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Baggrund

Ved projektets opstart blev blod primeert anvendt til foder i pelsdyrindustrien, men
dels er denne afsaetningsmulighed fjernet, dels er der et uudnyttet gkonomisk po-
tentiale, som kan realiseres, hvis blod i hgjere grad kan bruges til produkter rettet
mod human og medicinsk anvendelse. Blod indeholder veerdifulde komponenter
som fx immunoglobuliner, der blandt andet anvendes i laegemiddelindustrien og til
at modvirke maveinfektioner bade humant og i foder hos produktionsdyr. Speci-
fikke proteiner i blod har gode funktionelle egenskaber og kan anvendes til emulge-
ring og gelering samt som teksturgivere i fadevarer. Den voksende efterspargsel pa
protein generelt betyder, at der pa verdensmarkedet i fremtiden vil veere et stort
underskud af protein til humant konsum, hvilket giver forggede muligheder for at
anvende protein fra blod til fx proteinberigelse af fgdevarer. Fordelen ved protein
fra blod er, at det har en aminosyresammensatning med hgj naeringsvaerdi sam-
menlignet med fx plantebaserede proteiner, og at der ikke er erkendte problemer
med allergener, som det ses ved bade maelkebaserede og plantebaserede protei-
ner.

Projektet byggede videre pa den viden, som blev opndet i projektet "Sidestramme
med hgj funktionalitet”, hvor der blev arbejdet med ekstraktion af protein fra side-
stremme i bade laboratorie- og pilotskala. Som del af processen blev der arbejdet
med membranfiltrering, som ogsa forventes at kunne anvendes til oprensning og
separation af veerdifulde komponenter fra blod og andre sidestrgmme.

Blod indeholder veerdifulde komponenter som fx immunoglobiner eller proteiner
med gode ernzeringsmaessige og funktionelle egenskaber. Det gkonomiske poten-
tiale vil derfor i hgjere grad kunne realiseres, hvis anvendelsen bliver rettet mod
humankonsum og/eller medicinsk anvendelse.

Projektets mal:

e Nye procedurer for oprensning af blod

e Dokumentation for blodkomponenternes egenskaber

e Scenarier for en gkonomisk rentabel og optimal anvendelse af blod

Status

Der blev identificeret 5 potentielle fokusomrader:
1. Funktionelle ingredienser

2. Farmaceutiske produkter

3. Passivimmunisering

4. Bio-plast

5. Komponenter til ernaeringsrigtige fgdevarer
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Fokusomrdde 3, 4 og 5 blev udvalgt af falgegruppen som seerlig interessante, og der
blev udarbejdet scenarier for disse omrader, mens udviklingsaktiviteter blev af-
graenset til prototypefremstilling af ernzeringsrigtige ingredienser til fgdevarer
og/eller snacks.

Fremadrettet danner dette projekt grundlaget for det efterfalgende projekt "Blod
som neeringsbooster til petfood og fadevarer”.

Projektmal: Identificere nye procedurer far

: oy Faser Periode  Aktiviteter Leverancer
oprensning af specifikke komponenter fra
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Figur 1. Projektet "Alternativ anvendelse af blod” afbildet ved DMRI's innovationsmodel.

Formdl Formalet med projektet var at skabe et vidensgrundlag, der i hgjere grad ger det
muligt at anvende proteiner og andre komponenter fra blod til human anvendelse
og/eller medicinske formal.

mal Malet var at identificere nye procedurer for oprensning af specifikke komponenter
fra blod, undersage komponenternes egenskaber og opsaette scenarier for en gko-
nomisk rentabel og optimal anvendelse af blod.

Indhold Projektet indeholdt tre aktiviteter:

Aktivitet 1. Vidensopsamling og kravspecifikation (2020)

En vidensopsamling om blod mhp. human anvendelse blev udarbejdet med bag-
grund i den tilgeengelige videnskabelige litteratur og suppleret med en opdateret
kortlaegning af den nuvaerende praksis for opsamling, opbevaring, anvendelse og
distribution af blod fra slagterierne. Ud fra vidensopsamlingen og dialog med fal-
gegruppen blev de gkonomisk mest interessante komponenter i blod udvalgt, og
deres mulige anvendelse specificeret. Desuden blev de teknologier identificeret, der
kunne anvendes til at udvinde de udvalgte komponenter fra blodet, sa kvaliteten
blev optimal i relation til den videre anvendelse, samt de analysemetoder der kunne
anvendes til at dokumentere komponenternes egenskaber.
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Aktivitet 2. Fraktionering, oprensning og egenskaber (2020-2021)

Med afsaet i vidensopsamlingen (aktivitet 1) blev der opsat relevante procedurer for
oprensning af de udvalgte komponenter og analysemetoder til at dokumentere
egenskaberne. De oprensede komponenters egenskaber og sammensaetning blev
herefter undersggt med relevante analysemetoder, der var specifikke for de
udvalgte komponenter.

Aktivitet 3. Applikationsscenarier (2021)

Der blev udarbejdet et katalog, hvori der blev opstillet en raekke scenarier for
alternativ anvendelse af blod, herunder en cost-benefit-vurdering af scenarierne.
For hvert scenarie indgik en opdateret kravspecifikation for, hvordan blod skulle
behandles fgr oprensning, oprensningsproceduren og det endelige produkt.

