé cirkulér livsmedelsproduktion av néringsrik reststrom
ar sojaokara ett attraktivt fokusomrade for forskning. En mojlig metod att forlanga
hallbarheten och utdka anvéndingsomradet for substratet via solid state fermentation (SSF).
Filamentdsa svampar anvinds for att berika substratet med fermentering genom nedbrytning
av substratet och tillvdxt i biomassa, vilket potentiellt kan omvandla ndringsdmnena.

I detta arbete anvinds Aspergillus oryzae for att fermentera sojaokara i syfte att 6ka
proteinhalten samt identifiera och optimera processparameterar for tillvixt och dkad
proteinhalt. Projektet utfors i kolaboration med ett foretag som specialiserar sig pa
fermentering 1 bioreaktorer, samarbete ar baserade pa befintliga principer och diskuteras och
behandlas med handledare och processtekniker pa foretaget. Arbetet gors iterativt efter den
kapacitet som finns tillgdnglig inom de faciliter som foretaget besitter, initialt undersoks
kompatiblitet mellan substrat och befintlig bioreaktors processbehandling. Vidare studeras
parametrar som behandlar substrat matrix, vattenhalt, syreséttning av substrat, kolkélla samt
fermenteringsforlopp. Analysmetod for proteinhalt som anvénts genomgaende dr Dumas-
metoden samt visuell observationer av biomassan.

Resultaten visade att den proccess som anvints 1 befintlig bioreaktor ej kunde appliceras pé
substratet 1 studien, den hoga vattenhalten och kompakta strukturen bedémdes ge ogynsamma
forhéllanden for tillvixt. Modifiering av matrix struktur och stabilitet samt
pastoriseringsmetod for kontroll av vattenhalt resulterade 1 en forbittring av
tillvaxtforhallanden visuellt observerade vid skordetillfille av fermenterat substrat. Efter
diskussion med representant fran foretaget observerades en fortidig sporulering, detta
resulterade i att vetemjol adderades som léttillgéing kolkélla 1 olika mangder och
behandlingsprocesser. Resultaten visade en tydlig 6kning i biomassa vid dkande tillsats av
kolkélla, dar 10-15% tillsatt vetemjol mot blot vikt av okara visade bista resultat. Slutligen
observerades fermenteringsforloppet, dir skord utférdes med intervallerna tva till fem dygn.
Forloppet for samtliga forsok foljde en liknande trend vilket resulterade 1 bésta skordetillfalle
visade sig vara efter fyra dygns fermentering, oberoende av mangd tillsatt kol eller
behandlingsprocess av vetemjolet.

Studien visar att sojaokara har god potential som substrat for SSF med A. oryzae. Resultaten
visar att processparametrar sdsom substratets struktur, vattenhalt, tillgéng till kolkélla och
fermenteringstid har en central roll for att uppnd gynnsamma tillvaxtforhéllanden, 6kad
biomasstillviaxt och férdndring i proteinhalt. Arbetet indikerar dven att optimering av
processer dr en avgorande faktor for att mojliggora effektiv fermentering av sojaokara och for
vidare utveckling av substratet som néringsrik reststrom.

Nyckelord: Sojaokara, solid state fermentation (SSF), A. oryzae, filamentdsa svampar,
proteinhalt.



Abstract

Soy okara is a by-product generated from the production of soy-based foods such as tofu and
soy milk. The substrate contains significant nutrients and is rich in dietary fiber and protein.
Soy okara has limited shelf life, which creates challenges for its continued use in industry.
With a focus on circular food production utilizing nutrient-rich side streams, soy okara
represents an attractive area of research. One possible method to extend shelf life and
broaden the application area of the substrate is solid-state fermentation (SSF). Filamentous
fungi are used to enrich the substrate through fermentation by degradation of the substrate
and biomass growth, which may potentially transform the nutrients.

In this study, Aspergillus oryzae was used to ferment soy okara with the aim of increasing
protein content as well as identifying and optimizing process parameters for growth and
increased protein content. The project was carried out in collaboration with a company
specialized in fermentation using bioreactors. Processes were based on existing principles and
discussed and evaluated together with supervisors and process engineers at the company. The
work was conducted iteratively according to the capacity available within the facilities
possessed by the company. Initially, compatibility between the substrate and the process
treatment of the existing bioreactor was investigated. Furthermore, parameters related to
substrate matrix, moisture content, substrate aeration, carbon source and fermentation
progression were studied. The analytical method used throughout the study for protein
determination was the Dumas method together with visual observations of the biomass.

The results showed that the process used in the existing bioreactor could not be directly
applied to the substrate used in this study. The high moisture content and compact structure
were assessed to provide unfavorable conditions for growth. Modification of matrix structure
and stability, as well as sterilization methods for moisture control, resulted in improved
growth conditions, visually observed at the harvesting stage of the fermented substrate.
Following discussions with representatives from the company, premature sporulation was
observed. This resulted in the addition of wheat flour as an easily accessible carbon source in
different quantities and treatment processes. The results showed a clear increase in biomass
with increasing carbon source addition, where 10-15% added wheat flour based on the wet
weight of okara showed the best results. Finally, the fermentation progression was observed,
where harvesting was performed at intervals between two and five days. The progression of
all experiments followed a similar trend, resulting in the optimal harvesting time being
identified after four days of fermentation, independent of the amount of added carbon source
or treatment process of the wheat flour.

The study demonstrates that soy okara has good potential as a substrate for SSF with A.
oryzae. The results show that process parameters such as substrate structure, moisture
content, availability of carbon source and fermentation time play a central role in achieving
favorable growth conditions, increased biomass growth and changes in protein content. The
work further indicates that process optimization is a decisive factor for enabling efficient
fermentation of soy okara and for the further development of the substrate as a nutrient-rich
side stream.
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Syfte och fragestallning

Syfte

I dagslédget kasseras storre delen av sojaokaran (Vong & Liu, 2016, s. 142). Det dr en
restprodukt fran till exempel sojamjélkstillverkning. Pa grund av okarans héga vattenhalt ar
den vildigt svar att ta vara pa. Genom att fermentera okaran dkar hallbarheten och
ndringsdmnenas biotillgénglighet, vi vill ocksé dka proteinhalten genom att metabolisera
kolhydrater och pa sa sétt 6ka den mikrobiologiska tillvaxten. Tillsammans med Dapibuset
vill vi ta fram ett sétt att fermentera okaran pa som fungerar och som ar tillforlitligt. Nar vi
hittat ett sitt, vill vi optimera det. Tanken &r att det ska kunna anvindas som ett standardiserat
tillvdgagangsitt 1 framtiden.

Fragestallning
1. Gar det att med hjilp av filamentdsa svampar (Aspergillus oryzae) fermentera
sojaokara for att oka proteinhalten?
2. Hur mycket okar proteinhalten?

Sojabona

Ursprung och domesticering

Sojabonan ér en av virldens viktigaste baljvaxter och utgor en central killa till bade protein
och olja, sarskilt inom djurfoder men dven 1 livsmedel for ménniskor (Hartman et al. 2011).
Den odlade sojabonan anses ha sitt ursprung 1 den vilda arten Glycine soja och

domesticeringsprocessen tros har dgt rum i Ostasien for cirka 6000 — 9000 ér sedan (Sedivy
et al. 2017)

Fragan om var domesticeringen skedde har ldnge varit omdiskuterad, men nyare genetisk
forskning har bidragit till en mer detaljerad forstaelse av sojabonans tidiga historia. Ett stort
antal studier pekar pd omradet kring Gula floden (Huanghe) i norra Kina som den mest
sannolika platsen for domesticeringen. Detta styrks av bdde hog genetisk variation hos den
lokala sojabonan och arkeologiska fynd i regionen (Sedivy et al. 2017).

Samtidigt har Yangtzeflodens avrinningsomréde 1 sodra Kina foreslagits som en alternativ
ursprungsplats baserat pa genetiska analyser. Det saknas tydliga arkeologiska bevis frdn
denna region, vilket gor att teorin om ett nordkinesiskt ursprung fortfarande har starkast stod
(Sedivy et al. 2017).

Forskning visar ocksa att domesticeringen sannolikt var en gradvis snarare &n en enskild
héndelse. En mellanform, Glycine gracilis, har fungerat som ett evolutionért steg mellan vild
och domesticerad soja, diar genflode mellan olika populationer har bidragit till utvecklingen
av dagens odlade sojabdna (Sedivy et al. 2017).



Sammanfattningsvis tyder dagens forskning pa att sojabénan har sitt ursprung i Ostasien, med
det starkaste stodet for en domesticering i norra Kina. Samtidigt framstar domesticeringen
som en komplex och langvarig process dar bade genetiska och kulturella faktorer har bidragit
till utvecklingen av den moderna odlade sojabonan.

Anvandning
Sojabdnan ér en av vérldens viktigaste jordbruksgrodor och har haft stor betydelse for bade
matproduktion och jordbrukssystem under lang tid. Dess anvdndning stracker sig fran tidiga

jordbrukssamhaéllen i Asien till dagens globala livsmedelsindustri (Deutsch & Baraibar
Norberg, 2024).

