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Om projektet
Projektet "Sidestramme med hgj funktionalitet” er gaet i afslutningsfasen ved porte-
foljestyregruppemadet den 18. december 2019. Projektet er afviklet i perioden 1. ja-
nuar 2018 til 31. december 2019 i overensstemmelse med DMRI's innovationsmodel
som vist i figur 1.
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Figur 1. Projektet "Sidestreamme med hgj funktionalitet” afbildet ved DMRI's innovationsmodel.

At udvikle en skansom metode til ekstraktion af proteiner fra lavfedtholdige side-
stremme, saledes at proteinerne kunne bevare funktionaliteten og tilsaettes fadeva-
rer/maltider, uden at spisekvaliteten af de proteinberigede fadevarer blev kompro-
mitteret.

Malet var at fa et overblik over, hvilke sidestramme der specifikt egner sig til ekstrak-
tion af proteiner. Det var endvidere malet at identificere, hvilke teknologier der kan
anvendes til at foraedle sidestramme, sa proteinerne bevarer en hgj funktionalitet
(vandbinding, geldannelse). Teknologierne skulle desuden vzere simple og let hand-
terbare i den nuvaerende produktion.

| projektet er der redegjort for, hvilke sidestramme der egner sig til ekstraktion af
funktionelle proteiner, samt hvordan sidestreammene skal handteres pa slagtedagen
for at sikre en optimal kvalitet af proteinerne. Endvidere er der identificeret og testet
teknologier til skansom udvinding og opkoncentrering af protein fra griselunger, med
henblik pa at bevare en hgj funktionalitet.
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Efterfglgende er der vist eksempler pa, hvordan forskellige proteinfraktioner fra grise-
lunger kan anvendes som funktionel ingrediens i et kedprodukt, og produkters kvali-
tet (udbytte og sensorik) er bedgmt. Der er desuden udfart en generisk baeredygtig-
hedsvurdering, hvor der er redegjort for forskellige sidestreammes klimaaftryk, hvis
proteinet oparbejdes til funktionelt protein.

Fra projektets start er beskrevet fglgende leverancer for 2018 og 2019:

Leverancer 2018

1. Guideline for udvaelgelse og handtering af sidestremme til proteinudvinding pa
slagteriet foreligger

2. Oversigt over metoder til ekstraktion af proteiner fra sidestremme er udarbejdet

3. Metode til ekstraktion af funktionelle proteiner fra sidestremme er udvalgt

4. Laboratorietest for analyse af screening af funktionalitet er udvalgt

Leverancer 2019

5. Optimeret ekstraktionsmetode for hgjt proteinudbytte og funktionalitet er be-
skrevet

6. Screening af proteinfraktioner for funktionelle egenskaber i kedmodel er gen-
nemfart

7. Proteinberigede kadmodelprodukter er karakteriseret (sensorisk, udbytte og sli-
ceudbytte)

8. Beeredygtighedsvurdering af udvalgte scenarier er gennemfart

Projektet indgik under portefgljestyregruppen for Sikkerhed og Kvalitet, der ved pro-
jektets afslutning bestod af folgende personer: Sgren Tinggaard, Danish Crown; Mi-
chael Larsen, Tulip Food Company og Gitte Pedersen, Tican Fresh Meat. Ved mg-
derne deltog desuden repraesentanter fra DMRI's ledelse: Lars Hinrichsen, Susanne
Stgier og Lene Meinert.

Projektet har vaeret ledet af Louise Hofer i perioden 1. januar 2018 til 31. maj 2019
og er afsluttet af Mari Ann Terngren i perioden 1. juni 2019 til 31. december 2019.
Projektgruppen har primeert bestdet af Kjartan Kaas-Larsen, Birgitte Winther Lund,
Troels Hansen, Lizzie Larsen, Pia Faurschou, Ursula Kehlet, Claus Mosby Jespersen og
Tomas Jacobsen.

Virksomhedsfglgegruppen bestod ved projektets afslutning af Lene Hagh Aaquist
(Danish Crown), Bent Dahlgaard (Danish Crown Foods), Henrik Aggerholm (Tican), Erik
T. Hansen (DAT-Schaub) og Annelie Lundell (HKScan).

Projektets aktiviteter har veeret finansieret af Svineafgiftsfonden (SAF) og HKScan.
Derudover har der i 2019 veeret gennemfart sidelgbende aktiviteter i Resultatkon-
trakten F3 Klimasmarte kadprodukter med hgj dyrevelfaerd (2019-2020). Aktiviteterne
i Resultatkontrakten har suppleret projektet med viden om opkoncentrering af filtre-
ringsretentat, funktionalitetstest afhaengig af proteinkoncentration, optimering af
analysemetoder til funktionalitetstest samt screening af funktionalitet af sidestrem-
mene milt og nyre relativt til Na-kaseinat og lungeprotein.
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En forudseetning for gennemfarelse af aktiviteterne har vaeret anskaffelse at nyt pilot-
skalaudstyr, dels en kontinuert centrifuge til separation af flydende og fast stof (Alfa
Laval, Clara 20 LF centrifuge) samt et membranfiltreringsanleeg med mulighed for test
at forskellige membrantyper (omvendt osmose (RO), nanofiltrering, ultrafiltrering og
mikrofiltrering) (Alfa Laval TestUnit M20, code 531010). Indkgb af begge udstyr er
stgttet af Norma og Frode Jacobsens Fond.

Tabel 1. Projektets finansiering.

2018 2019 | alt
SAF 1.281 2.020 3.301
HK Scan 142 224 366
Totalt budget 1.423 2244 3.667
Aktiviteter

Projektet har veeret opdelt i folgende 5 aktivitetspakker, der repraesenterer de udvik-
lingstrin, der er gennemfert for at na fra idé til produkttest.

Udveelgelse af sidestrgmme (2018)

Udvikling af ekstraktionsmetode i laboratorieskala (2018)
Opskalering og optimering til pilotskalaudstyr (2019)
Test af funktionelt protein i et kegdprodukt (2019)
Miljgbetragtninger (2019)

Uk W -

Projektets aktiviteter har hovedsageligt beskaeftiget sig med udvinding af protein fra
griselunger, og af figur 2 ses udviklingsforlgbet, en afbildning af pilotskalaudstyret
samt de fire fraktioner, der er testet til kaseinat-erstatning i et kedprodukt. Resulta-
terne fra aktiviteterne beskrives mere uddybende i de efterfglgende afsnit.
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Figur 2. Projektaktiviteter i perioden 2018-2019.

Resultater

| de falgende afsnit redeggres for de gennemfarte aktiviteters formal samt de vigtig-
ste resultater. For mere information henvises til Teknologisk Instituts hjemmeside
(www.teknologisk.dk).
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1. Udveelgelse af sidestremme til proteinekstraktion

Der er mindre efterspargsel pa spiselige sidestramme fra kadindustrien end tidligere,
da feerre forbrugere finder sidestremmene appetitlige. Men sidestrgmme er en god
kilde til protein (15-20%), og det er derfor vigtigt, af bdde gkonomiske og miljgmaes-
sige arsager, at udnytte proteinet mest muligt. | den danske kadindustri har protein-
udvinding hovedsageligt vaeret udfert ved at hydrolysere proteinerne. Denne proces
har den ulempe, at proteinerne mister funktionalitet og bliver delvist nedbrudt til
mindre peptider, som kan bidrage med en bitter smag. Skal proteinerne bevare de-
res funktionalitet og sensoriske kvalitet, er det derfor ngdvendigt at udvikle en ny og
mere skansom ekstraktionsproces uden brug af varme og enzymer, altsa kold eks-
traktion.

At opsamle viden til udarbejdelse af guidelines for udveelgelse og handtering af rele-
vante sidestrgmme pa slagteriet.

Ved anvendelse af kold ekstraktion er det en forudszetning, at fedtindholdet i révaren
er lavt, hvis processen skal veere enkel og udbyttet sa hgj som muligt. Desuden er det
vigtigt, at sidestremmene behandles optimalt pa slagteriet, s maksimal ravarekvalitet
opnas. Med udgangspunkt i resultaterne fra et tidligere projekt "Upcycling af side-
strgmme” og i samarbejde med projektets falgegruppe er der udvalgt fem relevante
sidestrgmme med lavt fedtindhold. Derudover er handteringen af sidestrgmmene pa
slagtegangen gennemgaet og vurderet i forhold til at opna den bedst mulige kvalitet.

| tabel 2 ses ernaeringssammensatningen af de fem mest relevante sidestremme fra
gris: lunger, milt, nyre, hjerte og lever. Felles for disse sidestramme er, at de har min-
dre end 5% fedt.

Tabel 2. Ernaeringssammensaetning [%] af udvalgte sidestramme.

Sidestrgm Fedt Protein Kulhydrat
Lunger 2,7 14,1 0
Milt 2,6 17,9 0
Nyre 3,3 16,5 0
Hjerte 4.4 17,3 1.3
Lever 3,7 21,4 2,5

Kilde: Pearson, A. M. and Dutson, T. R. (1988).

For alle sidestrgamme er det afggrende, at de er egnede til humankonsum. For lun-
gerne betyder det, at det alene er lunger fra slagterier, der anvender haengende
skoldning, der er relevant for dette projekt. Anvendes skoldekar pa slagteriet, kan
lungerne ikke anvendes, da der er risiko for, at skoldevandet kan kontaminere lun-
gerne og dermed gge den mikrobielle risiko.