For at indfri de pageeldende leverancer blev fglgende milepeele defineret:

e Vidensopsamling inkl. kortlaegning af nuveerende praksis blev rapporteret (2020)

e Procedurer for oprensning og analysemetoder blev udvalgt og opsat (2020)

e Resultater fra aktivitet 2 blev rapporteret (2021)

e Udvalgte resultater blev praesenteret pa international konference (2021)

e Katalog med scenarier for alternativ anvendelse af blod blev udarbejdet og
preesenteret (2021)

Ved projektets opstart blev der nedsat en fglgegruppe med repraesentanter for
slagterierne og andre interessenter. Organisering og eksekvering af projektet fulgte
DMRI's innovationsmodel (se figur 1), og projektet var underlagt DMRI's portefalje-
styregruppe for Sikkerhed og Kvalitet.

Virksomhedsfalgegruppen bestod ved projektets afslutning af repraesentanter fra
Tican, DAT-Schaub samt Danish Crown.

Projektgruppen bestod af falgende kompetencer:

e Projektledelse: Mari Ann Tarngren i hele forlgbet

e Litteraturreview: Birgitte Lund, Kjartan Kaas-Larsen, Lam Ngoc Trac
e Metodeudvikling: Birgitte Lund, Kjartan Kaas-Larsen, Lam Ngoc Trac
e Kemiske analyser: Lam Ngoc Trac, Maj-Britt Rolsted, Tina Frogne

e Fraktionering og reduktion af bitter smag: Louise Hededal Hofer

e Opskalering: Louise Hededal Hofer, Kjartan Kaas-Larsen

Projektets aktiviteter blev finansieret af Svineafgiftsfonden (SAF), men relaterede
aktiviteter omkring indkaring af ny teknologi og analysemetoder blev gennemfart

sidelgbende for resultatkontraktmidler (RK).

Tabel 1. Finansiering af aktiviteter vedr. alternativ anvendelse af blod

2020 2021 Samlet
SAF 1.500 1.500 3.000
RK BF1 350 350
| alt 1.500 1.850 3.350
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Resultater
| de folgende afsnit gennemgas aktiviteternes formal samt de vigtigste resultater.

Leverancer 2020

e Litteraturgennemgang inkl. prioritering af fokusomrade
e Oprensning af udvalgte komponenter

e Komponenternes sammensatning og egenskaber

Leverancer 2021

e Scenarier for alternativ anvendelse af blod

e Konferencebidrag ved ICOMST 2021(se, "Leverancer og Publikationer”)
e Slutrapport

Aktivitet 1. Litteraturgennemgang
At udarbejde et vidensgrundlag som stgtteveerktej til prioritering af fokusomrader i
projektet.

Der blev udarbejdet en litteraturgennemgang samt redegjort for nuvaerende prak-
sis for opsamling og anvendelse af griseblod pa danske slagterier. Pa baggrund
heraf blev der udarbejdet et beslutningsgrundlag for prioritering af projektets
fremadrettede fokus.

Der blev identificeret 5 potentielle fokusomrader:
1. Funktionelle ingredienser

2. Farmaceutiske produkter

3. Passivimmunisering

4. Bio-plast

5. Komponenter til ernzeringsrigtige fgdevarer.

Ved projektets farste felgegruppegruppemede blev fokusomrade 3, 4 og 5 udvalgt
som mest relevante fokusomrader.
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Figur 2. Anvendelsesmuligheder for helblod.
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| samarbejde med falgegruppen blev projektet afgraenset til tre fokusomrader ved
enstemmig prioritering:

3: Passivimmunisering

4: Bio-plast

5: Komponenter til ernzeringsrigtige fgdevarer

Der blev derfor udarbejdet scenarier for disse tre omrader.

Projektets faglige udviklingsaktiviteter blev afgraenset til prototypefremstilling af
ernaeringsrigtige ingredienser til fadevarer, hvor det blev undersagt, om
underudnyttede blodfraktioner kunne anvendes til fremstilling af en farve- og
smagsneutral proteinfraktion.

Aktivitet 2. Oprensning af udvalgte komponenter
At identificere og opsaette metoder til at fierne den rgde farve fra blod.

Falgende metoder blev identificeret som mulige teknologier til affarvning af griseblod:
e Enzymatisk hydrolyse

o Elektrolytisk affarvning

e Adsorptionsprocesser

e Qzonering

Enzymatisk hydrolyse medfgrer en delvis nedbrydning af proteinet til mindre
peptider. Heemgruppen giver blodet den rade farve, og ved en delvis nedbrydning
af proteinet kan jern frigives og separeres fra resten af proteinet ved fx
centrifugering. Flere tidligere forsag har vist, at hydrolyse af proteiner leder til en
kraftig bitter smag, som skyldes opkoncentrering af mindre peptider. Der er
veldokumenteret, at fx Alcalase og flere andre enzymer kan affarve blod, men om
metoden kan tilpasses, sa dannelse af bitterstoffer undgds, er endnu ikke vist. Dette
giver anvendelsen af blod et fornyet potentiale, da en behandling til en mindre
hydrolysegrad sandsynligvis vil medfare en hurtigere procestid, gget udbytte og
bedre sensorisk kvalitet.