Tidigt odlades soja frémst i Kina, dir den anvidndes som en del av jordbrukets véxtfoljd. En
viktig egenskap hos sojabonan dr att den kan bidra till att forbattra jordens kvaveinnehall

genom symbios med bakterier i rotsystemet, vilket gjorde den virdefull i traditionellt
jordbruk.

Under lang tid var sojabdnan framfor allt en regional groda i Asien (Deutsch & Baraibar
Norberg, 2024). Med tiden utvecklades dock tekniker for bearbetning, sérskilt fermentering
och pressning, vilket gjorde att bonan kunde anvindas mer varierat i matlagning.
Sojaprodukter som tofu och fermenterade livsmedel blev viktiga inslag i flera asiatiska kok.

Nér industrialiseringen tog fart fordndrades sojans roll. Oljan som kan utvinnas ur sojabdnan
borjade anvéndas i storre skala, bland annat till matolja och industriella produkter (Deutsch &
Baraibar Norberg, 2024). Samtidigt uppstod en restprodukt vid oljeutvinning och
livsmedelsproduktion, ofta kallad presskaka eller okara beroende pa process. Denna
restprodukt innehdller mycket protein och fiber och har dérfor anvénts bade som djurfoder
och 1 vissa fall som jordforbéttringsmedel.

Under 1900-talet 6kade sojans globala betydelse kraftigt. USA blev en stor producent och
odlingen expanderade ytterligare nér sojabonan visade sig fungera vil i storskaliga
jordbrukssystem, sérskilt 1 kombination med majsodling (Deutsch & Baraibar Norberg,
2024). Under andra vérldskriget fick soja ocksé en viktig roll som billig och naringsrik
proteinkélla.

Efter kriget véxte efterfrdgan pa animaliska produkter, vilket gjorde soja till en central
ingrediens i1 djurfoderindustrin. I dag anvinds en mycket stor del av den globala sojaskdrden
till foderproduktion, vilket har bidragit till méjligheten att producera billigt kott 1 stora delar
av virlden.

Under senare decennier har odlingen fordndrats ytterligare genom avreglering av handel och
utveckling av genetiskt modifierade sorter. Detta har gjort det mojligt att odla soja i storre
skala och 1 nya regioner, sdrskilt 1 Sydamerika, som 1 dag ar ett av de storsta
produktionsomrddena. Samtidigt har expansionen av sojaodlingar bidragit till fordndringar i
markanvindning, dir naturliga ekosystem 1 vissa omraden har ersatts av jordbruksmark
(Deutsch & Baraibar Norberg, 2024).



Okara

Naringsmassig sammansattning

En begriansning for industriell anvindning av okara &r dess hoga vattenhalt, vilket leder till
snabb forsdmring och kort hallbarhet. Samtidigt innehéller okara betydande mingder
kostfiber, protein och kolhydrater. De vanligaste fettsyrorna i okara dr linolsyra, palmitinsyra,
stearinsyra och oljesyra (Asghar et al., 2023).

Okara innehéller &ven mono-, oligo- och polysackarider, sa som arabinos, glukos, galaktos,
raffinos och stirkelse. Vidare innehéller okara fytokemikalier, vilka &r bioaktiva &mnen som
forekommer naturligt i véxter. Bland dessa aterfinns ligniner och isoflavoner, vilka kan
fungera som antioxidanter samt bidra till att forebygga hjart- och kéirlsjukdomar och
potentiellt verka kemopreventivt vid cancerutveckling (Asghar et al., 2023).

Okara dr dessutom en kélla till flera mineraler, sdésom Ca. Fe, Cu, P och Zn (Asghar et al.,
2023). Den nédringsméssiga sammanséttningen kan variera beroende pa sojabdnans ursprung
och odlingsforhéllande.

Innehéllet av kostfiber ar hogt, vilket dr kopplat till flera hilsoframjande effekter. Okara
innehaller framst oldsliga kostfiber och 1 mindre utstrickning 16sliga fiber. Genom olika
behandlingar, exempelvis fermentering, kan andelen 16sliga kostfiber 6ka (Asghar et al.,
2023).

Hur sojan odlas och hur den processas paverkar okarans innehall och struktur (Asghar et al.,
2023).

Bioaktiva @mnen

Okara innehéller en rad bioaktiva komponenter, sdsom fenoler och isoflavoner, vilka bidra till
sojans hilsofrimjande egenskaper. Halten av dessa komponenter paverkas av bade
extraktionsmetod och processtemperatur (Asghar et al., 2023).

Vid fermentering av okara produceras enzymet B-glukosidas av mikroorganismerna. Enzymet
bryter ner glykosidbundna bioaktiva &mnen genom att spjélka bort deras sockerdelar. Nar
sockerdelen avldgsnas bildas s kallade aglykoner. Dessa former dr mer biotillgéingliga, vilket
innebadr att kroppen léttare kan ta upp och anvinda @mnena. Fermenteringen kan dérfor
forbattra okarans niringsméssiga och funktionella egenskaper genom att 6ka tillgéngligheten
av bioaktiva komponenter, exempelvis isoflavoner (Asghar et al., 2023).

Bland de bioaktiva &mnena i okara finns det genistein, daidzein och glycitein, vilka &r
véxtostrogener. Sarskilt isoflavoner har kopplats till potentiella hidlsofoérdelar, séssom minskad
risk for hjart- och kirlsjukdomar, cancer och benskdrhet, samt forbittrad matsméltning
(Asghar et al., 2023).



Strukturell uppbyggnad

Mikroskopiska analyser har visat att okara har en grov, pords och oregelbunden
mikrostruktur. Denna struktur dr kopplad till dess hdga innehall av kostfiber, frimst cellulosa,
hemicellulosa och lignin (Asghar et al., 2023). Dessa strukturella egenskaper bidrar till hog
vatten- och fettbindningsforméga, vilket gor okara till hygroskopiskt och paverkar dess
funktionella egenskaper 1 livsmedelsystem.

Processer som fermentering kan fordndra okarans kemiska och strukturella egenskaper. Dessa
fordndringar tyder pd att bland annat fiberns struktur dndras, vilket i sin tur kan paverka
okarans funktionella egenskaper och dess anvandning i livsmedel (Asghar et al., 2023).

Okara idag

Den arliga produktionen av sojaokara dr ca 14 miljoner ton globalt och det mesta kasseras pa
grund av svarigheterna med att férvara den (Vong & Liu, 2016). Sojaokara anvinds idag till
bland annat djurfoder och biogas, men dven vid framtagning av nya livsmedel och vid
tillverkning av traditionella livsmedel som tempeh. Sojaproduktionen spas 6ka med 3,3%
arligen fran 2025 till 2030 och med den 6kningen kommer ocksa en 6kning av méngden
sojaokara (Rohrer et al., 2025).

Livsmedelsproduktionen berdknas behdva 6ka med 60% fram till 2050 for att f6lja behovet.
Att forddla sojaokara sa den gar att anvénda i eller som ménsklig foda hade varit ett stort steg
i rétt riktning (Rohrer et al., 2025).

Aspergillus oryzae

Aspergillus oryzae dr en aerob filamentds svamp som tillhor sektionen Flavi inom sléktet
Aspergillus (Gomi, 2014). Denna grupp omfattar bade arter som anvands inom
livsmedelsindustrin och arter som kan orsaka Aspergillus problem inom jordbruk och
livsmedelssidkerhet. Exempelvis kan Aspergillus flavus och Aspergillus parasiticus bilda
aflatoxiner, vilka ar starkt toxiska och cancerframkallande &mnen. Trots att 4. oryzae ér nédra
besldktad med dessa arter saknar den formégan att producera aflatoxiner och har dérfor lange
anvints vid framstillning av fermenterade livsmedel. Aven Aspergillus sojae, som anvinds
vid produktion av bland annat sojasés, delar denna egenskap (Gomi, 2014).

Svampen forekommer naturligt i jordmiljoer och pa olika véxter, men forknippas sdrskilt med
ris (Oryza sativa), vilket ocksé har gett upphov till artnamnet oryzae. For optimal tillvaxt
kraver 4. oryzae aeroba forhdllanden och temperaturer omkring 32-36 °C (Gomi, 2014).
Tillvaxt har ddremot inte observerats vid temperaturer 6ver 44 °C. Det optimala pH-
intervallet ligger mellan 5 och 6, men sporerna kan gro inom ett betydligt bredare pH-
omréde. Arten dr dessutom relativt tolerant mot lag vattenhalt och har visats kunna véxa 1
substrat med begrédnsad tillgang till vatten, exempelvis majsmjol med cirka 16 %
vatteninnehall. Generellt krdvs en vattenaktivitet (aw) 6ver 0,8 for att svampen ska kunna
viaxa (Gomi, 2014).



Solid state fermentation (SSF)

SSF ér en uraldrig process diar mikroorganismer tillats vixa pa ett fast medium utan tillgang
till vétska. Det har hittats bevis pa anvindning av SSF vid brodbakning i Egypten redan 2600
f.Kr (Yegin, 2025). Idag &r det en ganska vanlig metod att anvinda for att bereda livsmedel,
den anvénds Over hela vérlden pa olika sitt. I Kina anvénds den for att framstélla koji som
enkelt uttryckt dr fermenterat ris, i Indonesien och Malaysia anvénds det till tempeh som ar
fermenterade sojabonor, miso i Japan som dr en fermenterad sojabonpasta, ogi 1 Véastafrika
som &r en fermenterad grét gjord pa majs, durra eller hirs samt tarhana 1 Turkiet som dr en
blandning av korn och kdrnmjolk som fatt fermentera och sedan torkats.