Ud fra ravarernes aminosyreprofil er der udarbejdet en vurdering af proteinernes er-
naeringsmaessige kvalitet. Det kan konkluderes, at proteiner fra sidestrammene:
hjerte, lever, lunger, milt og nyre kan betragtes som komplette proteiner, eftersom de
er i stand til at tilfare tilstraekkeligt med essentielle aminosyrer (AAS >1). Desuden ty-
der beregninger p4, at proteinerne er af hgj kvalitet med DIAAS-veerdier >1. Da
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aminosyresammensatningen for de ekstraherede fraktioner er ukendt, vides det
ikke, om dette er geeldende for alle fraktioner.

De nuvarende funktionelle proteiner anvendt i dansk kadindustri varierer i protein-
kvalitet. Sojaproteinisolater og Na-kaseinat er ogsa komplette proteiner af hgj kvalitet
med DIAAS-vaerdier > 1. Derimod har svaerprotein ringe kvalitet grundet lavt indhold
og fordgjelighed af essentielle aminosyrer, sarligt cysteine og tryptophan.

| dag anvendes lunger og milt seedvanligvis til dyrefoder, mens hjerte, nyre og lever
ogsa anvendes til humankonsum. Milt, hjerte, nyre, lever og lunger er vurderet egnet
til proteinekstraktion pga. lavt fedtindhold og hgj proteinkvalitet, under forudsaetning
af at lungerne er fra en slagteproces, der anvender hangende skoldning. Af hensyn
til fadevaresikkerhed og holdbarhed af ekstraktet bar ekstraktionsprocessen desig-
nes, saledes at man undgar mikrobiel vaekst under oparbejdning. Anvendelse af en-
hedsoperationer, der medfgrer inaktivering, vil vaere en fordel, saerligt ved ekstraktion
af protein fra milten.

2. Udvikling af ekstraktionsmetode laboratorieskala

Nogle sidestramme fra kadindustrien er ikke direkte anvendelige som fadevarer,
hvorfor ekstraktion af proteinerne er en vej til en mere optimal udnyttelse. Nar pro-
tein skal ekstraheres fra sidestrgemme, er fgrste trin at oplgse intracellulaere kompo-
nenter, hvilket kan gares kemisk, fysisk eller biologisk (Gong et al., 2016). Ekstraktions-
metoden skal udvikles med henblik p3, at funktionelle og sensoriske egenskaber ikke
kompromitteres.

Der er udarbejdet et litteraturstudie over metoder til kold proteinekstraktion (maks.
temperatur 30-40°C). Formalet var at finde frem til en simpel og skansom metode,
hvorved der ikke dannes bitre peptider, som der oftest gor ved hydrolyse.

Sidestrgmme er rige pa proteiner, der indeholder alle essentielle aminosyrer og er
gode kilder til mineraler og vitaminer. Ved at bruge disse som ramateriale opstar mu-
ligheden for at fremstille biomolekyler med interessante naeringsstofprofiler, bioakti-
vitet eller enzymer og ekstrakter med funktionelle egenskaber.

Proteiner har mange funktionelle egenskaber - som fx fedtbinding, vandbinding og
geleringsevne - og fungerer som skumdannere og emulgatorer. De funktionelle
egenskaber kan i vid udstraekning pavirkes af intrinsiske og extrinsiske faktorer.
Proteiner kan udvindes pa mange forskellige mader, bl.a. ved sur/basisk ekstraktion,
ekstraktion med organisk solvent og udsaltning.

Ofte vil der vaere behov for yderligere oprensning for at udvinde det snskede prote-
inprodukt. Mange oprensningsprocesser er tilgaengelige, lige fra meget simple pro-
cesser som syrefeeldning til mere avancerede kolonne-/membranoprensninger. Nar
proteinet er oprenset, og hvis det stadig er i oplasning, kan der veere behov for en
opkoncentrering eller tarring. Igen vil det vaere muligt at anvende membranteknologi
som ultrafiltrering eller omvendt osmose. Der findes dog ogsa andre opkoncentre-
ringsteknikker, fx size exclusion og ionbytning.
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Protein i form af et dehydreret pulver har kommercielt flere fordele end et flydende
koncentrat. Det koncentrerede proteinprodukt kan tgrres vha. enten inddampning
eller sublimering. Disse processer er bedst kendt som fx spraytgrring og frysetarring.
Frysetarring er en energiforbrugende proces og derfor meget omkostningstung. Der-
for anvendes den billigere spraytarring ofte som t@rreproces. For begge teknikker
gaelder, at der er risiko for, at proteinet denaturerer under processen, og at der sker
en ggning af saltkoncentrationen.

Test af ekstrakti- Der er gennemfart en raekke forseg i laboratorieskala for at identificere den bedste
onsmetoder ekstraktionsmetode til at opna hejt udbytte og hgj funktionalitet.

Forskellige metoder til ekstraktion af protein fra griselunger er undersggt ved at ho-
mogenisere lungevayv i en blender, hvorefter protein- og kollagenindholdet er be-
stemt. | projektet er indledningsvis testet: vand (pH 7), saltvand (NaCl og KCl), alkalisk
ekstraktion (pH 7,5-10,8) samt isopropanol. Efterfglgende er proteinet blevet adskilt
fra uoplgseligt vaev ved hjeelp af centrifugering. Efter bestemmmelse af maengden af
ekstraheret protein er proteinet blevet udfeeldet ved pH 5,03, og maengden af udfeel-
det protein er ligeledes bestemt.

Resultater Proteinindholdet i de ubehandlede lunger blev bestemt til 16,4-17,1% og kollagenind-
holdet til 2,7%. Ved at anvende vand (pH 7) som ekstraktionsmedie, blev 53% af pro-
teinerne i praven ekstraheret. Anvendelse af KCl resulterede i, at 49% af proteinet
blev ekstraheret, men efter udfaeldning ved pH 5,03 var det totale proteinudbytte
blot 7%. En maettet saltvandsoplasning viste sig uegnet, da under 4% proteinudvin-
ding blev opnaet (tabel 3). Tilsvarende viste isopropanol sig at veere uegnet bade
grundet lavt udbytte og de handteringsmaessige udfordringer, der vil veere ved evt.
opskalering.

Ved at ekstrahere protein ved pH 10,8 i et 1:5-forhold mellem homogeniseret svine-
lunge og ekstraktionsmedie, blev 67% af proteinerne udvundet. Dette steg til 72%
ved at anvende et 1:13-forhold. Ekstraktionsudbyttet ved pH 9 14 i intervallet 52-55%
og varierede dermed ikke synderligt ved sendring i temperatur (5°C til rumtempera-
tur) eller ekstraktionstid (1 til 24 timer).

Udfeeldningseffektiviteten ved pH 5,03 13 mellem 46% og 64%, hvilket reducerede
den endelige ekstraktionseffektivitet betydeligt imellem 24% og 43%.
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Tabel 3. Ekstraktionsudbytte fra lungeveev afhaengig af solvent. Ekstraktionseffektivitet (= ekstraheret protein/totalt
protein), faeldningsudbytte (= udfeeldet protein/ekstraheret protein) og totalt proteinudbytte (= udfeeldet pro-

tein/totalt protein).

Ekstraktionsmiddel Ekstraktionsef- | Ekstraheret kol- | Feeldningsud- Totalt udbytte
fektivitet lagen bytte

Vand 53% n.m.* n.m.* n.m.*
Saltvand, meettet <LOQ** n.m.* n.m.* n.m.=*
NaCl, 1,5M n.m.* n.m.* n.m.* 24%
Base, pH 10,8 72% <LOQ** 64% 42%
Forhold 1:13
Base, pH 10,8 67% 03 57% 43%
Forhold 1:5
Base, pH 9 52% 0,5 56% 29%
Tid: 1 time ved 5°C
Base, pH 9 55% <LOQ** 56% 31%
Tid: 1 time ved 23°C
Basisk pH 9 52% <LOQ** 46% 24%
Tid: 24 timer ved 5°C
Isopropanol n.m.* n.m.* n.m.* 7%
KCl, 0,1 M og 5 mM EDTA 49% <LOQ** 14% 7%

*n.m.: not measured (ikke malt), **LOQ: Level of quantification, LOQ for the method is 0.04.
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Den hagjeste ekstraktionseffektivitet blev opnaet ved alkalisk ekstraktion pH>9 med
stigende ekstraktionsudbytte for stigende pH. Tilsvarende blev alkalisk ekstraktion
fundet egnet til opskalering, idet processen bestar af simple procestrin. Det blev vist,
at solvent-til-lungeforholdet pavirker ekstraktionsudbyttet, og at der ved et stgrre sol-
ventvolumen opnas et bedre ekstraktionsudbytte. Dog vil et meget hgijt solvent-til-
lungeforhold vaere uinteressant i industriel skala, da det vil resultere i mere vaeske,
som skal fijernes ved den efterfalgende opkoncentrering samt medfare starre behov
for pumpekraft.

Det blev desuden vist, at 46-64% produkt tabes ved udfeeldning af det ekstraherede
protein. Da dette trin samtidig kraever koncentreret saltsyre, blev det konkluderet, at
man ber undersgge andre metoder til separation/opkoncentrering af proteinet i in-
dustriel skala, fx ved hjaelp af membranfiltrering eller frysekoncentrering.

Valg af funktionalitetstest
At udveelge og teste en eller flere laboratoriemetoder, som egner sig til screening af
proteinernes funktionalitet (geldannelse, vandbinding).