Indledningsvist blev der gennemfart en raekke hydrolyseforsgg med folgende
enzymer for at afklare, hvilket enzym der var bedst egnet til formalet.

Tabel 2. Optimale betingelser for udvalgte enzymer til hydrolyse af haemoglobin.

Enzym Temperatur pH Anbefalet dosis
Alcalase, NOVO 55°C 8,5 0,5%
Alcalase, Sigma 55°C 8,5 0,5%
Foodpro 30L 50°C 9,0-9,5 0,1-0,5%
Foodpro 51FP 50°C 6,0-8,0 0,02-0,2%
Protease A. Niger 42°C 3,0 0,01-0,015%
Papain 55°C 7,0 0,35%

Elektrolytisk affarvning har ved indledende forsgg vist at vaere en effektiv metode til
affarvning af blod, men har ogsa vist at der dannes hypoklorsyre under processen.
Elektrolytisk affarvning blev derfor vurderet uegnet til levnedsmiddelformal og blev
derfor fravalgt efter de indledende forsag.
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Adsorptionsprocesser viste sig relevante som efterbehandling til en proces, hvor
blodproteinet var delvist affarvet og havde aendret struktur. Dette skyldes, at
haemoglobin udger sterstedelen af proteinet i haemoglobinfraktionen, og derfor vil
der reelt ikke vaere noget protein tilbage, hvis haemoglobin fjernes. Da dette er en
dyr teknologi, forventes den kun relevant til finpolering i tilfaelde, hvor der gnskes et
helt rent protein, fx efter en enzymatisk hydrolyse, hvor der stadig er en lille rest af
rod farve tilbage.

Ozonering blev vurderet uegnet til affarvning af blod, da det vil kraeve meget kraftig
ozonering, hvis vaesken skal blive klar og ikke brunfarvet. Affarvningen sker som
folge af, at proteinet denaturerer og agglomerer til partikler. Der er med andre ord
tale om, at farvefjernelsen skyldes, at protein fiernes, hvilket ikke er
hensigtsmaessigt i denne sammenhzang.

Med udgangspunkt i ovenstaende vurderinger og forsgg havde det efterfglgende
arbejde fokus pa enzymatisk hydrolyse til affarvning af blodet. Efter indledende test
blev det klart, at potentialet var stagrst for enzymerne papain og protease A. Niger,
mens Alcalase blev anvendt som referenceenzym.

Metoden blev gradvist opskaleret til forskellige batchsterrelser i laboratorieskala pa
hhv. 100 ml, 500 ml og 1000 ml, hvor 500 ml ogsa blev gennemfart under fadevare-
godkendte betingelser og dermed muliggjorde sensorisk bedgmmelse af hydrolysa-
terne.

Efter en lang reekke optimeringsforsag blev der udviklet to procedurer for optimal
farvefjernelse i griseblod, dels metode 5 til laboratorieskala og dels metode 6 til
pilot plant-skala. Forskellen pa de to metoder fremgar af punkt 2:

1. Blod: Der blev udelukkende anvendt haamoglobin (RBC), hvor plasmadelen var
blevet separeret fra pa slagteriet. Blodet kunne sta i kaleskab en dag far
hydrolyseforsgget eller opbevares pa frost. Til sensoriske forsgg kraeves, at
blodet er bade AM og PM godkendt.

2. Heemolyse: Far hydrolyse blev RBC fortyndet 1:4 i vand. Det var vigtigt, at RBC
var helt oplast i vandet og homogen i oplgsningen. Der er forskellige metoder til
at fd homogen haemolyse, fx omraring, ultralyd, PEF osv. Efter en raekke
optimeringsforsgg viste det sig, at det var bedst at anvende omrgring og
ultralyd i kombination. Omraringen fik RBC til at fordele sig jeevnt i oplasning,
mens ultralyden knaekkede RBC og klumpede hurtigere (metode 5). Da ultralyd
ikke var en mulighed i pilot plant, blev der tilfgjet ekstra omrgring i metode 6.

3. Enzymaktivering: Enzymoplasningen skulle laves samme dag som hydrolysen.
Oplasningerne skulle omrares omhyggeligt, til vaesken var klar, og der ikke var
klumper i oplgsningen (mindst 30 min med magnet i 50-100 ml kolbe). Det var
vigtigt, at enzymet var helt oplest far tilsaetning til RBC-oplgsningen for at undga
ustabil enzymkinetik.
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4. Inkubation: Enzymatisk hydrolyse af RBC skulle gennemfgres ved de optimale
betingelser for det enkelte enzym. | tabel 2 er angivet betingelser for de testede
enzymer (temperatur, pH, enzymsubstratkoncentration).

5. Inaktivering: Enzymet skulle stoppes pa rette tidspunkt, hvor succeskriterier for
hydrolysegrad, affarvning og udbytte var tilfredsstillende indfriet. For at stoppe
hydrolysen skulle enzymet inaktiveres, hvilket blev opndet ved opvarmning til
80-90°C i 10-15 min. Ved hgj temperatur blev enzymet denatureret og var
derfor ikke lengere aktivt.