Det vixande intresset for SSF som process for att forddla véxtbaserade reststrommar har dkat
den senaste tiden (Yegin, 2025). Det &r sjédlva processen som &r av intresse pd grund av sin
forméga att gora hilsofrimjande &mnen mer tillgingliga i olika reststrommar. Med hjélp av
SSF vill forskare ta fram ett mer hilsosamt sitt att dta pa, genom att pa olika vis inkorporera
mer hilsosamma bioaktiva dmnen i manniskors dieter. Detta for att minska risken for diverse
kroniska sjukdomar som diabetes och hjért- och kérlsjukdomar (Yegin, 2025).

Produkten som man fér kan torkas och anvdndas som substitut i olika livsmedel och pa sa vis
far man in de hdlsosamma bioaktiva &mnena i vardagen.

Det anvinds olika stammar av mikroorganismer beroende pa vilken produkt det dr. Det ar
enzymerna som de olika stammarna producerar som dr de viktigaste metaboliterna som bildas
av mikroorganismerna, och bidrar till onskade sensoriska egenskaper 1 de olika produkterna.
Olika svampstammar &r de vanligaste mikroorganismerna som anvéinds vid SSF, frimst
filamentdsa svampar som véxer som hyfer och bildar mycel (Yegin, 2025). Det 4r dessa
svampars formaga att viixa pa ytan och sedan tringa in i substratet for att nd néringen, som
gor de sé framgangsrika i SSF (Yegin, 2025).

Enligt studier har 4. oryzae anpassat sig efter forhdllanden under SSF, vilket gor att glaB
genen 1 4. oryzae finns tillgénglig i stor omfattning under just SSF. Det dr denna gen som
ansvarar for produktionen av enzymet glukoamylas, som 1 sin tur spjdlkar komplexa
kolhydrater till enkla sockerarter som 4. oryzae i1 detta fall sen kan anvéinda som energi
(Yegin, 2025).
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Dapibuset

Dapibuset dr ett relativt nystartat foretag, startat av Lidia och Micael. De kénner varandra
sedan langt tillbaka och har jobbat mycket tillsammans. Efter en noggrann analys av
marknaden sag de ett behov av att ta vara pa de enorma reststrommar livsmedelsindustrin
producerar. Deras idé gar ut pa att ta vara pa reststrommen dér reststrommen uppstér. Tanken
ar att de ska kunna ta vara pa sin egen reststrom och med hjilp av fermentering sjalv, till
exempel producera ett naringsrikt foder till sina djur.

Ta vara pa reststrommar dr nagot som fler behdver gora. Dér vill Dapibuset hjélpa till med sin
innovation. Bioreaktorn installeras och stélls in efter kundens behov for deras specifika
reststrom, vilket gor det till en individuellt anpassad process som &r optimerad for exakt de
forhédllandena som kunden kriver. Dapibuset dr unika med sin idé och jobbar stindigt for att
sl sig in pa nya marknader.

Processen har ménga fordelar, inte bara for den som anvénder sig av den utan dven for
samhdllet 1 stort. Den forddlar en reststrom, minskar CO»-utslédpp, ersitter soja, kortar ner
supply chain, gor reststrommen mer biotillgidnglig, hdjer naringsvarde och proteinhalt samt
bidrar till en mer resilient livsmedelsproduktion.

2024 var den forsta Dapibuset enheten fardig for anvandning. 2025 expanderade foretaget
och produktionen av fermentorer flyttade in i storre lokaler samt att en uppgraderad version
med storre kapacitet stod fardig.

Tanken bakom fOretaget &r att ta vara pd en reststrom och av den producera bade djurfoder
och livsmedel. Foretaget utvecklas standigt och arbetar konstant med produktutveckling och
forskning for att hitta nya sétt att anvénda tekniken pé. Sojaokara dr en ravara som har stor
potential men dr svar for industrin att ta vara pa.

Sjdlva processen gér ut pa att genom solid state fermentering 6ka proteinhalten,
biotillgdngligheten och néringsvérdet pd en oanvénd rdvara som finns i 6verflod.

Pa FoodTech Forum 2025 tog Dapibuset hem priset for ”Company of the year”. Det ér
Sveriges storsta FoodTech event. Dar samlas foretag och ménniskor som alla ligger 1
framkant vad giller innovation och framéttdnkande. Det handlar om allt frdn nya innovativa
ingredienser och cirkulér produktion till smarta digitala verktyg och framtidssékrade
forpackningar.

Att deras 1d¢ bidrar till cirkularitet 1 livsmedelskedjan och minskat matsvinn gav Dapibuset
en andra plats i Rosewood Seeds: Sustainability in Food competition 2025. Det &r en
internationell tdvling for foretag som fokuserar pa just cirkularitet och minskat matsvinn.

11



Material & Metod

Maltlosning

Utrustning:

10 ml provror

Rorstall

Dispensette S

Erlenmeyerkolv

Magnetisk omrdrningsstav
MST Magnetic Stirrer (VELP Scientifica)
SHP Steriltechnik AG autoklav
SILEX 2BS vattenfilter

Malt

En 3% (w/v) maltldsning framstélls genom tillsatts av malt samt filtrerat vatten i en
Erlenmeyerkolv, volym baseras efter behov. Magnetisk omrorningsstav placeras i kolven och
omrdrning sker tills 16sningen &r visuellt homogen. Provror placeras i ror stéll, varpd 16sning
pippeteras med 5 ml i provror och f6ljs av att locken skruvas at. Rorstillet placeras i autoklav
och autoklaveras enligt program pa 121 °C i1 20 minuter, for att sterilisera medium for
inokulering. Efter process inokuleras prov efter de svalnat, eller s& forvaras prov i kyl (6°C)
fram till anvindning.
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Fermenteringsprocess

For att skapa gynnsamma tillvaxtforhillanden och anpassning for de filamentdsa svampar
genomfors en successiv tillviaxt. Fermenteringsprocessen delas in i tre faser: inokulering i
provror for liquid fermentation (LF), uppskalning i Erlenmeyerkolv fortsatt LF samt slutligen
solid state fermentation (SSF) 1 substrat.

Rorinokulering

Utrustning:

BWR ULT Freezer, Model 350

UniSkill dragskép

VWR Incubation Orbital Shakers, Model 50001
Starterkultur for filament av 4. oryzae

UniSkill dragskap desinficeras genom avtorkning med etanol foljt av UV behandling i cirka
tio minuter fore inokulering, flékt startas innan anvindning. Samtliga foremal som anvands i
aseptiska forhallanden desinficeras med etanol fore anvandning. Ampull innehallande
filament av A. oryzae hdamtas ur BWR ULT Freezer en kort stund innan inokulering for
upptining. Med hjélp av inokulerings 6gla overfors filament av 4. oryzae ur ampull och
adderas 1 respektive provror av steril maltlosning under aseptiska forhéllanden. Provror
inkuberas sedan i1 Orbital Shaker vid 30°C och 165 rpm i tre dygn. Tillvéxt konstaterades
genom observation av vit filmantds mycelbildning i 16sningen.

Starterkultur av 4.oryzae tillverkas av personal pé foretaget och gors enligt samma princip
som for rorinokulering men maltldsning kompletteras med frysmedium for forvar adderade
kemikalier till detta &r tri-sodiumcitrat dihydrat, magnesiumsulfat heptahydrat samt glycerol.
Sporer av A.oryzae ér inkdpta via fermentationculture.eu.

Inokulering av E-kolv
Utrustning:

UniSkill dragskap

Erlenmeyerkolv 250ml

Bomullsplugg

Aluminiumfolie

glasflaska for autoklavering

SILEX 2BS vattenfilter

VWR Incubation Orbital Shakers Model 50001
Grahamsmjol

Fyra gram grahamsmjol tillsétts till vardera 250 ml Erlenmeyerkolv. Kolvarna forsluts med
bomullsplugg och ticks med aluminiumfolie for att minska kondensbildning 1 bomullsplugg
under autoklavering. Glasflaskor fylls med vatten fran SILEX 2BS vattenfilter och forslots
16st med kork fixerad med autoklavtejp. Erlenmeyerkolv och glasflaska autoklaverades vid
121°C och 20 minuter, efter autoklavering ldmnas de att svalna i rumstemperatur.
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Dragskap desinficeras fore inokulering genom avtorkning med etanol f6ljt av UV-
sterilisering 1 cirka tio minuter. Samtliga foreméal som anvénds i aseptiska forhallanden
desinficeras med etanol fore anvindning.