Vandbindingsevne blev analyseret ved “water binding index"” efter basisk ekstraktion
ved pH 10,8 og 9, med isopropanol og NaCl (1,5 M). Resultatet er vist i tabel 4, hvoraf
det fremgar, at ekstraktion ved pH 10,8 and 9 medfarte en lidt bedre vandbinding
end ved ekstraktion med isopropanol og NaCl 1,5 M. Desuden var water binding
index sammenligneligt med det, der tidligere er rapporteret for sojaprotein og kasei-
nat (Koch et al., 2014).
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Tabel 4. Vandbindingsevne (water binding index)

Metode Water binding index
pH 10,8 4
pH9 4
Isopropanol 3
NaCl, 1,5M 3
Sojaprotein 5 (Koch et al., 2014)
Kaseinat 4 (Koch et al., 2014)

Geleringsevnen er et udtryk for, hvor fast eller viskas en vaeske der kan dannes. Gele-
ringsevnen kan bestemmes rheometrisk ved at male det viskoelastiske respons (vi-
skositeten/geleringsstyrken), mens temperaturen langsomt haves. Nedenfor er vist
et eksempel pa en rheometrisk maling af en Na-kaseinat-oplgsning pa 4,8%. Gele-
ringstemperaturen er den temperatur, hvor det fgrste viskoelastiske respons obser-
veres, mens geleringsstyrken er den hgjest malte viskositet. Eksemplet nedenfor illu-
strerer, at geleringstemperaturen er 56°C og geleringsstyrken 14500 Pa.

Na-kaseinat EM20 4,8%

15000

10000

G' (Pa)

5000

15 25 35 45 55 65 75 85
T(°C)

Ved et forforseg blev der vurderet rheologi pa 2% (w/v) proteinoplasninger i interval-
let 20-80°C. Ud over de ekstraherede proteiner blev der ogsa vurderet pa Na-kasei-
nat, sojaprotein og eggehvide ved hjeelp af et rheometer forsynet med et Peltier cir-
kulationsmodul til at styre temperaturen. Oplgsningen med aggehvide var den ene-
ste, som gav et viskoelastisk respons og dermed viste geleringsevne. Dette forventes
at skyldes de lave koncentrationer af protein.

Efterfalgende blev forsgget gentaget med protein ekstraheret fra griselunge, -milt,
-nyre, spraytarret protein ekstraheret fra griselunge samt 3 forskellige typer af Na-ka-
seinat. Forsaget blev lavet pa oplasninger med hhv. 2% og 4,8% protein med 5 gen-
tag. Som det fremgar af grafen nedenfor, var geleringsstyrken mindre end den kvanti-
ficerbare graense for de ekstraherede proteiner ved 2% protein, mens den var kvanti-
ficerbar for de 3 typer Na-kaseinat. Ved 4,8% protein kunne der opnds gode resulta-
ter for alle 7 prover.
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Dermed blev det bekraeftet, at det manglende viskoelastiske respons skyldes lav pro-
teinkoncentration, og observeret, at gode resultater kan opnas ved at vurdere hgjere
proteinkoncentration.

Analyseresultater for skumdannelse (FA) og skumstabilitet (FS) af ekstraheret lunge-
protein er vist i tabel 5. Skumdannelse og skumstabilitet blev analyseret som angivet i
Armstrong et al. 1979 og udviste tilsvarende veerdier som vist for sojaprotein og ka-
sein (Selmane, 2008).

Tabel 5. Skumdannelse (foaming ability, FA) og skumstabilitet (foaming stability, FS) for ekstrahe-
ret lungeprotein, sojaprotein og kasein.

Ekstrakt FA (%) FS (min)
Lungeekstrakt pH 9 65 51
Lungeekstrakt pH 10,8 80 70
Lungeekstrakt NaCl, 1,5M 50 45
Lungeekstrakt KCI, 0,1 M 30 65
Soya protein (Selmane, 2008) 18 60
Kasein (Selmane, 2008) 45 19

Ved sammenligning af de forskellige ekstraktionsmetoder medfarte basisk ekstrak-
tion og saltekstraktion kraftigere skumdannelse end bade soja og kasein. Skumstabili-
teten for det ekstraherede protein var 2-3 gange hgjere end skumstabiliteten for ka-
sein, mens den var sammenlignelig med skumstabiliteten for sojaprotein. Det var dog
sveert at opna ensartede resultater ved gentag.

Proteinekstrakternes funktionalitet blev indledningsvist screenet ved hjzelp af vand-
bindings-index, geleringsevne, skumdannelse og skumstabilitet. Geleringsevne kunne
kun pavises i enkelte praver ved 2% protein. Ved test af prever med 4,8% protein
blev geleringsevne pavist i alle prever med varierende geleringsstyrke. Pa baggrund
af dette anbefales, at geleringsevne vurderes ved koncentrationer, der er hgje nok, til
at der observeres et viskoelastisk respons. Dog bar koncentrationen ikke vaere hg-
jere, end hvad der kan forventes af protein:vand-forhold i en recept. Da det var sveert
at opna ensartede resultater ved gentag af skumdannelses- og skumstabilitetsanaly-
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serne, samt at dette ikke vurderes som en relevant funktionalitet i de matricer, der
testes i dette projekt, anbefales det fremadrettet at vurdere funktionalitet pa bag-
grund af vandbindings-index og geleringsevnen.

3. Opskalering og optimering til pilotskala (2019)

Opskalering og optimering af ekstraktionsmetoden er sket i 3 trin. Ferst blev meto-
den opskaleret fra 100 gram til 10 kg ravare og efterfglgende optimeret i forhold til
valg af porestarrelse ved membranfiltrering samt justering af pH under den indle-
dende ekstraktionsproces.

Trin 1. Opskalering af laboratorieekstraktionsmetoden til pilotskala

Proces Ekstraktionsmetoden er udviklet pa griselunger, hvor der kun kan anvendes lunger
fra haengende skoldning. Ravarerne transporteres ved 2°C fra slagteriet, hvorefter de
hakkes fint og vakuumpakkes i 10 kg poser. Lungerne opbevares pa frost ved -40°C
indtil ekstraktion.

Pilotanlaegget bestar af 3-4 trin: (1) ekstraktion under omregring, (2) centrifugering, (3)
membranfiltrering og evt. (4) spraytarring. Pilotprocesudstyr for trin 2 og 3 er vist i
foto 1 og 2 nedenfor. Udstyret blev indkabt hos Alfa Laval med statte fra Norma og
Frode Jakobsens Fond.

Hele processen tager 1-2 dage og gennemfgres ved at tilfare 10 kg optgede svinelun-
ger til et omrgrerkar med 97,2 L vand 0g 2,8 L 1% NaOH for at opnd pH 9,5 under
ekstraktionen. Efter omrering i 1 time, ved hgj hastighed, forbindes omrgrerkarret til
en Alfa Laval Clara 20 centrifuge og centrifugeres med en hastighed pa 9000 rpm
svarende til 11 g. Lungeoplasningen tilfares centrifugen med en hastighed pa cirka
0,4 m3/t, og hver 3 minut 'skydes’ den uoplgselige lungefraktion ud, mens centrifuga-
tet med de letoplgselige proteiner opsamles i en beholder. Centrifugatet opkoncen-
treres efterfglgende vha. membranfiltrering med en Alfa Laval TestUnit M20. Retentat
skal anvendes enten inden for 5 dage pa kal eller opbevares pa frost ved -18°C.

e @ N
Centrifugering af lungeekstrakt med en Alfa Membranfiltrering af supernatant (oplgselig
Laval Clara 20 centrifuge fraktion) med en Alfa Laval TestUnit M20.
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Optgning af 10 kg hakkede lunger

Ekstraktion i 100 L NaOH, pH =9,5

Centrifugering

Oplgselig fraktion Uoplgselig fraktion
Membranfiltrering Evt. varmebehandling

Evt. sprayterring

Tilszetning 1-2%

Konklusion Pilotskalaprocessen er dimensioneret til 10 kg ravare, og ved anvendelse af griselun-
ger er det vist, at ca. 50% af proteinet oplgses i supernatanten, mens ca. 50% af pro-
teinet 'skydes’ ud i den uoplgselige fraktion. | den uoplgselige fraktion findes alt kolla-
gen fra lungerne, samt cirka 2/3 af lungernes fedtindhold. Ved yderligere optimering
af den indledende ekstraktion kan udbyttet sandsynligvis forbedres, og optimeres
den efterfolgende separation, vil maengden af fedt i supernatanten sandsynligvis
kunne reduceres.

Retentatet betragtes som den funktionelle fraktion og kan anvendes direkte efter
membranfiltrering (5-6% protein) eller opkoncentreres/tarres yderligere. | nedensta-
ende flowdiagram er vist en massebalance for opkoncentrering af retentatet ved
hjeelp af spraytarring, hvorved der kan opnas et pulver indeholdende ca. 80% pro-
tein.