6. Justering af pH-veerdi fer separation: Efter inaktivering af enzymet blev pH
justeret til 4 eller 5. Ved denne pH blev ikke-hydrolyserede proteiner udfzeldet.
Disse proteiner indeholdt haem og blev adskilt fra de oplgste proteiner ved
centrifugering. Efter centrifugeringen var det supernatanten, der indeholdt det
farvelgse blodprotein, som efterfglgende kunne anvendes, opkoncentreres eller
oprenses yderligere.

Aktivitet 3. Komponenternes sammenscatning og egenskaber
At undersgge de oprensede komponenters egenskaber og sammensatning.

Med afsaet i aktivitet 1 og 2 blev proteinets sammensatning og egenskaber
undersaggt ved analyse af:

e Affarvningsgrad (DD%)

e Hydrolyseringsgrad (DH%)

e Protein recovery%

e Aminosyresammensaetning

e Storrelsesfraktionering ved size exclusion

e Sensorisk bedgmmelse i test matrice

Til vurdering af de forskellige udviklingstrin blev der defineret en raekke
succeskriterier for optimal affarvning af blodet:

1. Affarvningsgrad, DD% = Svag gullig /rosa
2. Hydrolyseringsgrad, DH% = Lav (< 20)
3. Udbytte/recovery = Hgj (60-70%)

Affarvningsgrad (DD%)
Affarvningsgraden (degree of decoloration, DD%) blev bestemt ved en
spektrofotometrisk maling pa hydrolysatet ved 405 nm bade far og efter hydrolyse.

ABS efter hydrolyse
DD = (1 — ALt tudrolse) , 4
ABS for hydrolyse

Hydrolyseringsgrad (DH%)

Hydrolyseringsgraden (degree of hydrolysis, DH%) kan bestemmes ved OPA-test,
som er udviklet af (Nielsen et al., 2001). Den findes dog i flere modificerede
versioner, Rene Lametsch refererer fx til (Spellman et al., 2003).
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Ved OPA-test males pa spektrofotometer ved 340 nm. OPA-reagenset skal veere
friskfremstillet for at kunne fa en optimal blindveerdi (blank OD = 0,07). Hvis man
analyserer samme dag, som hydrolysen gennemfares, kan man bruge
fortyndingerne fra DD-analysen. Hvis praverne er optgede, laves nye fortyndinger.

Procedure

Fortynd preven i samme fortynding som farvemalingen
2. Gennemfgr 2 x Blank + 2 x Standard

3. Gennemfar analyse pa hydrolysat (prave)

4. Gennemfgr 2 x Standard + 2 Blank

N

Standard: 200 L serine std. opl. + 1,5 mL OPA opl. star praecis 2 min og males ved
340 nm.

Blank: 200 pL vand + 1,5 mL OPA opl. star praecis 2 min og males ved 340 nm.

Prgve: 200 pL preve opl. + 1,5 mL OPA opl. star praecis 2 min og males ved 340
nm

Hydrolyseringsgraden bestemmes ved: DH = ﬁ * 100

serine—NH2- 8 mevq .
Hvor, h = - B p protein
oD(Sample)-0D(Blank) 0,9516"¢4Y/; x 0.1x100

0D(Std)—0D (Blank) X*P

Serine-NH2 =

o + B + h(tot) = konstanter

Protein recovery%

Protein recovery% er et udtryk for, hvor meget af det oprindelige blodprotein der
kan genfindes i supernatanten (produkt) efter hydrolysen, og hvor stor en andel der
er gaet tabt i bundfaldet (spild). Til bestemmelse af protein recovery gennemfares
farst en proteinbestemmelse (Kjeltec 8420) pa supernatanten (2-4 ml) og i nogle
tilfeelde bundfaldet (0,2-0,5 g). Til beregning af recovery er det vigtigt, at man kender
vaegten pa supernatanten og bundfaldet. Derfor skal centrifugeglas veeret afvejet
inden start af hydrolysen. Efterfalgende vejes de to faser (supernatanten og
bundfaldet), nar hydrolysen er udfert.

Protein recovery var et af de tre succeskriterier, hvor malet var 60-70% i
supernatanten. Dette blev opndet for alcalase efter 2 timer, for A. Niger fra opstart
af hydrolysen, men resultatet var lidt svingende for papain, hvor succeskriteriet blev
opnaet efter 5+ timer.

A. Niger Papain
R e A R A BT B B BT P rst) TR I !
R e e BT T -
-‘; : A },N P\l »: hg:l» '. = =" '—; :——G‘ _—" - '
——
U,LMJLLL I{J\LL .hz

mi A ;"
vs e %ﬁﬂ!

100 100 11
69 67 | 58 | 55 | 55 | 55| 55 9 25129 | 38| 46 | 56 60 65
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Papain

T0.0 | TO T2 13 T4 | T5 | T24 T0.0 | TO T2 13 T4 | T5 | T24
10 36 | 33 35 |46 | 46 | 62 9 47 65 60 58 | 61 70

Aminosyresammenseaetning

Der blev lavet en indledende vurdering af proteinkvaliteten, der blev baseret pa
blodhydrolysaternes aminosyresammensatning (AAS), hvilket betyder, at der ikke
blev taget hgjde for fordgjelse eller manglende fordgjelse af de essentielle amino-
syrer. Analysen blev gennemfart af Eurofins, baseret pa I1SO 13903:2005 (IC-UV) og
EU 152/2009 (LC-FLD).