Till respektive Erlenmeyerkolv innehéllande grahamsm;j6l tillsdtts 100 ml sterilt vatten.
filament fran tva av de tidigare forberedda provroren av A. oryzae Sverfors aseptiskt med
inokulerings 6gla i respektive kolv. OBS Bomullsplugg avldgsnas enbart tillfalligt vid
adderande av vatten och inokulum och aterplaceras omedelbart for att minimera risk for
kontaminering. Erlenmeyerkolv inkuberas dérefter i Orbital Shaker vid 30°C och 165 rpm
under tre dygn tills filament mycelbildning observeras i vétskekulturen.

Fermentering
Utrustning:

Bagare

Plastbox med lock

Metall sil for luftflode

Luftslang och kopplingar

Kompressor

Luftflodesmaitare

Inokulum av Aspergillus oryzae

Substrat (Sojaokara, risfiber och vetem;jol)

Substrat végs in enligt de experimentella parametrar som undersoks och adderas till bigare
som ticks med aluminiumfolie. Bdgarna autoklaveras vid 121°C i 20 minuter for
pastorisering av substratet.

Strax fore avklarad autoklavcykel desinficeras fermenterings kérl och tillhorande
komponenter genom avtorkning med etanol for aseptisk hantering. Efter autoklavering
adderades 750g varmt substrat 1 fermenteringskérl som dérefter forslots. Kérlen anslots till
lufttillforsel via kompressor for att upprétthalla ett positivt lufttryck och ddrmed minska
risken for kontaminering. Fermenteringskérl med substrat far darefter svalna ned till cirka
30°C fore inokulering.

Lufttillforseln kopplades dérefter tillfélligt bort och fermenteringskérlen 6ppnades
individuellt. Cirka hélften av vatskekulturen fran en Erlenmeyerkolv tillsattes till respektive
fermenteringskérl och blandas forsiktigt for en jamn fordelning av inokulum 1 substratet.
Homogenitet efterstridvas ej utan snabb inokulering genomf6rdes for minimal kontaminerings
risk. Fermenteringskarlen forslots omedelbart efter inokulering.

Karlen éteransluts darefter till lufttillfdrseln och flode justeras till X L/min beroende pé de
parametrar som undersoks. Fermentering genomfordes mellan 2—5 dagar baserat pd de
parametrar som undersoks.
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Torrsubstans

Utrustning:

Aluminium formar

Ugn

Mettler PE 160 Microgram vag

Aluminiumformar mérks och végs fore analys. Direfter vigdes cirka tre till fem gram
substrat in i respektive form, samtliga vigningar utfors med tre decimalers noggranhet med
Mettler PE 160 vag och analys gors i triplikat.

Prover torkas i ugn pa 103°C i minst 18 timmar. Efter torkning fick proverna svalna till
rumstemperatur innan de pa nytt viags in for att bestimma torrsubstans.

Torrsubstanshalt berdknas enligt:
Kalkyl: TS% = (Morr/myar) * 100

Myorr motsvarar provets vikt efter torkning och mys motsvarar provets ursprungliga vikt.
Medelvérde berdknas fran de tre triplikaten.

Kvaveanalys for protein
Utrustning:

Mettler AE 163 vag

ThermoFisher asparaginsyra

Tennkapslar

Pincett

Kapsel press

Mortel

Sil

Flash EA 1112 series Elemental Analyzer (Thermo Finnigan, Italien)

Substrat torkades enligt metod for bestdmning av torrsubstans innan vidare analys. De

torkade proverna mals med mortel homogent vilket foljs av siktning genom sil for att erhélla

jamn partikelstorlek anpassad for analys.

Total kvdvehalt bestims genom Dumas-metoden med hjélp av en Flash EA 1112 series
Elemental Analyzer (Thermo Finnigan, Italien). Metoden bygger pa forbranning av provet
dér organiskt bundet kviave omvandlas till kvivgas som dérefter berdknas av instrumentet.
Den kalibrerade kvévehalten anvinder sig av berdkning av réproteinhalt 6,25 enligt Jones-
faktorn som standard for analysmetoden. Instrumentet startas och forvarms enligt
tillverkarens instruktioner tills arbetstemperatur uppnatts. Efter uppvarmning och
genomforande av “Leak test” aterstdlls kalibreringsfaktorer for att sékerstilla korrekta
analysforhdllanden, Kalibrering utférs med asparginsyra enligt instruktioner. Cirka 25 - 50
mg prov vigs in i tennkapslar med en decimals noggrannhet och provméngder registreras
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manuellt 1 instrumentets mjukvara. Var tionde prov markeras med en kontroll kapsel med
asparginsyra for att faststidlla en avvikelse pa max + 0,1 fran utgangsvardet pa 10,52.

Metod for optimering av substrat och fermenteringsforutsattningar

Undersokning av substratets [dmplighet och processforutsiattningar genomfordes utifran
parametrar som foretaget arbetar med i den befintliga fermenteringsprocessen. Utvarderingen
utfordes stegvis och en parameter justerades i taget for att identifiera dess paverkan pa
substratets forutsattningar for tillvixt av A. oryzae. Parametrar undersoktes i foljande
kronologisk ordning:

Initial bedomning av substratets applicerbarhet i befintlig process

Inledningsvis undersoktes mojligheten att applicera substratet direkt i den befintliga
fermenteringsprocessen for att bedoma dess kompatibilitet med befintlig utrustning och
processutformning. Substratet pastoriseras genom tillsats av tvé delar kokande vatten till en
del substrat, foljt av dranering efter 30 minuter. Efter avsvalning inokuleras substratet under
aseptiska forhallanden enligt fermenteringsprocessens etablerade forutséttningar.

Justering av substratstruktur genom tillsatts av risfiber

For att forbattra substratets struktur och mojliggora dkad syretillforsel tillsattes hela risfiber
till substratet. Syftet ar att skapa en mer luftig struktur i substratet dér fibrerna bidrar till att
skapa fler luftfickor, vilket forvantas forbéttra luftgenomstromningen under fermentering.
Maingden tillsatt risfiber baseras pa substratets visuella struktur med utgdngspunkt att fibrerna
skall bidra med ett Oppnare substrat, cirka 50-55g adderades bilaga 1.

Justering av vattenhalt och pastériseringsmetod
Pastoriseringsmetod modifieras for att undersdka hur substratets vattenhalt paverkar
fermenteringsforutsittningarna. Tvd metoder jamfors:

- Autoklavering av okara, dér substratets ursprungliga vattenhalt bibehalls.
- Pastorisering 1 varmluftsugn, vilket reducerar substratets vatteninnehéll genom
avdunstning.

Syftet ar att identifiera ett vatteninnehdll som mojliggor tillracklig syretillforsel for en god
tillvaxt, samtidigt som ett for torrt eller vatt substrat undveks.

Justering av syretillforsel under fermentering

Syretillforseln under fermenteringsprocessen justerades for att undersoka dess paverkan pa
tillvixtformégan hos 4. oryzae i substratet. Detta justeras med en luftflodesmitare som maéter
antal liter luft per minut som adderas till fermenteringen. Tva luftfléden undersoktes,
0,5L/min samt 1L/min.

Tillsatts av ldttillgdnglig kolhydratkdlla

For att undersoka om tillgénglig kolkilla &r tillrdcklig eller paverkar fermenteringsforloppet
adderades vetem;ol till substratet som kolkélla. Tvé olika tillsatsnivéer av vetemjol,
berdknade som procent av okarans vatvikt undersoktes.
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1. Adderas fore pastorisering
2. Adderas efter pastorisering under aseptiska forhéllanden

Mingd vetem;jol dr fem, tio och 15% av substratets vatvikt. Syftet ar att undersoka om
tillsatts metod och méngd paverkade tillvaxtforutsdttningarna.

Tider att skérda boxar
Boxarna skordas vid olika tidpunkter for att f6lja utvecklingen 6ver tid och identifiera

optimala skordetillfallen. Skord utfors efter tva, tre, fyra och fem dygns fermentering.
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Resultat

Initieringsforsok
Bla stapel 1 Figur I representerar proteinhalt i substratet efter inokulering och fore

fermentering. Gron stapel representerar proteinhalt efter tre dygns fermentering enligt
foretagets befintliga process.

Fermentering enligt befintlig process

25,00

20,00
© 15,33 16,31
= 15,00 = I
£
g
2 10,00
2
=2

5,00

0,00

Fore Fermentering Efter Fermentering

Figur 1. Fermenteringsprocess i enlighet med foretagets befintliga rutiner.

Resultatet visar en begridnsad 6kning i1 proteinhalt frdn 15,33% fore fermentering till 16,31%
efter tre dygns fermentering, motsvarande cirka en total 6kning pa en procentenhet. Den
begransade fordandringen indikerar att fermenteringsforhéllanden inte resulterar i en storre
biomassackumulering under den undersokta perioden. Detta stdds dven av den visuella
beddmning av substratet dir ingen tydlig fordndring i tillvdxt av biomassa observerades
bilaga 1.

Relativ 6kning %
25,00

20,00
15,00

10,00

Proteinhalt i %

6,40
5,00

0,00
F2 - pressad EF

Figur 2. Den relativa 6kningen av proteinhalt efter fermentering, enligt vedertagen fermenteringsprocess
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Den relativa fordndringen 1 proteinhalt efter fermentering presenteras i Figur 2. Resultatet
visar en begrinsad okning i proteinhalt efter tre dygns fermentering jimfor med initial
proteinhalt fore fermentering, resultatet gav en relativ 6kning pa 6,4%. Den observerade
okningen indikerar att fermenteringen bidrog till en viss ackumulering, dock ar férdandringen
begransande under de undersokta forhallandena.