73,7kg

0,08kg protein
0,0kg kollagen

100ke, pH=5.5 0,04kg fedt
0,0kg protein 87kg

13,3
0,0kg kollagen 0,81kg protein E‘;Tl:;gpmtein
0,0kg fedt 0,0kg kollagen '

0,09kg few 0,0kg kollagen

."4 |

I e E

) o )
0,91kg

[—— ] ) ) ) ) o

10kg 110kg, pH=9,5

1,66kg protein 1,66kg protein

0,26kg Kollagen  0,26kg kollagen
0,27kg fedt 0,27kg fedt

0,0kg kollagen
0,08kg fedt

o 16,3kg

- 0,85kg protein
0,26kg kollagen
0,20kg fedt

Figur 3. Flowdiagram over ekstraktionsprocessen af protein fra griselunger samt massebalance
af protein til vurdering af udbytte. A: ekstraktion under omrgring, B: centrifugering, C: mem-
branfiltrering 25 kDa, D: spraytarring.
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Resultater

Trin 2. Optimering af cut-off-value under membranfiltrering (forseg 1)

Det er uvist, om/eller i hvilket omfang der dannes bitterstoffer under basisk ekstrak-
tion, men ved at membranfiltrere den oplaselige proteinfraktion, forventes det, at ri-
sikoen for tilstedevaerelse af bitre peptider kan minimeres, da mindre proteiner filtre-
res fra, samtidig med at proteinindholdet opkoncentreres. Membranens porestar-
relse forventes derfor at have betydning for den sensoriske kvalitet, og at en hgj cut-
off-value vil tilbageholde de stgrste proteiner, mens en mindre porestgrrelse kan gge
sandsynligheden for bitter smag.

| forsgget blev betydningen af membranernes porestgrrelse undersggt i forhold til
funktionalitet og sensorisk kvalitet i en smagsneutral fgdevare. Der blev anvendt ba-
sisk ekstraheret lungeprotein (pH 9,5), og fire forskellige typer membraner med cut-
off-vaerdier pa hhv. 5, 10, 25 og 50 kDa blev sammenlignet.

Funktionelle egenskaber

Funktionalitet af ekstraheret lungeprotein blev analyseret ved maling af geleringstem-
peratur, geleringsstyrke og vandbindingsevne. Resultatet er vist i tabel 6. Sammenlig-
nes funktionaliteten med 5,5% Na-kaseinat-oplasning, viser resultatet, at lungeprotei-
net kan danne en kraftigere gel end Na-kaseinat, mens vandbindingsevnen er lidt la-
vere.

Tabel 6. Funktionelle egenskaber af det oprensede protein ekstraheret ved pH 9,5 afhaengig af cut-off-vaerdien

under membranfiltrering.

5kDa (6,0%) | 10kDa (4,5%) | 25kDa (50%) | 50 kDa (6,5%) Na-kaseinat
(5,5%)
Geleringstemperatur [°C] 41,3+1,.2 471 +29 43,8 +3,3 400+ 1,2 571+£26
Gelstyrke [Pa] 55597 + 7685 | 48803 + 14684 | 71313 £ 13135 | 62233 +7297 | 11504 + 1846
Vandbindingsevne 95+0,7 125+0,0 108+0,3 133+0,1 21,0£04

SIDE 12

Sensorisk bedgmmelse

Den sensoriske bedgmmelse blev gennemfart ved at tilsaette sprayterret lungepro-
tein til kartoffelmos. Der blev tilsat 1% protein fra hver af de fire fraktioner, og et sen-
sorisk panel, bestdende af 7 treenede dommere, bedgmte 13 sensoriske egenskaber
relateret til bade lugt (s), smag (t) og tekstur (tx).

| figur 4 ses et bi-plot over resultaterne, der viser, at stgrstedelen af variationen mel-
lem preverne kan forklares af PC1 (87,9%), mens PC2 blot forklarer 6,7% af variatio-
nen. Egenskaber og praver placeret teet ved nulpunktet bidrager ikke til variationen,
og analysen viste, at det er kun smag af 'smgr’ og 'soja’ samt cremet tekstur, der er
signifikante.

Referencen samt prgverne med protein stgrre end 25 kDa og 50 kDa er placeret
lzengst til hgjre og er mest associeret til cremet tekstur, mens praver tilsat protein
stgrre end 10 kDa ligger modsat referencepreven til venstre i diagrammet og er taet-
tere associeret med egenskaben sojasmag og -lugt.
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Figur 4. Bi-plot over sensorisk bedemmelse af kartoffelmos med og uden (REF) tilsat lungepro-
tein. Prgverne er tilsat 1% protein og membranfiltreret med cut-off-veerdier pa 5, 10, 25 og 50
kDa.

Den egenskab, der er mest pavirket af proteinet, er konsistens, og iseer anvendelse af
5 kDa og 10 kDa adskiller sig fra referencen ved at have en signifikant mindre cremet
konsistens (figur 5). Men smagen pavirkes ogsa i nogen grad, hvor protein med min-
dre end 10 kDa medfgrer mere intens sojasmag end referencen, og 5-10 kDa medfe-
rer mindre smgrsmag.

Trods afstanden mellem praverne i bi-plottet kunne der kun pavises fa signifikante
forskelle mellem praverne. Det kan derfor konkluderes, at smagspavirkningen ved at
anvende 1% lungeprotein ikke er vaesentlig stor, iszer ikke hvis der anvendes mem-
braner med en cut-off-vaerdi pa 25-50 kDa.

15.0
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6.0 52
245 a 50 46
) I III III I
0.0
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m5kDa m10kDa m25kDa m50kDa m REF

Figur 5. Signifikante egenskaber ved tilseetning af 1% protein, membranfiltreret med cut-off-vaer-
dier pa 5, 10, 25 og 50 kDa.
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Konklusion Funktionaliteten af det ekstraherede protein er ikke umiddelbart pavirket af porestar-
relsen under membranfiltrering, da der ikke blev fundet signifikant forskel pa hverken
geleringstemperatur, geleringsstyrke eller vandbindingsevne. Visuelt kunne dog ses,
at tilseetning til kartoffelmos medfarte en tykkere konsistens.

Ved sensorisk bedgmmelse af kartoffelmos tilsat 1% lungeprotein blev der kun pavist
fa sensoriske forskelle, hvor enkelte egenskaber varierede i mindre grad fra referen-
cen. Derfor konkluderes, at smagen ikke forringes vaesentligt ved anvendelse af 1%
protein i en smagsneutral fgdevare.

Trin 3. Optimering af pH under basisk ekstraktion (forseg 2)

Forsggene i laboratorieskala viste, at jo hgjere pH-vaerdien er under ekstraktion, jo
hajere bliver ekstraktionsudbyttet. Dette manster forventes gentaget ved opskalering
til pilotskala.

For at belyse pH-vaerdiens betydning for ekstraktionsudbyttet, funktionalitet og den
sensoriske kvalitet af lungeprotein, skulle lungeprotein ekstraheres ved hhv. pH 9,0,
9,5, 10,0 samt 10,5.

Resultater For at sikre ens behandling af alle prgver blev det ekstraherede protein membranfil-
treret med en porestarrelse pa 25 kDa. | lgbet af forsgget viste det sig, at bufferkapa-
citeten af griselunger gjorde det vanskeligt at ramme de gnskede pH-vaerdier, og der-
for kunne der kun redeggres for datapunkterne pH 9,1, 9,4 0g 9,7.

Ekstraktionsudbytte

Ekstraktionsudbyttet er vist i figur 6, der viser, at jo hgjere pH, der anvendes, jo hg-
jere ekstraktionsudbytte kan der forventes. Resultatet er i overensstemmelse med
resultater fra ekstraktionsforsgg i laboratorieskala, der viste samme tendens.
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Figur 6. Ekstraktionsudbytte afhaengig af pH i laboratorieskala samt i pilot plant. Ekstraktionen
er gennemfgrt med 1 times omraring.
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Funktionelle egenskaber

| tabel 7 ses resultaterne fra funktionalitetsanalyserne. Der er ingen tvivl om, at prote-
inet besidder funktionelle egenskaber, men der kunne ikke pdvises en forskel i funkti-
onaliteten mellem de fire pH-veerdier. Sammenlignes funktionaliteten op imod Na-ka-
seinat, er vandbindingsevnen pa samme niveau som for lungeprotein, mens gele-

ringsstyrken er er cirka fire gange sa hgj som for det ekstraherede lungeprotein (ta-

bel 7).
Tabel 7. Funktionelle egenskaber af protein ekstraheret fra griselunger ved varierende pH
pH 9,1 (55%) | pH9,3(55%) | pH94(54%) | pH9,7(6,0%) | Na-kaseinat
(5,5%)
Geleringstemperatur [°C] 452 + 1,4 442 +2,7 45,7 +2,9 45,1 +0,7 571 +2,6
Gelstyrke [Pa] 55587 £ 12531 | 43947 + 6324 | 45667 + 2007 | 42600 + 6829 | 11504 + 1846
Vandbindingsevne 19,0+ 0,3 13,5+ 0,2 20,1 £ 04 19,0 +2,8 21,0+04

SIDE 15

Den sensoriske bedgmmelse blev gennemfart ved tilsaetning af sprayterret lungepro-
tein til kartoffelmos. Der blev tilsat 1% protein fra hver af de fire fraktioner, og et sen-
sorisk panel, bestdende af 7 treenede dommere, bedgmte 13 sensoriske egenskaber
relateret til bade lugt (s), smag (t) og tekstur (tx).

Sensorisk bedgmmelse

Den sensoriske bedgmmelse blev gennemfgart ved at tilsaette sprayterret lungepro-
tein, ekstraheret ved henholdsvis pH 9,1 og 9,7, til kartoffelmos. Proteinet blev tilsat i
to koncentrationer, henholdsvis 1% og 1,75% protein. De fem prgver med og uden
protein blev bedgmt af et sensorisk panel bestdende af 7 treenede dommere pa en
15 cm linjeskala gdende fra lav til hgj intensitet. Der blev i alt bedemt 16 sensoriske
egenskaber, som ses af bi-plottet i figur 7.