Undersagelsen af blodcellekoncentratet og hydrolysater fra de testede enzymer
(tabel 2) viste, at indholdet af essentielle aminosyrer generelt 1& hejt bortset fra
isoleucin, der 13 under detektionsgraensen for hydrolysaterne.

Det lave indhold af isoleucin var forventet (Pearson, 1988; Aaslyng, 2015) og gar, at
der i et ernaeringsrigtigt produkt med blodhydrolysat som ingrediens bar indtaenkes
en anden kilde til isoleucin. Dette kunne fx vaere protein fra cerealier, som kan have
et hgjt indhold af isoleucin (Haard, 1999). Protein fra cerealier og protein fra blodhy-
drolysater komplimenterer ogsa hinanden godt ved indholdet af lysin, som typisk er
lavt for cerealier (Pearson, 1988; Sa et al., 2020). Baseret pa denne undersggelse
vurderes, at alle de anvendte enzymer resulterer i samme proteinkvalitet og der-
med samme ernzringskvalitet.

Sterrelsesfraktionering ved size exclusion (HPLC)

For at f& en bedre forstaelse af hydrolysaternes sammensaetning blev de
karakteriseret i forhold til proteinernes molekylvaegt. Til dette formal blev en specifik
metode beskrevet til size exclusion chromatography (SEC) af hydrolysater fra blod
og protein fra griselunger.

SEC anvendes i vid udstraekning til at bestemme molekylvaegten af analytter af
interesse, fx polymer, proteiner osv. Analysen blev foretaget, ved at praven blev fgrt
gennem en kolonne, der var pakket med partikler med forskellige porestarrelser.
Pravens molekyler eluerede fra kolonnen alt efter deres starrelse. Molekyler med
stgrst molekylvaegt eluerede farst, mens mindre molekyler eluerede sidst, da de
skulle "rejse” en lzengere vej gennem kolonnens porer. SEC kan bruges som et
selvstaendigt system eller kan integreres i et HPLC-system.

| dette projekt blev SEC HPLC brugt til at bestermme starrelsesfordeling af protein-
produkterne efter hydrolyse af blod. Formalet med analysen var at danne et videns-
grundlag for efterfglgende oprensning/filtrering til optimering af den sensoriske
kvalitet af blodhydrolysater ved at reducere indholdet af bitre peptider.
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Der er adskillige hypoteser angdende udvikling af bitter smag:

o Et peptidmolekyle med et hgjt indhold af aminosyrer med hydrofobe
sidekaeder vil udvikle bitter smag (Matoba & Hata, 1972).

e Aminosyrerne i en peptidkeede bidrager uafhangigt til bitterhed uanset
aminosyresekvenser og konfiguration (Matoba & Hata, 1972).

o Alle peptider med hgj hydrofobicitet, 1400 cal res-1 eller hgjere, er bitre
(Guigoz & Solms, 1976).

Derudover afhaenger bitterhed ogsa af starrelsen pa peptiderne, som kan relateres
til hydrolysegraden (DH). Der er dog mange forskellige bud pa, hvilke peptidstarrel-
ser der er de bitre, men fzlles for de flere videnskabelige artikler er, at det er de
sma peptider, som er de mest bitre, seerligt for haemoglobin i omradet 500-5000 Da
(Aubes-Dufau & Combes, 1997).

Separationen blev i dette projekt udfgrt med Agilent AdvanceBio SEC 130A 2,7 um
4,6 x 300 mm kolonne og tilhgrende forkolonne. Agilent AdvanceBio SEC 130 A pro-
teinstandardkit blev brugt til at skabe kalibreringskurve til molekylveegtberegninger.
Prgverne og standarderne blev kert med 150 mM fosfatbuffer pH 7, ved et flow pa
0,35 ml/min og en temperatur pa 35°C. Detektion blev opnaet med bade DAD (ved
220 nm) og Rl-detektorer.

Figur 3 viser resultaterne fra SEC HPLC ved hydrolyse af hydrolyseret haeamoglobin
med A. Niger (protease A+B) og Performase (Papain) i 0-24 timer. Figuren viser, at

kun en mindre del af proteinet er stgrre end 6000 Da og dermed for stort til at in-
teragere med smagsreceptorerne (Coultate, 2009). Det vil sandsynligvis vaere pep-
tider fra den grgnne og den rgde fraktion, der bidrager til bitterhed, men hvilke og
hvor meget er fortsat uvist. Da det vil betyde en enorm udbyttereduktion at fierne
disse fraktioner, skal det fremadrettede arbejde fokusere pa yderligere fraktione-

ring og samt sensorisk test af fraktionerne.

A B

Protease A+B Performase (Papain)
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Figur 3. Starrelsesfordeling af proteiner ved anvendelse af HPLC med 130A kollonne under
hydrolyse af ha&emoglobin med enzymerne A. Niger (protease A+B) og Performase (Papain) i
0-24 timer.