Pastoriseringsprocess & luftflode

Forhéllanden relaterade till syretillforsel i substratet undersoktes genom modifiering av
pastoriseringsmetod och luftflode under fermenteringsprocessen. Pastorisering utfors genom
varmluftsbehandling pé substratet for att reducera vattenhalt och for att avddda potentiella
mikroogranismer. Parametern som fordndras under fermenteringen var luftflodet till
fermenteringskarlet dar tvé floden jamfordes: 1L/min respektive 0,5L/min. Bla stapel 1 Figur
3 representerar proteinhalt fore fermentering och gron stapel representerar proteinhalt efter
fermentering.

Analys av syretillforsel ugn
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Figur 3. Okning av protein visat i procentenheter, analys av syretillforsel, pastoriseringsprocess i ugn, felstaplar
representerar variation mellan replikat.

Resultatet visar en begridnsad dkning i proteinhalt efter fermentering for bada luftflédena. For
1L/min 6kade proteinhalten fran 18,48% till 19,50% medan 0,5L/min 6kade fran 18,77% till
19,72%. Skillnaden mellan luftflédena &dr begransad och ingen tydlig ackumulering
observeras mellan de undersokta luftflodena. Resultaten indikerar att fordndringen i
luftflodena med pastoriseringsprocessen inte ger naigon markant paverkan pa proteinhalten
for fermenteringsforhallandena.
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Relativ 6kning %
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Figur 4. Den relativa okningen av proteinhalt efter fermentering, analys av syretillforsel, pastoriseringsprocess i ugn.

Den relativa 6kningen av proteinhalt presenteras i Figur 4. Resultaten visar liknande relativ
okning mellan de undersokta luftflodena dir 1L/min resulterade i en 6kning pa 5,23% medan
0,5L/min resulterade i en 6kning pa 5,09%. Resultatet indikerar att fordndringen av luftflode
mellan 0,5L/min och 1L/min med pastdriseringsprocessen inte gav ndgon tydlig skillnad 1
relation till ackumulerat protein for de undersokta fermenteringsforhallandena.

Forhallanden relaterade till syretillforsel 1 substratet undersoktes genom modifiering av
pastoriseringsmetod och luftflode under fermenteringsprocessen. Pastérisering utfors genom
autoklavering av substratet for att avdoda mikroorganismer samtidig som substratets
ursprungliga vattenhalt bibehélls. Parametern som fordndras under fermenteringen var
luftflodet till fermenteringskarlet dér tva floden jamfordes: 1L/min respektive 0,5L/min. Bla

stapel 1 Figur 5 representerar proteinhalt fore fermentering och gron stapel representerar
proteinhalt efter fermentering.

Analys av syretillforesel autoklav
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Figur 5. Okning av protein visat i procentenheter, analys av syretillforsel, pastoriseringsprocess i autoklav.
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Resultatet visar en begrdnsad 0kning av proteinhalt efter fermentering for bada luftflodena.
For 1L/min 6kade proteinhalten fran 19,57% till 21,38% medan 0,5L/min 6kade frén 19,5%
till 20,99%. Skillnaden mellan luftflédena dr begransad och ingen tydlig ackumulering av
protein observeras mellan de undersokta luftflodena. Daremot observerades hogre proteinhalt
efter fermentering jamfort med motsvarande forsok dir pastorisering utfordes genom
varmluftsbehandling Figur 3. Resultaten indikerar att autoklavering och bibehéllen vattenhalt
kan bidra till mer gynnsam tillvéxt for 4. oryzae. Visuell bedomning visade en
biomassatillvixt for det autoklaverade substratet Bilaga 2, 3.

Relativ 6kning %
25,00
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10,00 8,44

Proteinhalt 1 %
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0,00
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Figur 6. Den relativa dkningen av proteinhalt efter fermentering, analys av syretillforsel, pastoriseringsprocess i autoklav.

Den relativa 6kningen av proteinhalt presenteras 1 Figur 6. Resultaten visar en 6kning for de
undersokta luftflodena dir 1L/min resulterade i en 6kning pa 8,44% medan 0,5L/min
resulterade i en 6kning pa 6,87%. Trots den hdgre relativa proteindkningen i 1L/min valdes
0,5L/min vid vidare processutveckling. Beslutet baserades pa visuell bedomning av substratet
under forsoksforloppet dar 0,5L/min pavisade tydligare biomassatillvixt Bilaga 2,3. Dumas-
analys genomfordes forst vid ett senare tillfille under projektets gang och resultaten var
darfor inte tillgidngliga vid tidpunkten for val av parametrar. Resultatet indikerar att
forandringen av luftflode mellan 0,5L/min och 1L/min med pastoriseringsprocessen inte gav
ndgon tydlig skillnad i relation till ackumulering protein for de undersokta
fermenteringsforhillandena. Det observerades dédremot en tydligt hogre biomasstillvaxt for
det autoklaverade substratet 1 jamforelse med det varmluftsbehandlade substratet Bilaga 2,3.
Vilket indikerar mer gynnsamma forhéllande vid bibehéllen vattenhalt.
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Tabell 1Medelvirde av vattenhalt for olika steriliseringsmetoder

Vattenhalt medelvéarde i % Fore fermentering Efter fermentering

Forsok 2 pressad efter ferm 86,7
Forsok 3 ugn 1L/min 72,6 70,1
Forsok 3 ugn 0,5L/min 68,3 71,9
Forsok 3 autoklav 1L/min 77,8 79,2
Forsok 3 autoklav 0,5L/min 78,2 79,2

Informationen i tabell I beskrivs forhallandena i1 vattenhalt utifran pastoriseringsprocessen
fore och efter fermentering.

Tillsats av lattillganglig kolhydrat

Tillsatts av lattillgdngliga kolhydrater undersoktes tillsammans med metod for tillsatts till
substratet. Vetemjol anvandes som lattillgidnglig kolkilla och jamfordes mellan tvé
tillviagagangssitt. I det forsta forsdket pastoriserades vetemjol separat genom autoklavering
innan det tillsattes till det sterila substratet. Vid andra tillvigagangssittet tillsattes vetemjolet
direkt till substratet fore pastorisering. Méngd tillsatt vetemjol ar fem procent av okarans vata
vikt i fermenterings kérlet. Den bld stapeln 1 Figur 7 representerar proteinhalt fore
fermentering och den grona representerar proteinhalt efter fermentering.

Analys av mjol som tillsatt kolhydrat 5%
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Figur 7. Okning av protein visat i procentenhet, analys av 5% tillsatt kolhydrat.

Resultatet visar en begrdnsad 0kning i proteinhalt for badda metoderna. For vetem;jdl tillsatt
efter pastorisering 6kade proteinhalten fran 17,43% till 17,63%, medan vetemjol tillsatt fore
pastorisering okade fran 17,10% till 17,89%. Resultatet indikerar att tillsatts av fem procent
vetemjol gav begriansad ackumulering av protein oberoende av tillsatsmetod. Déremot
uppvisas tillsats av vetemjol fore pastorisering en nadgot hogre 6kning jamfor med tillsatts
efter sterilisering. Vid den visuella bedomningen observerades dven en rikare biomasstillvéxt
for fermenteringen déar kolkélla tillsats fore pastorisering Bilaga 4,5.
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Relativ 6kning %, 5% tillsatt kolhydrat
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Figur 8. Den relativa okningen av proteinhalt efter fermentering, analys av 5% tillsatt kolhydrat steriliserat i och sidan om
substrat.
Den relativa 6kningen presenteras i Figur 8. Resultaten visar en skillnad mellan de
undersokta metoderna. For vetemjol adderat efter autoklaveringen 6kade det med 1.18%,
medan vetemjol adderat fore fermenteringen resulterade i en 6kning med 4,41%. Skillnaden
observerades dven visuellt dir fermenteringen med vetemjol tillsatt fore pastoriseringen
uppvisade en tydligare biomasstillvaxt jaimfort med tillsatts efter pastorisering Bilaga 4,5

En hogre tillsats av vetemjol undersoktes for att utviardera paverkan av en 0kad tillgang pa
lattillgéngliga kolhydrater. Méngd tillsatt vetemjol hdr motsvarar tio procent av okarans véta
vikt i fermenterings kédrlet. Den blé stapeln i Figur 9 representerar proteinhalt fore
fermentering och den grona representerar proteinhalt efter fermentering.

Analys av mj6l som tillsatt kolhydrat 10%
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Figur 9. Okning av protein visat i procentenhet, analys av 10% tillsatt kolhydrat, blandad i samt sidan om substrat.