Af nedenstaende plot ses, at stgrstedelen af variationen er forklaret ved PC1 (95,0%),
mens PC2 kun forklarer 3,8% af variationen. Referencen (REF), der ligger laengst til
venstre i plottet, er taet associeret med egenskaben 'cremet tekstur’, mens praver til-
sat protein er placeret leengere mod hgjre og kendetegnet med en mere fast konsi-
stens (firmness_tx). Dette tyder p3, at lungeproteinet udviser funktionelle egenska-
ber, og at vaeske bindes i kartoffelmosen.
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Figur 7. Bi-plot fra PCA-analyse af sensorisk bedemmelse af kartoffelmos uden tilsat protein
(REF), samt tilsat hhv. 1% og 1,75% protein ekstraheret ved enten pH 9,1 eller 9,7.

Praver og egenskaber placeret teet ved 0-punktet bidrager minimalt til variationen, og
derfor forventes kun mindre forskelle i lugt og smag mellem referencen og preverne
tilsat 1% protein. Derimod er prgverne tilsat 1,75% protein placeret laengere mod
hajre, hvilket betyder, at de afviger mere fra referencen. Mange af de positivt ladede
ord som 'kartoffel’, 'smgr’, 'sedme’ og 'syrlig’ er placeret omkring nulpunktet og bidra-
ger minimalt til variationen mellem praverne. Derimod er egenskaberne ‘bitter’, 'me-
let' og 'soja’ associeret med kartoffelmos tilsat 1,75% protein.

De egenskaber, der bidrager mest til variationen, er konsistensegenskaber som 'me-
let', fasthed’ og ‘cremet’, og disse egenskaber pavirkes betydeligt ved tilsaetning af
lungeproteinet, iseer ved tilseetning af 1,75%, men ogsa 1% medferer signifikante aen-
dringer. Tilseettes 1,75% aendres smagsprofilen ved at fa lavere intensitet af 'kartoffel,
'smar’ og 'syrlig’ samt mere intens bitter smag og sojasmag. Tilseettes derimod 1%, er
det kun intensiteten af 'syrlig’ smag, der reduceres, mens bitter smag intensiveres.
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Figur 8. Signifikante sensoriske egenskaber ved tilseetning af 1% eller 1,75% lungeprotein efter
ekstraktion ved pH 9,1 0g 9,7.
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Konklusion

SIDE 17

pH-veerdien under ekstraktion er af mindre betydning end den koncentration, der til-
seettes kartoffelmosen, men tilseettes 1,75% protein, bliver mos med pH 9,7 signifi-
kant mindre melet, mindre fast og mere cremet end prgver med pH 9,1, mens ten-
densen ikke er signifikant for praver tilsat 1% protein.

Ekstraktionsudbyttet afthaenger af pH-vaerdien, hvor en hgjere pH-vaerdi giver et hg-
jere udbytte. Funktionalitet malt i laboratoriet er derimod ikke pavirket i pH-omradet
9,1-9,7, men udviser fire gange sa kraftig gelstyrke som Na-kaseinat. Tilseettes 1,75%
protein til kartoffelmos, pavirkes teksturegenskaberne til gengzeld signifikant af pH-
vaerdien, hvor pH 9,7 medfgrer mere cremet og mindre melet struktur, end hvis pro-
teinet har veeret ekstraheret ved pH 9,1. Det er derfor ngdvendigt at anvende protei-
net i en fgdevare for at kunne bedgmme det fulde potentiale.

Ved tilseetning af 1% sprayterret lungeprotein til kartoffelmos opleves der mindre for-
skelle i smag og lugt i forhold til referencen. Tilsaettes derimod 1,75% protein til kar-
toffelmos beskrives smagen i hgjre grad med egenskaberne 'bitter’ og 'soja’ samt som
mere fast og melet.

4. Test af funktionelt protein i et kedprodukt

De tidligere funktionalitetsanalyser har udelukkende beskrevet proteinernes vandbin-
ding og geleringsevne, mens emulgeringseffekten vil kunne vises ved gelé- og fedtud-
skillelse i ddserne efter varmebehandling. For at sikre stabile farsprodukter med mini-
male mangder fedt- og geléudskillelse anvendes i dag Na-kaseinat som stabilisator.
Na-kaseinat er lavet af kasein, som er et malkeprotein, og er derfor et allergen. Da
Na-kaseinat bade er dyrt og allergent, er der interesse for at finde alternative funktio-
nelle proteiner, som kan ga ind og erstatte dette.

Som det blev vist i figur 3, findes 50% af lungeproteinet i den oplaselige fraktion og
50% i den uoplgselige fraktion. Fraktionen med oplgseligt protein anses for den mest
funktionelle, mens det er uvist, i hvor hgj grad den uoplgselige fraktion har funktio-
nelle egenskaber. Test af funktionalitet i et kgdprodukt er gennemfart i 2 trin. | farste
trin blev der testet en model-recept op imod Na-kaseinat med og uden fosfat, mens
der i trin 2 blev testet sensoriske og funktionelle egenskaber ved anvendelse af for-
skellige ekstraktionsfraktioner. Falgegruppen valgte indledningsvist at anvende SPAM
som modelprodukt, da det er et farsprodukt pd dase, og det derfor er nemt at vur-
dere fedt- og geléudskillelse og dermed proteinets funktionalitet i de forskellige re-
cepter.

Trin 1. Screening af funktionelle egenskaber med og uden lungeprotein og
fosfat til SPAM-recept (forseg 3)

Trin 1 havde til formal at afprave forskellige recepter og ingredienser forud for ho-
vedforsgget. Der skulle udvikles en referencerecept, der kunne anvendes til at doku-
mentere funktionalitet af forskellige proteiner. Desuden skulle effekten af at tilszette
lungeprotein (sprayterret), Na-kaseinat og Na-tripolyfosfat som emulgator vises.

Der blev fremstillet seks recepter med og uden fosfat, Na-kaseinat og sprayterret lun-

geprotein. Evnen som emulgator blev vurderet pa baggrund af meengden af fedt og
gelé udskilt efter varmebehandling. Derudover blev der gennemfart en sensorisk
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bedgmmelse af 26 utreenede dommer, som skulle tilkendegive, hvilket produkt de fo-
retrak og hvorfor.

Geleringsevne og emulgerende egenskaber
Ved visuel bedgmmelse af de enkelte recepter kunne det konkluderes, at fosfat

havde stor indflydelse pd maengden af fedt og gelé udskilt efter varmebehandling,
mens Na-kaseinat og det spraytgrrede lungeprotein i mindre grad havde indflydelse
pa meengden af fedt- og geléudskillelse.

Ved at varme daserne i vandbad, og dermed smelte udskilt fedt og gelé fra farspro-
duktet, blev det bekreeftet, at tilseetning af fosfat er essentielt for at undga, at produk-
terne skiller (tabel 8). Total maengde fedt- og geléudskillelse udggr 7-20 ml i recepter
med fosfat og 195-228 ml i recepter uden fosfat. Sammenlignes maengden af fedt- og
geléudskillelse ved tilsaetning af Na-kaseinat versus spraytgrret lungeprotein, har de
to proteiner samme niveau, hvilket vil sige, at lungeproteinets funktionalitet i denne
sammenhang er sammenligneligt med Na-kaseinat. Det er derimod sveert at forklare,
hvorfor recepter uden Na-kaseinat eller lungeprotein i begge tilfaelde giver et mindre
svind, end hvis proteinerne tilszettes recepten.

Tabel 8. Fedt- og geléudskillelse fra 3 daser af 340 g af hver enkelt recept.

Ingen + Fosfat + Fosfat + Kaseinat  + Lunge + Fosfat

+ Kaseinat + Lunge

Gelé 125 mL 5mL 6 mL 112 mL 162 mL! 11 mL
Fedt 70 mL 2 mL 7 mL 88 mL 66 mL' 9mL
Total 195 mL 7 mL 13 mL 200 mL 228 mL 20 mL

TSveert at vurdere den preecise faseadskillelse mellem fedt og gelé

Smagsbedgmmelse med utreenet panel

Referenceprgven (fosfat og Na-kaseinat) samt praven tilsat fosfat og lungeprotein
blev serveret for et utraenet dommerpanel bestadende af tilfaeldige kollegaer pad DMRI.
Hver dommer blev bedt om at vurdere, hvilket produkt de foretrak, samt angive, om
valget var truffet pa baggrund af smag, tekstur, farve eller en kombination af disse tre
egenskaber.

Resultatet viste, at hvis Na-kaseinat erstattes med spraytgrret lungeprotein i et
SPAM-produkt, vil bAde smag og udseende blive pavirket. Lungeproteinet gav anled-
ning til en mere intens rgdlig farve og en mere intens kgdsmag. 54% af de adspurgte
foretrak produktet tilsat lungeprotein, og sterstedelen angav, at det var grundet
bedre smag.

- b R e
Prove: + fosfat, +lungeprotein

o

R: + fosfat, +Na-kaseinat

i

Ingen tilseetning
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Konklusion

Resultat

Ved at erstatte Na-kaseinat med spraytgrret lungeprotein er de funktionelle egenska-
ber bevaret, da der ses meget lille forskel i maengden af fedt- og geléudskillelse. De
sensoriske egenskaber andres, nar der anvendes lungeprotein, idet proteinet bade
bidrager med en mere intens rgdlig farve og en mere intens kadsmag. Produktet til-
sat lungeprotein blev foretrukket af 54% af de adspurgte utreenede dommere.