Sensoriske egenskaber

Til bedemmelse af sensorisk kvalitet af hydrolysaterne blev der udviklet en metode til
direkte smagning pa supernatanten efter hydrolyse samt en smagsneutral
fodevaretestmatrice til test af forskellige koncentrationer af oprenset protein.
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Smagning direkte pa hydrolysatet bar gennemfares pa maks. 8 prgver, da hydrolysa-
terne kan vaere meget kraftige i smagsindtrykket. Derfor bar antallet af egenskaber
heller ikke overstige 3-4 egenskaber. | de indledende test blev der anvendt en 4-
trinsskala, men det anbefales at anvende en sensorisk 5-trinsskala i stedet (0 = ingen,
1 =lidt, 2 = mellem, 3 = betydeligt, 4 = markant). Desuden bgr dommerne traenes in-
den bedgmmelsen, da ekstremerne kan variere betydeligt afhaengig af de valgte pro-
cesparametre. Det bgr desuden overvejes, om frisk bold kan inddrages som refe-
rence.

Nedenstaende bi-plot viser smagning af 6 blodhydrolysater behandlet i 0-24 timer
med alcalase. Af figuren ses, at preverne adskiller sig pa egenskaberne blod/metal
versus bitter/bismag og indikerer, at smagsindtrykket gar fra intens blodsmag mod
intensiveret bitter smag ved gget hydrolysetid. Der er desuden udviklet et elektronisk
bedgmmelsesskema, der faciliterer hurtig resultatopggrelse efter bedgmmelsen.

/\ Original: Bi-Plot

LBlod/Metal

4 Bismag

.Beh 24

=Beh 224 Bitter

PC2 (27.3%)
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0.0
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Fadevaretestmatrice: Til sensorisk bedgmmelse af nye proteiningredienser i fadeva-
rer blev en relativ smagsneutral testmatrice udviklet. Det var boller bestdende af
vand, mel og proteinpulver, samt et minimum af salt og gaer. Testmatricen kan ogsa
indfarves, hvis det er ngdvendigt at maskere evt. restfarve fra proteinet.

ENERGI % Pr.100g

fedt

Energi: 763 K
Protein: 9 g
Kolhydrat: 33 g
Fedt: 13 ¢g

kulhydrat
74%
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Diafiltrering
Til yderligere oprensning af hydrolysatet - med det formal at fierne mindre pepeti-

der og dermed bitter bismag - blev diafiltrering testet. Til dette formal blev det ny-
erhvervede diafiltreringsudstyr (Hollowfibers) anvendt. Indkabet af dette er stottet
af Norma og Frodes Fond. Udstyret giver mulighed for at fraktionere hydrolysatet
ved 1 kDa (afventer levering), 3 kDa, 5 kDa og 10 kDa. Dette arbejde pabegyndes i
det nye projekt 2022-23.

Aktivitet 4. Scenarier for alternativ anvendelse af blod

Formdl At udarbejdet et katalog, hvori der opstilles en raekke scenarier for alternativ
anvendelse af blod, herunder en cost-benefit-vurdering af scenarierne. For hvert
scenarie indgar en kravspecifikation for, hvordan blod skal behandles far
oprensning, oprensningsproceduren og det endelige produkt.

Resultater | nedenstdende tabel er angivet hovedkonklusioner for de tre scenarier.

Scenarie Scenarie 2 Scenarie 3
Ernzeringskomponent Bio-plast Passivimmunisering
til fedevarer
At isolere smags- og At anvende blodmel til | At isolere immunoglobuli-
__|farvelgst protein fra fremstilling af bio-plast. | ner (IgG) fra plasma, til-
"€ |heemoglobin og ud- Metode til processering |saette det til foder og der-
E nytte den gode protein- | af blodprotein til bio- med beskytte smagrise
kvalitet i fedeva- plast blev demonstreret | mod diarré ved fravaen-
rer/snacks m.m. (Waikato University, NZ). | ning
Relativt lavt udbytte ef- |Udfordringer ligger i EU-krav: Opvarmning til
5 |ter hydrolyse, samt fremstilling af ravaren til | mindst 80°C vil @delaegge
E’ sensorisk kvalitet. plasten. Barriereegen- | en del af antistofferne.
TE Konsistente resultater |skaber, skrgbelighed, At inaktivere virus (OBS
% ved opskalering af pro- | migration m.m. 1.3 modelvirus er under-
= | ces. Holdbarhed af fly- segt pa DTU).
dende blodingrediens.
Booster til animalske Primeert nonfood. Fra 1. juni 2022 er det
é fodevarer og petfood. |Anden anvendelse forbudt at ordinere medi-
& kraever coatning. cinsk zink til griseproduk-
tionen.
Med nuveerende dansk |Med nuveerende dansk |Med nuvaerende dansk
produktion er produkti- | produktion er produktion er produktio-
onen estimeret til produktionen estimeret |nen estimeret til 225 tons
4.000 tons protein pr. |til 4,5 tons pellets pr. ar. | pr. ar, hvilket daekker = 5%
ar, hvilket potentielt Standardudstyr indenfor | af danske smagrise. Men
5 |kanopnd enveerdipa  |plastindustrien kan ogsa | det er kun en del af los-
@ | 150-700 mio. kr. anvendes til bioplast fx | ningen og skal suppleres
= | Derfra skal fratreekkes laminering, termofor- med andre tiltag fx fokus
udgifter til investering, | ming, injektionsstgbning. | pa alder ved fravaenning,
drift og bortskaffelse af foderstrategi (form, tids-
restprodukter. punkt, protein m.m.), hygi-
ejne og immunitet (1gG, E-
coli vaccine).
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Konklusion

Der er potentiale for anvendelse af griseblod til andre formal end biogas og foder til
pelsdyr, fx funktionelle ingredienser, farmaceutiske produkter, passivimmunisering,
bio-plast eller som ingrediens til ernaeringsrigtige fadevarer.