Resultaten 1 Figur 9 visar en tydlig 6kning 1 proteinhalt for bada tillsatsmetoder. For vetem;jol
tillsatt efter pastorisering okar det fran 16,37% till 18,78% medan for vetemjol tillsatt innan
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autoklavering okar det fran 16,82% till 20,50%. Resultaten indikerar att den hogre tillsatt
mingden av vetemjol resulterade i en hdgre halt ackumulerat protein jaimfort med forsoket
for fem procent vetemjol 1 Figur 7. Vetemjol blandat innan pastorisering visade dven hogre
proteinhalt efter fermentering jamfort med tillsatts efter pastorisering. Resultatet stods av den
visuella bedomningen dér biomassatillvixten tydligt visat pa en jimn kolonisering och
tillvéxt 1 substratet for bada forsoken Bilaga 6,7. Fermenteringen dir vetemjol blandades in
fore pastorisering visade genomgaende tydligare biomasstillvaxt och valdes darfor vidare for
optimeringsprocessen Bilaga 6,7.

Relativ 6kning %
25,00
22,06
20,00

15,00 12.81

10,00

Proteinhalt i %

5,00

0,00
F4 - Mjol sidan 10% F4 - Mjoli 10%

Figur 10. Den relativa okningen av proteinhalt efter fermentering, analys av 10% tillsatt kolhydrat pastoriserat i och sidan
om substrat.

Den relativa 6kningen av proteinhalt presenteras i Figur 10. Resultaten visar en tydlig
skillnad mellan tillsatsmetoderna dir vetemjol tillsatt efter pastorisering resulterar i en relativ
okning pa 12,81%, medan vetemjol tillsatt fore pastorisering resulterade i en relativ 6kning
pa 22,06%. Resultatet indikerar att tillsatt vetem;jol fore pastoriseringen resulterat i mer
gynnsamma forhéllanden for protein ackumulerat jamfort med tillsatt vetem;jol efter
pastorisering. Resultatet foljer d&ven den visuella bedomningen dér fermenteringen med
vetemjol tillsatt fore pastorisering genomgéende uppvisar tydligare biomasstillvixt Bilaga 6,7
och darfor valts for vidare optimeringsprocess.
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Bestamning av optimal skordetid

Forsok 1

Tidsaspekten for tillvaxtforhallande undersoktes for att identifiera vid vilket tidsintervall
skord av biomassa gav hogst proteinhalten. Tidigare forsok skordades efter tre eller fyra
dygn, varpad ytterligare provpunkter i borjan och i slutet av fermenteringsforloppet inkluderas
for att folja utvecklingen dver tid. Tidigare optimerade parametrar implementeras. Bla stapel i

Figur 11 representerar fore fermenteringen och gron stapel representerar efter
fermenteringen.

Analys av tillvaxt over tid forsok 1 (10%)
22,00 20,5

18,97 I
20,00 18,54

16,82 17,16 L
18,00
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Proteinhalt 1 %
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F4 Dag 0 10% F5 Dag 2 10% F5 Dag 3 10% F5 Dag 4 10% F5 Dag 5 10%

Fore Fermentering Efter Fermentering

Figur 11. Okning av protein visat i procentenhet, analys av tillvixt ver tid dag 2 — 5, samt 10% tillsatt kolhydrat. Forsta
forsoket.
Resultaten visar en 6kande trend 1 proteinhalt fram till dag fyra, {oljt av ett lidgre resultat dag
fem. Initial proteinhalt innan fermentering uppmattes till 16,82%, medan proteinhalt efter
fermentering uppmiittes till 17,16% for dag tva, 18,97% for dag tre, 20,50% for dag fyra samt

18,54% for dag fem. Resultaten indikerar pa en tillvéxtfas mellan dag noll och dag fyra med
en efterfoljande minskning dag fem.
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Fermenteringskurvan i Figur 12 presenterar utvecklingen av proteinhalt 6ver
fermenteringsforloppet och visualiserar tydligare fordandringen 6ver tid jAimfort med
stapeldiagram 1 Figur 1.

Fermenteringskurva forsok 1 (10%)
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20,50
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19,50
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0 1 2 3 4 5 6

Fermenteringsdag

Proteinhalt 1 %

Figur 12. Fermenteringskurvan visar att tillvixten i substratet foljer faserna i mikroorganismens tillvixtkurva.

Kurvan i Figur 12 visar en inledande period med begransad fordndring mellan dag noll och
dag tva, foljt av en tydligare 6kning i proteinhalt fram till dag fyra dér hogsta proteinhalt
uppmattes. Efter dag fyra observerades en minskning i proteinhalt under dag fem. Forloppet
uppvisar en likhet med mikrobiell tillvixt med en inledande etableringsfas som f6ljs av en
period med okad tillvdxt och slutligen avtagande.

Relativ 6kning % forsok 1 (10%)
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Figur 13. Den relativa okningen av proteinhalt efter fermentering, analys av tillvéixt éver tid dag 2 — 5, samt 10% tillsatt
kolhydrat. Férsta forsoket.
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Den relativa 6kningen presenteras i Figur 13. Resultaten visar ett tydligt monster dir dag tva
resulterar 1 6,69%, dag tre 12,81%, dag fyra 22,06% samt dag fem 10,22%. Hogsta relativa
proteindkningen observerades dag pa fyra.

Tidsaspekten med samma parametrar undersoks ocksa med en storre kolkélla for att utvirdera
om en storre méngd kan vara aktuellt.

Analys av tillvaxt dver tid forsok 1 (15%)
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Figur 14. Okning av protein visat i procentenhet, analys av tillvixt éver tid dag 2 — 5, samt 15% tillsatt kolhydrat. Forsta
forsoket.
Resultaten visar en dkande trend i proteinhalt fram till dag fyra, f6ljt av en minskning under
dag fem. Initial proteinhalt innan fermentering uppmdittes till 16,03%, medan proteinhalt efter
fermentering uppmiittes till 17,16% for dag tva, 19,79% for dag tre, 20,69% for dag fyra samt
19,02% for dag fem. Resultaten indikerar pa en tillvixtfas mellan dag noll och dag fyra med
en efterfoljande minskning dag fem.

Fermenteringskurvan i1 Figur 15 presenterar utvecklingen av proteinhalt over
fermenteringsforloppet och visar tydligare fordndringen 6ver tid jamfort med stapeldiagram i
Figur 14.
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Fermenteringskurva forsok 1 (15%)
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Figur 15. Fermenteringskurvan visar att tillvéixten i substratet foljer faserna i mikroorganismens tillvéxtkurva. Forsta
forsoket.

Kurvan 1 Figur 15 visar en inledande period med begrénsad fordndring mellan dag noll och
dag tvé, foljt av en tydligare 6kning i proteinhalt fram till dag fyra dar hogsta proteinhalt
uppmaittes. Efter dag fyra observerades en minskning i proteinhalt under dag fem. Forloppet
uppvisar en likhet med mikrobiell tillvixt med en inledande etableringsfas som foljs av en

period med okad tillviaxt och slutligen avtagande. Kurvan ir lik férhéllandena presenterade i
Figur 12.

Relativ 6kning % forsok 1 (15%)
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Figur 16. Den relativa okningen av proteinhalt efter fermentering, analys av tillvixt over tid dag 2 — 5, samt 15% tillsatt
kolhydrat. Forsta forsoket.

Den relativa 6kningen presenteras i Figur 16. Resultaten visar en tydlig kurva dér dag tva
resulterar i 7,02%, dag tre 23,44%, dag fyra 29,09% samt dag fem 18,63%. Hogsta relativa
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proteindkningen observerades dag fyra. Resultaten visar en hogre relativ proteinokning
jamfort med forsoket med tio procent tillsatt vetemjol presenterat i Figur 13.

Data presenterad i Figur 17 ger en 6verblick over skillnaden mellan de undersokta
mangderna av tillsatt kolhydrat och deras paverkan pa proteinhalten 6ver
fermenteringsforloppet.

Skillnader i tillsatt mdngd kolhydrat forsok 1
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10% Mjsl — 15% M;sl

Figur 17. Visar pa skillnaderna i proteinhalt, efter fermentering, mellan de olika méngderna tillsatt kolhydrat och antalet
dagar som substratet fermenterat. Forsta forsoket.
I resultatet syns det att forsoken med de bada tillsatta mdngderna foljer ett liknande
fermenteringsforlopp med en dkad proteinhalt fram till dag fyra, f6ljt av minskning dag fem.
Marginell skillnad observeras for 15% vetem;jdl tillsatt for dag tre, fyra och fem jamfort med
tio procent.

Forsok 2

Data presenterad i Figur 18 representerar proteinhalt vid fermentering 6ver tid med samma
parametrar som for forsok fem men fokuserar pa att titta pa dygnen for forvéntad optimal
tillvixt for kontinuitet. For den hér fermenteringen anvédnds en ny batch sojaokara. Den bla
stapeln i Figur 18 representerar fore fermentering och de grona representerar efter.
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Analys av tillvaxt 6ver tid forsok 2 (10%)
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Figur 18. Okning av protein visat i procentenhet, analys av tillvixt éver tid dag 3 — 5, samt 10% tillsatt kolhydrat. Andra
forsoket.

Analysen representerad i Figur 18 for forsok tva foljer samma trend som resultaten i det
forsta forsoket representerat i Figur 11, 14. Initial proteinhalt fore fermentering uppmattes till
24,15%, medan proteinhalt efter fermentering uppmattes till 25,40% for dag tre, 26,36% for
dag fyra och 25,23% for dag fem.