Trin 2. Na-kaseinaterstatning med forskellige fraktioner

Trin 2 havde til formal at vise, om forskellige proteinfraktioner fra griselunger kan an-
vendes som erstatning for Na-kaseinat i et kedprodukt.

Indledningsvist blev der foretaget en alkalisk ekstraktion af protein fra griselunger,
hvor 49% af proteinet blev ekstraheret til en vandig fase, mens den resterende del af
proteinet var bundet i en uoplgselig fraktion. Den uoplgselige fraktion blev hhv. drze-
net for vaeske ved centrifugering og varmebehandlet ved 78°C i 20 timer for at ned-
bryde kollagen/bindevaev, inden funktionelle analyser og tilseetning i kedproduktet.
Den opleselig fraktion blev efter membranfiltrering ved en porestarrelse pa 25 kDa
opkoncentreret ved spraytarring.

Der blev testet 4 forskellige proteinfraktioner op imod Na-kaseinat som reference. |
to af recepterne (A og E) blev anvendt spraytgrret protein, mens der i de tre andre (B,
C og D) blev anvendt flydende proteinfraktioner. Pga. vandindholdet var det kun mu-
ligt at erstatte halvdelen af Na-kaseinatet med de flydende fraktioner, men eftersom
retentatet (recept B) tidligere havde vist fire gange sd kraftig gelstyrke, var der grund
til at tro pa et tilfredsstillende resultat.

De 5 recepter

A: Reference, tilsat 1,2% kaseinat (108 g protein)

B: Tilsat 982 g retentat, svarende til 54 g protein.

C: Tilsat 740 g centrifugesediment, svarende til 54 g protein

D: Tilsat 1.227 g varmebehandlet gelé fra centrifugesediment, svarende til 54 g pro-
tein

E: Tilsat 142 g spraytarret retentat, svarende til 108 g protein

Det flydende retentat, det spraytgrrede retentat og det varmebehandlede "skud” blev
indledningsvist analyseret for rheologi og vandbindingsevne og sammenlignet med
Na-kaseinat. Grundet partikler med uoplaseligt vaev var det ikke muligt at analysere
funktionalitet pa den uoplgselige proteinfraktion uden varmebehandling (tabel 9). Ud
fra resultaterne vurderes det, at protein fra griselunger kan bidrage med samme
funktionalitet som Na-kaseinat og maske bedre, idet det flydende og spraytgrrede re-
tentat udviser relativt hgj gelstyrke.

Tabel 9. Funktionalitetsanalyser for flydende retentat, sprayterret retentat og varmebehandlede "skud” samt Na-

kaseinat.
Retentat Varmebeh. Sprayterret Na-kaseinat (5,5%)
(5,5%) "skud” (4,4%) (5,5%)
Geleringstemp. [°C] 46,07 £ 0,67 56,54 + 1,31 48,8 £ 2,7 571 +2,6
Gelstyrke [Pa] 50450 + 3166 9717 + 449 24956 + 4866 11504 + 1846
Vandbinding [g/g] 12,5+ 0,5 22,5+0,5 26,1 £0,6 21,0+04
'Retentatet blev frysetarret, for vandbindingsevnen blev bestemt.
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| tabel 10 ses resultater for fedt- og geléudskillelse for de 5 recepter, og det er tyde-
ligt, at den uoplgzselige fraktion ikke egner sig som funktionel ingrediens, idet der er
malt 142-167 ml ekstrudat sammenlignet med 24 ml ved tilseetning af Na-kaseinat.
Men selvom denne fraktion ikke egner sig til erstatning for Na-kaseinat, vil den maske
kunne tjene andre formal, fx kunne den anvendes til proteinberigelse af produkter,
hvor man ikke @nsker at pavirke den sensoriske profil.

Der udskilles mindst fedt og gelé, nar der anvendes Na-kaseinat i recepten, mens der
udskilles over dobbelt s& meget, nar der anvendes spraytarret lungeprotein (recept
E), hvilket er i uoverensstemmelse med screeningsundersggelsen i trin 1. For recep-
ter tilsat de flydende fraktioner, hvor der kun er tilsat halvt s& meget protein, kan det
ikke udelukkes, at retentatet kunne performe pa niveau med Na-kasineat, hvis det
kunne opkoncentreres yderligere og tilsaettes recepten i samme koncentration som
Na-kaseinat.

Tabel 10. Resultater fra fedt- og geléudskillelse af daser. Resultater er sum udskilt fra 3 daser,
n=3.

Recept A Recept B Recept C Recept D Recept E
Na-kaseinat Retentat "Skud” Varmeb. Pulver
"skud”
Fedt [mL] 132+£02 | 485+£05 | 857+1,2 83,0+£0,8 380+ 1,1
Gelé [mL] 10,709 | 31,5£05 | 560+16 84,3+0,5 20,7+£0,5
Total [mL] 238+08 | 800+1,0 | 141,7£26 | 167309 58,7+14
Fedt/gelé 1.2 1.5 15 1,0 19

Sensorisk bedgmmelse

Der blev endvidere udfgrt sensorisk bedgmmelse pa bade kolde og varme praver.
Indledningsvist blev dommerne traenet, og den efterfglgende dag blev praverne be-
degmt. Der deltog 9 treenede dommere ved bedgmmelsen, og de bedamte smag,
konsistens, mundfalelse og udseende som vist i tabel 11.

Tabel 11. Sensoriske egenskaber bedemt pa hhv. kolde og varme SPAM-praver.

Kold servering Varm servering

Smag Salt, syrlig, indmad, dase, Salt, syrlig, krydderi, stegt kad-
fasthed, bitter, kemisk/bismag, | smag, sedme, bitter, kemisk/bi-
gris, fedtet smag, gris, fedtet

Konsistens | Saftighed

Mundfalelse | Grynet, klaebrig/klistret, smuld-
rende

Farve, uensartethed Farve

Udseende

Den sensoriske undersagelse viste, at der ved bade den kolde og den varme serve-
ring ses, at bade flydende og spraytarret retentat adskiller sig fra Na-kaseinat ved en
mearkere farve og mere salt smag for kolde produkter, mens varme produkter ogsa
adskilte sig ved en mere intens kad- og krydderismag samt sedme. Ved tilsaetning af
protein fra den uoplagselige fraktion adskilte produkterne sig kun i mindre grad fra
Na-kaseinat.
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5. Miljgbetragtning

Bade forbrugere, politikere og en lang reekke virksomheder har aget fokus pa baere-
dygtighed, og der eftersparges i stigende grad klimaneutrale produkter og produkter,
som kan indga i en cirkuleer livscyklus. For at vurdere, i hvor hgj grad udnyttelse af gri-
selunger til produktion af nye funktionelle ingredienser bidrager til denne dagsorden,
er der foretaget en baeredygtighedsvurdering for processen.

Baeredygtighedsvurderingen er foretaget ved at beregne det funktionelle proteins
Carbon Footprint (CF), som er klimabelastningen omregnet til CO»-akvivalenter for
produktet. CF for de funktionelle proteiner sammenlignes derudover med CF for Na-
kaseinat, da det er dette produkt, der er udset til at skulle erstattes/konkurreres med
pa markedet. Til vurdering af ekstraktionsprocessens klimabelastning er input og out-
put fra samtlige trin blevet analyseret og kvantificeret som vist i figur 2.

For nemt at kunne vurdere CF af en raekke biprodukter efter oparbejdning ved til-
valgte enhedsoperationer, er [T-vaerktgjet '‘Baeredygtighedsvurdering_V1.0.xlsm’ ud-
viklet. Programmet beregner automatisk bidragene fra de forskellige procestrin
(energi og svind), der leegges til klimaaftrykket for den enkelte révare. Pa sigt skal bi-
drag fra transport, emballage m.m. ogsa kunne medregnes.

Der er defineret systemgraenser samt bestemt energiforbrug for en raekke enheds-
operationer for at kunne bestemme CF af proteinpulver af protein ekstraheret fra gri-
selunger. Pa baggrund af disse systemgraenser, data for enhedsoperationer samt
LCA-analyser i litteraturen over dansk svineproduktion er CF af det sprayterrede pro-
teinpulver blevet bestemt til 5,20 kgcox/Kgprotein. Bag dette tal ligger en lang raekke an-
tagelser, fx at svinelunger som ravare tilskrives et CF pa 0 kgcoa/kg, da grisen produ-
ceres for at fa kad, og lungerne er et biprodukt heraf.

Den mest energiintensive proces i oparbejdningen af lungeproteinet er spraytarring
af det ekstraherede protein. Det er blevet vist, at en 64% reduktion i CF for det spray-
tarrede lungeprotein vil kunne opnas, hvis der opkoncentreres til 20% protein i re-
tentatet ved membranfiltrering frem for 5,5%.