Projektets faglige fokus har veeret afgraenset til udvikling af procedurer for oprens-
ning af blodets haamoglobindel til en ernaeringsrigtig, farveneutral proteiningredi-
ens.

Det er vist, at det er muligt at opna et tilfredsstillende resultat ved hjeelp af enzyma-
tisk hydrolyse.

Blodproteinets ernzeringsmaessige og sensoriske egenskaber er desuden blevet
undersggt og viser, at valg af enzym og dosis/behandlingstid pavirker proteinernes
starrelsesfordeling og den sensoriske profil, ved at ga fra intens blodsmag til intens
bitter smag.

Det er formodentligt for kraftig nedbrydning af proteinet til bitre peptider, der forar-
sager den ugnskede bitre smag. Derfor er der arbejdet pa at optimere proceduren
og bestemme det "vindue”, hvor blodsmagen er reduceret tilstraekkeligt, og den
bitre smag endnu ikke er dominerende.

Opnas et tilfredsstillende resultat ved en kortere hydrolysetid, vil det betyde en
mere rentabel proces, da en hydrolyse, der kares til ende, ofte tager op til 24 timer,
mens en tilfredsstillende affarvning allerede opnas efter 3-4 timers inkubation.
Dette undersgges i et efterfglgende projekt.

Perspektivering

Skal proteinet anvendes til fgdevarer, bgr de sensoriske egenskaber optimeres
yderligere. Dette kan evt. ske ved hjeelp af oprensning med diafiltrering, hvor sma
bitre peptider fiernes fra hydrolysatet inden opkoncentrering.

En oprensning vil betyde lavere udbytte. Derfor kan det ogsd veere relevant at se pa
andre anvendelser end fadevarer, hvor bismag kan vaere en fordel fx ved at bruge
blodet til dyrefoder til enten fisk eller kaeledyr.

Leverancer og publikationer
Nedenfor ar angivet projektets leverancer i 2020 og 2021.

Leverancer som angivet i ansggningen 2020 | 2021
Stgrre udredninger/analyser/rapporter o.l. 1

Nye koncepter/strategier/processer/praksisser o.l. 1
Mindre udredninger/analyser/notater o.l. 1
Formidling af viden i form af indlaeg pa mader, konferencer o.l. 1

Projektets resultater er offentliggjort pa Teknologisk Instituts hjemmeside.
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Rapporter

Konferencebi-
drag
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Mosby Jespersen, C. (2020). Kortlaegning af nuvaerende praksis (fortrolig)

Kaas-Larsen, K. (2020). Litteraturstudie - Alternativ anvendelse af blod

Kaas-Larsen, K. (2020). Teknologier til affarvning af blod (notat)

Faurschou, P., Rolsted, M. og Lund, B. W. L. (2020). Hydrolyse af blod med

enzymer (notat)

5. Trac, L. N.(20217). Opsamling af resultater og erfaringer igennem
hydrolyseforsgg i 2021

6. Rejserapport vedr. studietur til Danish Crown, Ringsted (fortrolig)

7. Mosby Jespersen, C. og Terngren, M. A. (2021). Scenarier for alternativ
anvendelse af blod

8. Tarngren, M. A. Slutrapport for Alternativ anvendelse af blod (2021)

N =

1. Terngren, M. A, Trac, L. N, Hofer, L. H, Lund, B. W, L., Kaas-Larsen, K. B., Rolsted
M. og and Mosby Jespersen, C. (2021). A method for upgrading porcine blood
into a decolourized and tasteful protein ingredient. International Conf 67
International Congress of Meat Science and Technology (Hybrid Congress).
August 23-27, 2021, KRAKOW.
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Projektoversigt Bilag 1
AKTIVITET START SLUT NOTE

Analysefase 1. kvt. 2020 Opstartsmader
Udarbejdelse af projektplan

Litteratur Review Jan. 2020 | Marts 2020 | Der blev udarbejdet et notat vedr. nuvaerende praksis for
handtering af blod samt litteraturreview vedr. anvendelse
af blod til funktionelle ingredienser, farmaceutiske pro-
dukter, passivimmunisering, bio-plast og nye ernaerings-
rigtige ingredienser.