Fermenteringskurva forsok 2 (10%)
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Figur 19. Fermenteringskurva som visar att tillvéixten i substratet foljer faserna i mikroorganismens tillvéixtkurva. Andra
forsoket.

Resultatet 1 Figur 19 representerar utvecklingen fran dag tre till fem da tidigare skordedag ej
undersokts 1 forsok tva, den inledande etableringsfasen presenteras dérfor inte 1 denna figur
och utvecklingen mellan dag noll och dag tre bor ej tolkas som linjér. Detta stods av
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resultaten fran forsok ett, dir dag tva undersoktes och ar presenterad i1 Figur 12 for tio
procent tillsatt vetemjol samt Figur 15 {6r 15% vetemjol.

Relativ 6kning % forsok 2 (10%)
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Figur 20. Den relativa okningen av proteinhalt efter fermentering, analys av tillvixt over tid dag 3 — 5, samt 10% tillsatt
kolhydrat. Andra forsoket.
Den relativa 6kningen for den sjétte fermenteringen, tio procent vetemjol representeras i
Figur 20. Resultaten visar en relativ 6kning pé 5,19% for dag tre, 9,18% for dag fyra samt
4,47% for dag fem. Hogsta relativa 0kning observerades dag fyra.

Resultatet foljer samma fermenteringsforlopp som tidigare presenterats i Forsok 1 med tio

procent tillsatt vetemjol Figur 13, Didremot uppvisade forsok tvd genomgaende en ldgre
relativ proteindkning én forsok ett gjorde.

Data presenterad i Figur 21 representerar fermentering 6ver tid med samma parametrar som
for forsok fem men fokuserar pd att titta pa dygnen for forvintad optimal tillvaxt for
kontinuitet. Méngd tillsatt vetem;jol hir ar 15% 1 stéllet for tio procent som foregdende. Den
bla stapeln i Figur 18 representerar fore fermentering och de grona representerar efter.
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Analys av tillvaxt 6ver tid forsok 2 (15%)
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Figur 21. Okning av protein visat i procentenhet, analys av tillvixt 6ver tid dag 3 — 5, samt 15% tillsatt kolhydrat. Andra
forsoket.

Analysen representerad i Figur 21 for forsok tva 15% vetemjol foljer samma trend som
resultaten for forsok ett representerat i Figur 11, 14. Initial proteinhalt fore fermentering
uppmiittes till 22,44%, medan proteinhalt efter fermentering uppméittes till 24,41% for dag
tre, 25,85% for dag fyra och 24,43% for dag fem.
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Figur 22. Fermenteringskurva som visar att tillvixten i substratet foljer faserna i mikroorganismens tillvixtkurva. Andra
forsoket.

Resultatet 1 Figur 22 representerar utvecklingen fran dag tre till fem da tidigare skordedag ej
undersokts 1 forsok tva, den inledande etableringsfasen presenteras dérfor inte i denna figur
och utvecklingen mellan dag noll och dag tre bor ej tolkas som linjér.
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Detta stods av resultaten fran forsok ett, dir dag tva undersoktes och presenteras i Figur 12
for tio procent tillsatt vetemjol samt Figur 15 for 15% tillsatt vetem;jol.

Relativ 6kning % forsok 2 (15%)
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Figur 23. Den relativa 6kningen av proteinhalten efter fermentering, analys tillvéixt ver tid dag 3 — 5, samt 15% tillsatt
kolhydrat. Andra forsoket.

Den relativa 6kningen for fermentering nummer sex, 15% vetemjol presenteras 1 Figur 23.
Resultaten visar en relativ 6kning pa 8,75% for dag tre, 15,16% for dag fyra samt 8,82% for
dag fem. Hogsta relativa 6kning observerades dag fyra. Resultatet foljer samma
fermenteringsforlopp som tidigare presenterats 1 forsok ett med 15% tillsatt vetem;jol Figur
15, Daremot uppvisade forsok tvad genomgaende en lagre relativ 6kning av protein dn forsok
ett gjorde.

Data presenterad i Figur 24 ger en overblick over skillnaderna 1 tillvéxtforhallande mellan de
tva tillsatsmédngderna, 10 och 15%, av tillsatt vetem;jol undersokt for fermenteringsforloppet.
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Skillnader 1 méngd tillsatt kolhydrat forsok 2
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Figur 24. Visar pd skillnaderna i proteinhalt, efter fermentering, mellan de olika méngderna tillsatt kolhydrat och antalet
dagar som substratet fermenterat. Andra forsoket.

Resultatet visar att bada tillsatsmédngderna f6ljer ett liknande fermenteringsférlopp med
hogsta proteinhalt observerad vid dag fyra, f6ljt av en minskning dag fem. Skillnaderna
observerade mellan de olika tillsatsmdngderna dr marginell dir tio procent tillsatt vetemjol
visar en ndgot hogre proteinhalt jimfort med 15% tillsatt vetem;jol.
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Diskussion

Syftet med projektet var att underséka mdjligheten att anvdnda sojaokara som substrat for
SSF med A. oryzae, samt identifiera processparametrar som kunde frdmja biomasstillvixt och
proteinackumulering.

Projektupplagget utformades och konsulterades i samrdd med handledande representant och
ansvarig for befintlig fermenteringsprocess pa Dapibuset. Parametrar som bedémdes kunna
paverka tillvaxtforhallandena identifierades och inkluderade bland annat substratets struktur,
vattenhalt, luftflode, tillsatts av lattillgdngliga kolhydrater samt fermenteringstid.

Arbetet utfordes iterativt dér resultaten fran varje fermentering lag till grund for utformning
av efterfoljande forsok. Den fortsatta processutvecklingen baserades initialt pa visuella
observationer av fermenteringen, dér etablerad biomassa, sporbildning, doft, substratets
struktur samt forméga att halla vatten anvindes som indikatorer for fortsatt optimering.
Anledningen till att vi fokuserade pa dessa aspekter initialt ar att vi avvaktade med
proteinanalys for att gora dessa under mer effektiva forhallande dér vi kunde gor en samlad
analys 1 stéllet.

Initialt undersoktes mojligheten att applicera Dapibusets befintliga fermenteringsprocess
direkt pa sojaokaran for att utviardera om processen kunde anvéndas utan modifiering.
Resultatet visade inte ndgon tydlig etablering av biomassa och substratet hade en avvikande
doftprofil jamfort med forvéntad fermentering 1 enlighet med representant for Dapibuset. En
mdjlig forklaring till resultatet &r att substratet inneholl for mycket vatten, vilket kan ha
paverkat porositet och syretillforsel negativt. Vatten utgoér en central parameter i SSF och det
paverkar mikrobiell tillvixt och metabolism 1 substratet. Hoga vattenhalter och lag porositet
kan begrinsa gasutbyte och syrediffusion, vilket kan paverka tillvaxtforhdllandena negativt.
(Jin et al. 2019; Soccol et al. 2017).

For att forbéttra substratets struktur genomfordes ytterligare ett forsok baserat pa Dapibusets
process, med tva modifierade parametrar. Hela risfiber adderades till substratet for att fungera
som ett strukturforstirkande material. Mindre partikelstorlek kan bidra till agglomerering 1
substratet vilket kan begrinsa luftflode och syrediffusion under SSF (Yegin, 2025). Tillsats
av risfiber syftade till att skapa en grovre struktur och bilda luftfickor for forbéttrad
syretillforsel genom substratet.

Utover detta genomfordes en pressande dranering for att reducera dverskott av vatten och
skapa ett mer porost substrat, vilket bedomdes kunna bidra till béttre syresittning och
tillviaxtforhallande (Jin et al. 2019).

Vattenhalt for substrat dr uppmiaitt till 86,7% Tabell 1, med dessa fordndringar observerades
fortfarande inga tydliga indikationer pd lyckad tillvixt. Begrdnsad sporbildning observerades
visuellt men substratet hade inte heller samma distinkta doft som tidigare fermentering.
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Resultatet 1 Figur 1 visade endast marginell 6kning av proteinhalt och gav dirmed inget
tydligt stod for etablering av kolonisering i biomassa.

Vidare diskuterades mojligheten att avvika fran den substratbehandling som anvéands i
Dapibusets befintlig process. En bidragande faktor till detta var svarigheten att aterskapa
samma forhéllande under den pressande draneringsprocessen, och ddrmed skapa kontinuitet
mellan forsoken. Detta resulterade i att vi tittade ndrmare pé alternativa
pastoriseringsprocesser samt olika méngd tillsatt syre under fermenteringsprocessen.

Tva pastoriseringsprinciper undersoktes ddr varmluftsbehandling delvis syftade till att
reducera vattenhalten medan autoklavering syftade till att bibehalla vattenhalten. Luftfloden
pa 0,5L/min respektive 1L/min undersoktes parallellt. Ugnsbehandling uppmdtte en
vattenhalt pad 68—72% och autoklav uppmaitte en vattenhalt pa 78—79% for bada luftflodena
(Tabell 1).