Samlet konklusion

For at sikre stabile farsprodukter med minimale maengder fedt- og geléudskillelse an-
vendes i dag Na-kaseinat som stabilisator. Na-kaseinat er lavet af kasein, som er et
meaelkeprotein, og er derfor et allergen. Da Na-kaseinat bade er dyrt og allergent, er
der interesse for at finde alternative funktionelle proteiner, som kan erstatte dette.
Projektet har haft til formal at udvikle og afprave en metode til skdnsom ekstraktion
af protein fra sidestramme og pavise, om proteinerne kan anvendes som Na-kasei-
nat-erstatning, da disse har lav pris, lav fedtprocent og ofte et hgjt proteinindhold.
Det kan konkluderes, at:

e Det er vigtigt, at sidestreammene behandles optimalt pa slagteriet, sa maksimal ra-

varekvalitet opnas. Ved anvendelse af kold ekstraktion er det desuden en forud-
seetning, at fedtindholdet i ravaren er lavt, hvis processen skal vaere enkel og ud-
byttet s& hgj som muligt.
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e Det er muligt ekstrahere funktionelt protein fra griselunger ved alkalisk ekstrak-
tion, og at der med fordel kan anvendes s& haj pH-vaerdi som muligt, da det med-
forer stgrre udbytte og bedre sensorisk kvalitet ved anvendelse.

e Funktionelle egenskaber, malt i laboratoriet, kan ikke sta alene, men bar efterpre-
ves i det produkt, hvori det gnskes anvendt.

e VedtestiSPAM er de funktionelle egenskaber af flydende retentat og spraytarret
pulver ikke helt pa niveau med Na-kaseinat. Grundlaget for denne konklusion er
draget ud fra relativt fa forseg, og for at belyse det fulde potentiale ber der gen-
nemfares flere forseg, foretages optimeringer af ekstraktionsprocessen, samt fin-
des metoder til at fierne farve og smag.

e Ved Na-kaseinat-erstatning med lungeprotein i en fgdevare bidrager proteinet
med bade smag og farve til produktet. Men ved test i SPAM foretrak over halvde-
len af de adspurgte SPAM-tilsat lungeprotein fremfor Na-kaseinat.

e 50% af lungeproteinet ekstraheres ikke og mistes derfor i den uoplaselige frak-
tion. For at udnytte ravaren optimalt ber der findes en anvendelse for denne
fraktion, fx ved at teste om den egner sig til smaglgs proteinberigelse i andre ty-
per kadprodukter. Skal proteinet udnyttes til ernaeringsmaessige formal, bgr man
desuden kende aminosyresammensaetningen for alle fraktioner.

e Carbon footprint for et spraytarret proteinpulver er blevet bestemt til 5,20 kg
COy/kg protein. Bag dette tal ligger en lang raekke antagelser, fx at svinelunger
som ravare tilskrives et CF pa 0 kg CO»/kg, da grisen produceres for at fa kad, og
lungerne er et biprodukt heraf.

e Den mest energiintensive proces i oparbejdningen af lungeproteinet er sprayter-
ring. Det er blevet vist, at der kan opnds en 64% reduktion i CF, hvis retentatet
kan opkoncentreres til 20% protein fgr tarring i stedet for de nuvaerende 5,5%.
Ved sprayterring mister proteinet desuden en del funktionalitet, derfor bar der
ogsa testes andre metoder til opkoncentrering samt teste den funktionelle egen-
skaber i flere typer recepter.

e Det gkonomiske potentiale er beregnet ud fra, at kun 50% af lungeproteinet kan
ekstraheres, og derfor er det forventede udbytte pa ca. 80 g protein/kg lunge. Da
proteinet er tiltaenkt at skulle erstatte Na-kaseinat, prissaettes det i denne sam-
menhang ens, hvilket vil betyde, at hvis 1 kg lungeprotein skal erstatte 1 kg Na-
kaseinat, vil vaerdien af lunger stige med en faktor 3 sammenlignet med anven-
delse til petfood.
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Perspektivering

Ved det afsluttende falgegruppemeade blev der udarbejdet en liste over de mest inte-
ressante problemstillinger, der ikke ndede at blive afdaekket. Disse vil blive beskrevet i
nye projektforslag til SAF-programmet 2021.

Hvad kan man anvende centrifugesedimentet til? Ved ekstraktion af lungeprotein
er ca. 50% af proteinet bundet i denne fraktion, der tilsyneladende ikke har no-
gen funktionalitet, men hvad er der ellers af muligheder?

Vi skal vide mere omkring betydningen af cut-off-values pa membranerne. Vi skal
vide mere om, hvilke proteiner der bidrager med funktionalitet, og hvordan disse
isoleres og opkoncentreres.

Det er interessant at kigge pa andre typer ravarer end lunger, da lunger har for
lille en volumen til at baere en hel produktionslinje. Volumen skal vaere sa stor, at
den ikke kun daekker eget forbrug, men giver mulighed for salg til andre forar-
bejdningsvirksomheder. Det er dog et krav, at det i stor udstraekning skal kunne
keres pa samme anlaeg.

Kaseinat-erstatning er fortsat den mest interessante case, dog er det ikke uinte-
ressant at se pa proteinkvalitet og fordejelighed, hvis der er mulighed for at
bruge proteinet til proteinberigelse.

Torring er vigtig, da det giver produktet lang holdbarhed, og det sikrer, at produk-
tet kan handteres som gvrige ingredienser. Men investeringer i sprayterring er
kostbare, og det er derfor interessant at fa kigget pa alternative teknologier til
tarring. Alternativt skal proteinet veere pumpbart i s& koncentreret en form, at
det giver mulighed for tilseetning i hgjere koncentrationer, end det har vaeret mu-
ligt indtil videre. Ved forsag med tarring bgr ogsa ses pa opleselighed af protei-
nerne efterfglgende.

Ved sprayterring mister proteinet desuden funktionalitet, men hvilke proteiner er
det, der denatureres i denne proces?

Det nuveerende produkt har 3 gode karakteristika (funktionalitet, smag og farve),
men i visse produkter kan det vaere en fordel, at produktet ikke bidrager med
smag og farve. Fjernes farven, vil det gge anvendelsesmulighederne og protei-
nets veerdi.

Der bgr udvikles laboratoriemetoder til bestemmelse af fedtbindingsevnen, sa
der kan screenes for denne type funktionalitet, uden farst at producere kadpro-
dukter i pilot. Det er desuden interessant at vide, om geleringsstyrken er retvi-
sende for, hvad der sker under en autoklavering. Er geléen ogsa stabil ved sa
heje temperaturer?

Hvad ma der std pa emballagen? Griseprotein, animalsk protein eller noget helt
tredje? Og hvordan far man sadan et produkt godkendt? Kreeves der dyreforsgg?
eller hvad skal der til? og hvor store omkostninger er der forbundet med dette?
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Projektets resultater er offentliggjort pa Teknologisk Instituts hjemmeside:
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Hofer, L. (2018). Extraction of proteins in lab-scale
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Hofer, L. (2018). Variation in pH
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2019: Kedproduktionen skal veere klimasmart (Klaus Hansen)
e Plus Proces, side 32 i nr. 05, august 2019
e Food Supply Magazine, 26.08.2019
e Levnedsmiddelbladet Nr. 5, 2019, side 22, 27.08.19 (bilag 2)
e Dansk Kemi 100, nr. 6, 2019

2019: Fa veerdi ud af sidestrgmmene
e Melkeritidende 2019, Food processing for the future, side 13 (bilag 2)

2019: Funktionelle ingredienser fra biprodukter (bilag 2)
e Kaas-Larsen, K& Tgrngren, M. A. (2019). Funktionelle ingredienser fra bipro-
dukter. Fadevaremagasinet, december 2019.

Seminar om beeredygtige ingredienser, 8. april 2019 DTU
Hofer, L.H., Lund, B.W. & Kehlet, U. (2019). Extracted proteins from slaughterhouse
sidestreams - new functional ingredients (poster, bilag 3)

ICOMST 2019, 4.-9. August, Potsdam, Germany

Hofer, L.H., Kehlet, U., Lund, BW & Tarngren, M.A. (2019). Extracted protein from
slaughterhouse side streams - new functional ingredients for meat products. 65 In-
ternational Congress of Meat Science and Technology (ICOMST), 4.-9. August, Pots-
dam, Germany (Abstract).

Hofer, L.H., Kehlet, U., Lund, B.W, Kaas-Larsen K. & Tgrngren, M.A. (2019). Extraction
of proteins from slaughterhouse side streams. 65 International Congress of Meat
Science and Technology (ICOMST), 4.-9. August. Potsdam, Germany (Poster, bilag 3).
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Projektoversigt Bilag 1

AKTIVITET START SLUT NOTE

Gate: 17-04-2018 | 17-04-2018
Analyse til Metode

Gate: Metode til F- 18-11-2018 18.11.2018 | STG: 18.11.2018
model

Optimering: 01-04-2019 | 15-05-2019 | Betydning af pH under ekstraktion (mal 9.0, 9.5, 10.0,
Membran cut off- 10,5). Vandbindingsevne, geleringsstyrke, sensorik i kar-
value (forsgg 1) toffelmos

Screening i kgdpro- | 11-05-2019 | 15-09-2019 | Opkoncentrering vha. spraytgrring

dukt (forsgg 3) Optimeret renggringsprocedure
Funktionalitetstest af pulver (1,5%, 3% og 5,5%)
Screening af 6 recepter (+/- fosfat, lunge/kaseinat)

Intern smagning (tekstur, smag, farve).

Na-kaseinat erstat- | 26-08-2019 | 15-11-2019 | Risikovurdering: pH og kimtal (under og efter ekstraktion)
ning i et kgdprodukt Massebalance: fedt, aske, vand, protein
(forsgg 4) Produktion af 5 SPAM-recepter

Sensorisk profil af koldt og varmt produkt
Udbytte og funktionalitet (fedt- og geléudskillelse).