1. felgegruppemede d. 25.03.2020 Madets primaere formal var at afgreense projektet og

udveelge de mest interessante anvendelser for blod. Top-
3 var enstemmigt:

3. Passivimmunisering

4. Bio-plast

5. Ernaeringsrigtige fedevarer

Derfor blev der udarbejdet scenarier for disse, mens
udviklingsaktiviteter blev afgraenset til
prototypefremstilling af ingredienser

Gate:
Analyse til idéfase

2. kvt. 2020 (16.04.21)

Faseskift fra analyse- til idéfase:
e Vidensopsamling vedr. nuveerende praksis

e Litteraturreview vedr. alternativ anvendelse af blod
e Projektplan

e Referat af falgegruppemade med indstilling

e Projektafgrensning

e Indstilling til portefaljestyregruppen

Faseskift fra idé- til metodefase:

e Specifikation af projekt-output

o Referat af falgegruppemade med indstilling
e Indstilling til portefgljestyregruppen

Udvikling af metode til

Marts 2020 | Dec. 2020

Indkaring af lab-metode 100 ml

sammensatning og
egenskaber

affarvning af blod Opskalering af metode til 500 ml
Indkering af levnedsmiddelgodkendt metode
Komponenternes Marts 2020 | Dec. 2020 | Affarvning (DD%), hydrolyseringsgrad (DH%),

proteinindhold/recovery%, size exclusion af hydrolysat,
aminosyresammenseaetning

2. falgegruppemede

12.03.2021

Godkendelse af succeskriterier for affarvning,
hydrolysegrad og recovery% samt plan for kommende
forsgg blev godkendt og indstilling til faseskift

Gate:
Metode til F-model

1. kvt. 2021 (26.03.21)

Faseskift fra metode- til F-model:

e Procedurer og analysemetoder udvalgt og opsat
e Plan for test foreld

o 2. folgegruppemade afholdt

e Indstilling metode til F-model blev godkendt
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AKTIVITET

START SLUT

NOTE

Konferencebidrag

23.aug. 21 |27.aug. 21

Deltagelse ved ICOMST 2021. 67" International Congress
of Meat Science and Technology (Hybrid Congress)
August 23-27, 2021, KRAKOW med abstract og poster “A
method for upgrading porcine blood into a decolorized
and tasteful protein ingredient”.

Gate:
F-model til metode

2. kvt. 2021 (23.06.21)

Faseskift fra F-model- til metodefase: Idet procedurer og
analysemetoder ikke var tilfredsstillende indkeart.

Konferencebidrag 3. nov. 2021 Deltagelse ved TI's fadevarekonference 2021, Fremtidens
fodevareproduktion - omstilling til klimaneutral
veerdikeede, med stand om animalske sidestramme.

Studiebesag Nov. 2021 Proteingruppen besggte Danish Crown, Ringsted for at
opna en samlet forstaelse af slagteriets handtering af
sidestrgmme bl.a. blod.

Scenarier for alternativ Nov. 2021 |Dec. 2021 | Der blev udarbejdet scenarier for fokusomraderne: Passiv

anvendelse af blod immunisering, Bio-plast og Ernaeringsrigtige ingredienser
til fedevarer.

Gate: 4. kvt. 2021 Faseovergang fra metodefase til O-seriefase blev

Metode til afslutning godkendt. Projektets resultater blev samlet i en
slutrapport, og der blev taget afseet herfra i et nyt
blodprojekt i 2022-23

Slutrapport Dec. 2021 |Dec. 2021 |Link til hjemmesiden
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Danish Meat Research Institute
(DMRI), Taastrup, Denmark

A method for upgrading porcine blood into a decolourized

and tasteful protein ingredient

AIM

The aim of this study is to develop an enzymatic
method to produce a decolourized and tasteful
porcine blodprotein ingredient

INTRODUCTION

Porcine blood from Danish abattoirs has mainly been used
for animal feed of mink, before the COVID-19 outbrezk led
to a total lockdown. If the great nutritional and economic
potential of blood protein is to be exploited, the blood
proteins should be upgraded for human nutrition.

METHODS & MATERIALS

Enzymatic hydrolysis of RBC was done using Performase®
and “Protease A+B" derived from Aspergillus niger. RBC was
diluted 1:4 (w/w), temperature and pH were adjusted and
an enzyme-substrate conc. of 0.35% (w/w) for papain and
0.25% (w/w) for Protease A+B was added. Stirring (200
rpm/min) was applied for 1, 2, 3, 4 and 5 h during
hydrolysis, and stopped by heating to 80°C for 15 min. The
samples were adjusted to pH 5.0 £ 0.1, centrifuged at 7000
g for 45 min. Size exclusion was performed on a Agilent
AdvanceBio SEC 3004, 2.7 um, 4.6 x 300 mm Colom.
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CONCLUSION

This study indicates that the method can be used to
identify a “window of success” for enzymatic
hydrolysis of porcine blood.

RESULTS

Exp1

= The DHY% increased for both enzymes as the treatment time
increased.

= The sensory evaluation indicated an acceptable degree of
off-flavour after 4 hours treatment for both enzymes

Exp2

= DD#9b-values >96% were obtained after 1 hour for papain,
and after 3 hours for Protease A+B

= A satisfying colour along with a recovery of = 55% was
obtained after 4 hours for Performase® and after 3 hours
for Protease A+B.
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Figure 1. Size exclusion chromatography (SEC) showed a
decreasing amound of _Iar%s protein, and increasing amound
of smaler peptides during hydrolysis (data for performase ®
not shown). Next step is to remove the bitter fraction before
up-scaling of the process.

ICOMST 2021 (Krakow) - Internationalt konferencebidrag
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