Visuellt observerades forbéttrade tillvaxtforhallanden ytligt men dven vid brytning av
substratet hade etablering bdrjat i mitten av substratet, detta var tydligast i det autoklaverade
substratet jamfort med det som pastoriserats i ugn. Resultaten indikerar att vattenhalten kan
ha haft storre betydelse for tillvaxtforhallandena &n variationen mellan luftfloden i detta fall.
Vattenhalt har en central faktor dér for hog eller for 1ag vattenhalt kan paverka
fermenteringsprocessen negativt, som ndmnt innan kan en f6r hog vattenhalt reducera
porositet och begrinsa syrediffusion, medan en lagre vattenhalt kan skapa simre mikrobiell
tillvaxt och metabolism i substratet (Agarwal et al., 2020). Utifran resultaten i studien ar en
vattenhalt pd 78—79% mer gynnsam for tillvixt jimfort med 68—72% eller 86,7%.

Efter observation av fermenteringskérl for forsok tre konstaterades det att sporbildning hade
initierats tidigare dn forviantat, vilket faststilldes i dialog med handledare pa Dapibuset.
Sporuleringen observerades genom bildning av grona sporer i och pd substratet bilagor 2,3.
Tidig sporulering kan indikera att substratet icke har optimala tillvéxtforhéllanden, dar
avsaknad av lattillgénglig nédring utgdr en mdjlig forklaring. Vid odling av A4.oryzae och
andra filamentdsa svampar kan fordndringar i1 ndringstillgdng och miljoforhéllanden pdverka
overgangen fran tillvaxt till sporulering (Thougaard et al., 2007, s. 162-164; Ijadpanahsaravi
&Wosten, 2024). Sojaokara innehéller hoga nivder av kostfiber men en lag méngd
lattillgangliga kolhydrater, vilket potentiellt kan begrénsa tillvaxten under SSF. Detta
motiverade vidare undersokning av vetemjol som kolkélla. (Asghar et al., 2023)

Vetemjo6l undersoktes genom tillsats fore respektive efter autoklavering med méangderna 5%
och 10% av okarans vata vikt, presenterat i Figur 7, 9. Den relativa 0kningen for 5%
presenterad i Figur 8 visade begriansade forandring men indikerade en mojlig positiv effekt
nér vetemjol blandades in i substratet fore autoklavering. Effekten blev tydligare vid 10%
tillsats dér relativ proteindkning 6kade markant, sirskilt for mjol blandat 1 fore autoklavering.
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Visuellt observerades att vetemjol tillsatt efter pastorisering hade agglomererat och var
svérare att fordela jamt i substratet. Inblandning fore autoklavering gav dédremot en jidmnare
struktur och mer finfordelat substrat. Samtidig observerades att vetemjdlet genom
autoklavering tillsammans med okaran bildade en mer sammanhingande struktur.
Gelatinisering av starkelse under virmebehandling kan ha 6kat tillgédngligheten av stérkelsen
genom att granuler svéller och blir mer léttillgdngliga for enzymatisk nedbrytning. (Furugren,
2017, s. 269)

Skillnaderna mellan 5% och 10% tillsatt kolhydrat indikerar att tillgangen pa lattillgdngliga
kolhydrater kan ha varit begridnsade under tidigare forsok. Detta stods av tydligare spridning
och etablering av biomassa 1 substratet presenterat i Bilaga 4,5,6 och 7 samt 6kad proteinhalt
efter fermentering. Tidigare studier har visat att SSF av okara med filamentdsa svampar kan
oka proteinhalt och niringsvirde genom ackumulering av mycelbiomassa. proteinhalt
(Marques et al., 2014).

Efter att en forbattrad tillvaxt hade konstaterats fokuserade den fortsatta undersokningen pé
tva fragestillningar: om ytterligare tillskott av kolkélla kan gynna fermenteringen samt vid
vilken tidpunkt fermenteringen skulle skordas for basta proteinhalt. De tvd avslutande
fermenteringstillfdllena fokuserade darfor pa 10% respektive 15% tillsatt vetemjol, dar
substratet skordas efter tv4, tre, fyra och fem dygns fermentering.

Resultaten fran samtlig fermentering visade konsekvent ett tillvixtforlopp dar proteinhalten
okade fram till dag fyra, f6ljt av en minskning dag fem. Detta monster observerades
oberoende av mingden tillsatt vetemjdl for bdda fermenteringstillfdllena Figur 11, 14, 18 och
21. Kurvorna for tillvaxt Figur 12,15,19 och 22 visualiserar tydligare utvecklingen déir en
initial etableringsfas foljs av 6kad tillvixt for att dérefter avta. Forloppet dverensstimmer
med den forvéntade tillvixtkurvan hos filamentdsa svampar, den borjar med en lagfas {oljt av
en logaritmisk tillvéixtfas, efter den en stationérfas for att avslutas med en deklinationsfas,
vilket relaterar till ndringsbegransning och sporulering (Cairns et al., 2019)

Vid jamforelse mellan mingderna tillsatt kolhydrat for den forsta fermenteringen
observerades att en 6kad méngd tillsatt vetem;jol korrelerade med en 6kning 1 den
ackumulerade relativa mingden protein. For 10% tillsatt vetemjol observerades en maximal
relativ 6kning pa 22,06% medan motsvarande for 15% tillsatt vetemjol motsvarade 29,09%.
Resultaten indikerade att tillgdngen pa en mer lattillganglig kolkélla fortsatt utgjorde en
paverkande faktor pa tillvixtforhallandena (Cebrian & Ibarruri, 2023). Andra
fermenteringens resultat visade samma Overgripande utveckling, men med en tydligt lagre
relativ proteinhalt. Samtidigt observerades en mjukare och fuktigare struktur 1 substratet
jamfort med forsta fermenteringen. Vid kontroll av syretillforseln konstaterades att
syresittningen inte hade varit korrekt kopplad under hela fermenteringsforloppet, vilket
sannolikt paverkat resultaten och utgér en mdjlig felkélla.

Vidare uppvisade samtliga fermenteringskarl for andra forsoket en tydlig doft av ammoniak. I
forsok tvd genomfordes fermenteringen pa en ny batch sojaokara vilken hade en mycket
hogre halt réprotein initialt jamfort med alla tidigare forsok. 4.oryzae har en aktiv
kviveomsittning dir ammoniak &r en central kvédvekalla kopplad till ackumulerad biomassa
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for tillvaxt, vilket visar att ammoniak och kvéve ar néra kopplat till tillvixtférhallanden hos
A.oryzae (Chutrakul et al., 2022). Det dr mdjligt att den fordndrade sammanséttningen av
makronutrienter samt det avvikande luftflodet bidrog till férandrade
fermenteringsforhallanden. Sambandet mellan substratets niringsinnehéll, den observerade
ammoniaklika doften och den ldgre méngden ackumulerat protein kunde dock inte faststéllas
inom ramen for studien. Trots dessa avvikelser indikerade resultaten att forhallandena under
dygn fyra var mest gynnsamma for skord.

Faktorer som diskuterats och tagits upp men som inte har elaborerats vidare dr forhallandet
till pH-vidrden, teoretiskt sitt skall forhallanden i1 substratet surna ndgot under
fermenteringsprocessen (Agnihotri, 1964), men véra observationer har inte visat pa en
mérkbar forsurning under fermentering.

Vad vi observerade under vara mitningar var att faktorer som vi justerat absolut har paverkat
forhéllandena for den filamentosa svampen (Cebrian & Ibarruri, 2023). Men eftersom
Dumasmetoden baseras pa bestdmning av total kvédvehalt kan analysen inte skilja mellan
ursprungligt protein, mikrobiellt protein, peptider eller fria aminosyror. Det dr darfor svért att
avgora i vilken utstrackning den observerade kningen beror pa nybildning av mikrobiellt
protein, nedbrytning av andra komponenter eller férdndringar i substratets sammanséttning
under fermenteringen.

Slutsats

Som vi visat 1 vara forsok gar det att 6ka proteinhalten i sojaokara med hjdlp av solid state
fermentering. Véra forsok visar ocksa att de komplexa kolhydrater som till exempel olosliga
kostfibrer, som finns i sojaokara &r svéra for A.oryzae att borja bryta ner. Med hjélp av
tillsatta mer léttillgdngliga kolhydrater kommer nedbrytningsprocessen i gang fortare. For att
bryta ner de mer komplexa kolhydraterna behdver enzymméngden vara stor. Pa grund av
sojaokarans strukturella uppbyggnad behdver fermenteringsprocessen stéllas in for att passa
substratet. Den befintliga process som anvénds dr ej kompatibel med sojaokara som substrat.
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Bilagor

Bilaga .1 Fermentering box 2
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Bilaga .2 Autoklaverat 0,5L/min




Bilaga .3 Autoklaverat 1L/min
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Bilaga .4 Fermentering nr.4 Mjol virmebehandlat i substrat, efter fermentering.
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Bilaga 5. Fermentering nr.4 Mjél blandat i efter virmebehandling, efter fermentering.
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Bilaga 6. Fermentering nr 4 Mjé! blandat i virmebehandlat substrat, efter fermentering.
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Bilaga 7. Fermentering nr.4 Mjél blandat i efter virmebehandling, efter fermentering.
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Bilaga 8. Ndrbild av god etablering i och pd substrat
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