Gate: 18-12-2019 18-12-2019 | STG 18.12.2019
Proto til Afslut
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Populaervidenskabelige artikler

Bilag 2

Kadproduktionen skal vaere klimasmart

Teknologisk Institut arbejder pa at gere dansk kedproduktion mere klimasmart. En oplagt
mulighed er at fremstille funktionelle proteiner af sidestremme som for eksempel lunger
og milt fra slagtesvin og derved skabe vzerdi i forarbejdede kedprodukter.

Lowse Hafer fra Teknologisk Institut er her i
faerd med at isolere Jungeproteiner fra
grisslunger.

Af tpdevarejournalist Klaus Hansen

Hvert ar slagtes der 1 Danmark millioner
af grise. Ved slagtning skabes store ra-
vareresscurcer fra sidestramme, som lkke
udnyttes til fuldt potentiale. Selv blandt
de konsumegnede sidestramme som for
eksempel lunger, hjerte, nyrer og milt gar
envasentlig del til minkfoder, pet focd
eller biogas,

Griselunger indeholder imidlertid vaerdi-
fulde proteiner, som Teknologisk [nstitut
er: faerd med at udvinde og forarbeide til
enfunktionel ingrediens til kedindustrien.
Hvis dette er muligt, vil svinelunger tage
et skridt op af vaerdikeeden - fra en prishil-
lig sidestrem til en veerdifuld proteiningre
diens.

En anden fordel ved at fremstille ingredi
enser af lungerne er, at kedproduktionen i
del store billede bliver mere beeredyglig,
Claus Mosby [espersen fra Teknologisk
Institut fortzellen

- Frakreaturer ved vi, at hvis man udnyt-
ter alle de kansumegnede dale, vilmilje-
belastningen mindskes med ca. 20 pro-
cent, og for grise vil det ogsd have stor
betydning.

Lovenderesultater
Arbejdet med at isolere lungeproteinerne

er kommet gedt i gang, og de ferste resul-
tater ser lovende ud Fedevareingenier

a2
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En griskan anvendes til en rackke forskellige produkter Mustrationen her viser, 3t grisekroppen
udnyttes | hayj grad og kan finde anvendefse i knap 200 forskellige produkter.

Louise Hofer fra Teknologisk Institut for-
t=llen

- Vihar nuisoleret protein fra lJungerne og
afpravet proteinernes funktionzlle egen-
skaber | laboratoriet, Derudover er der
gennemfert sensoriske test pa kartoffel-
mos, som var tiisat disse lungeproteiner,
Her viser det sig, at proteinerne er relativt
smagsneutrale og derfor ikke pivirker
smagen af kartoffelmos, hvis de tilsaettes
ilav koncentration Dog vil hajere koncen-
trationer kunne medfere bismag,

Erstatning af kaseinat

Kaseinat og sojaprotein er typisk anvend-
te ingredienser i kadindustrien. Disse
ingredienser har en emulgerende og sta
biliserende virkning | kademulsioner, og
anwendes ty pisk i farsproduktes. Serligt
kaseinat er en relativ dyr ingrediens, og
desuden kan begge ingredienser vaere
allergener. Derfor skal kaseinat og so@a-
protein fremhavesiingredienslisten, sa
allergikere har mulighed for at fravalge
disse stoffer.

De ferelebige undersegelser tyder pd, at
de isclerede proteiner er i stand til at er-
statte kaseinat og sojaprotein i kadpro-
dukter, En s3dan substitution er en fordel
~bade for kedindustrien og forbrugeme
Dels erstattes den dyre natriumkaseinat
med en billigers ingrediens, og dels udfa-
ses allergener | kadprodukterne.

Supplerende tests for
funktionalitetog smag

P& nuvaerende tidspunkt findes det ud-
vundre protein som en flydende oplas-
ning. Neeste trin er at koncentrere protet-
nerne op og f4 dem over pd pulverform,
Pulvere er lagringsstablle og lette at do
sere i produktionsprocessen, Her vil Tek-
nologisk [nstitut afpreve speayterring og
frysekoncentrering for at {3 proteinerne
omdannet til en fast, pulverformig ingre-
diens.

Senere i projektet skal lungeproteinernes
funktionalitet afpreves i forskellige fars-
produkter, Til sidst skal et sensorisk panel
teste de faerdigfremstillede farsproduk-
ter for lugt og smag, Hvis alle disse tests
falder godt ud, sA kan kadindustrien tage
etskridtimod mere klimasmarte kedpro
dukter

Projektet forlaber over to &7, og 1 denne
periode vil Center for Kedteknologi,
Center for Slagteriteknologi og Center
for Kele- og Varmepumpeteknik ar-
bejde sammen om at udvikle nye lps-
ninger til en mere klimasmart kadpro-
duktion.

Aktiviteterne i projektet er stattet af
Styrelsen for Institutioner og Uddannel
sesstette, der er placeret under Uddan-
nelses- og Forskningsministeriet, Svine-
afgiftsfonden samt Normaz og Frode Ja-
cobsens fond.
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Fa veerdi ud af sidestrommene

Teknologisk Institut hjaselper fedevarevirksomheder med at
optimere anvendelsen af biprodukter.

Klimaindsats og kamp mod madspild
oger fodevareindustriens fokus pa ud-
nyttelsen af sidestromme fra produktio-
nen. Det kan veere udvinding af ingredi-
enser eller udvikling af nye fodevarer.

Processer til udvinding af relevante
hojverdistoffer med den rette renhed
skal udvikles. Her kan der vaere en reekke
udfordringer i forhold til procesvalg,
kvalitet og funktionalitet samt opska-
lering. Desuden skal funktionaliteten
og smagen af sidestromsprodukterne
testes og dokumenteres.

Teknologisk Institut kan
hjzelpe jer med:

+ Vurdering af sidestrommes potentiale
Udvikling af processer til udvinding
af hojverdiprodukter
Karakterisering af hojveerdiprodukter
Produktudvikling

Food Processing for the Future

Funktionelle ingredienser

fra biprodukter

Teknologisk Institut arbejder pé at udvikle funktionelle ingredienser af proteinrige sidestromme
fra kedprodut

sktion

Ehstatton o prten 102 grchesgerundes snraing
05

et estet,
on b o [

16 FODEVAREMAGAS!

har vist sig at lede tH des hojeste udbytee. Sam-

+ Test af funktionalitet og sensorisk
kvalitet

« Udnyttelse af sidestromme fra kod
og fisk samt frugt og gront

« Adgangtil laboratorier og pilotanleg

Fé assistance fra vores mange speciali-
ster pd omridet, og brug vores moderne
testfaciliteter: fodevarelaboratorier,
sensoriske analyser, pilotanleg og ud-
viklingskokkenet FoodtureLab.

Case: Fra fiskeskind til snacks
Fiskeskind er i dag et biprodukt fra
fiskeindustrien. I samarbejde med en
raekke industripartnere udvikler Tekno-
logisk Institut hojverdiprodukter som
fiskegelatine og fiskechips fra fiskeskind.
Der arbejdes med produktionsmetoder,
produktudvikling samt tests og kvali-
tetsvurdering.

Potentiale

A BINENOY EAAS-LASSEN EORSELINT 06 WASI ANY
RFHORKTLEDER, WA, TERNCLDGE NS

e peoteiner fernes.
Sameidig opkoncentreres proteinerne til et cks-

trake, der kan tilsties som ingrediens til andre

P pulverform, med
nedfocer for hindiering i peo-

Resultaterne viser, at proteinerne ekstraheret
fra animalske sidestromme besidder funktio.

Viden, der virker

Case: Fra slagterisidestrom til
funktionel proteiningrediens

Envasentlig del af sidestromme som fx
lunger, hjerte, nyrer og milt giridag til
foder eller biogas. Disse sidestromme
har et hojt proteinindhold. I samarbejde
med kodindustrien undersoger Tek-
nologisk Institut mulighederne for at

ekstrahere proteiner fra sidestrommene.
Teknologisk Institut

Fa hjzlp — Har du en side

strom, du vil udnytte, sd mod

os til Food Processing for the
Future den 16. januar 2020,
eller kontakt os:

Mari Ann Terngren, Senior
projektleder,

Teknologisk Institut

+45 72 20 26 82 — matn@tek

nologisk.dk

TEKNOLOGISK
INSTITUT

>

MELKERITIDENDE 2019 13

diense
s kunne bede il et laver

renses, som det vi kender fra patciu nat
Hvis det lykkes at apnd en bedre udaytiches
grad af grisen ved at anvende alle spisclige dele

re kli

No-kaseinat

Lunge

i

0 10 20 30 4B 50 60
Funktionalitet relatit i Na-kaseinat (%]

70 800

WGekringstyke W Vancbrdnguevne

s gl gty 1 s oy e e b proteres

SIDE 28

TEKNOLOGISK INSTITUT




Konferencebidrag

Bilag 3

Extraction of proteins from
slaughterhouse side streams

—new functional ingredients

Loutsa Hooooar Hofer, BIfgtte Langa WINner Lung ana Ursuia Kaniat

INTRODUCTION
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Extraction of proteins from
slaughterhouse side streams

—new functional ingredients

Loulsa Hooooa Hofer, BINgItte WIntnar Luna, Kjartan Kaas-Larson ana Mart Ann Terngran

INTRODUCTION

Sioe STaMS fFOM the Me3T NOUSLY 20 3 POTRNCI SOUTTe of nipn-gual-
Ity procoins fOr NUMan CoNSUMPOON. HOWVOf, SOME SI00 STCAMS 08
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CONCLUSIONS
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