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For at komme af med den rgde farve og den metalliske smag i blod skal man have
flernet haemjernet, som er bundet i haemoglobinet. Til dette formal kan man be-
handle blodet med proteinnedbrydende enzymer, sakaldte proteaser/peptidaser, i
det, der kaldes en enzymatisk hydrolyse. | denne proces frigives haemjernet og kan
ved den rette pH-vaerdi udfaeldes og adskilles fra proteinet. Det fremstillede prote-
inprodukt vil ofte have en bitter smag, som skyldes dannelsen af hydrofobe pepti-
der, men denne bitterhed kan reduceres ved yderligere enzymbehandling, og man
kan tilmed frembringe en umamismag, som kan dominere smagsindtrykket. Denne
rapport beskriver en raekke af forseg, hvor blodceller er blevet behandlet med for-
skellige kombinationer af enzymer, og hvor effekten, bade kemisk og sensorisk, er
blevet undersggt.

Et bittert smagende hydrolysat fremstillet med endoproteasen Alcalase kunne ved
behandling med exopeptidasen Protana Prime frembringe et hydrolysat med redu-
ceret bitterhed, og ved yderligere behandling med glutaminasen Protana UBoost
blev umamismagen intensiveret. Dette skyldtes exopeptidasens nedbrydning af
bitre peptider til frie aminosyre og en kraftig tilvaekst af aminosyren glutamin samt
glutaminasens omdannelse af glutamin til den umamismagende glutamat. Protein-
udbyttet var tilfredsstillende (>60%) ved en hydrolysetid pd sammenlagt tre timer
med en enzymkoncentration af hver af de tre enzymer, Alcalase, Protana Prime og
Protana UBoost pa 1,6%. Affarvningen var ligeledes tilfredsstillende, og det kunne
samtidig konstateres, at en gvre graense for hydrolysegraden ikke var relevant at
fastseette ved behandling med denne enzymkombination.

Ved en sensorisk test af hydrolysatoplgsninger med proteinkoncentrationer pa hhv.
0,5%, 1,0% og 2,0% viste koncentrationen 2,0% sig at veere den bedste af de tre i
forhold til at smage de fire smagsattributter "bitter”, "umami”, "metal” og "salt".
Naeste skridt er at teste hydrolysatprodukter i fgdevarematricer for at vurdere de
sensoriske og funktionelle egenskaber i samspil med andre smagsgivere og konsi-
stens. Optimalt set vil hydrolysatprodukterne blive testet i bade animalske, vegetar-
og hybridprodukter.

Denne rapport afspejler gennemfarelsen af en reekke forsgg i aktivitet 1 (2022) "Pi-
lotproduktion af blodprotein” og udger et led i opfyldelse af milepael 1: "Beskrivelse
af pilotproduktion med kritiske procestrin samt relevante enhedsoperationer er ud-
arbejdet (2022-23)".
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Side 2

Med udgangspunkt i det tidligere SAF-projekt "Alternativ anvendelse af blod” (2020-
21) videreudvikles laboratoriemetoden for enzymatisk hydrolyse af haemoglobin fra
griseblod.

Hydrolyse af haemoglobin med endoproteaserne Papain og Alcalase har i tidligere
forsgg givet hydrolysater med hgjt niveau af bitterhed (forseg 2, uge 22, 2022). Eks-
terne studier har vist, at hydrolyse af blod med en kombination af endo- og exo-
peptidase kan mindske bitterheden af hydrolysaterne'?, mens behandling med
glutaminase kan forsteerke umamismagen?. Disse studier bakkes op af Novozymes'
beskrivelsert>® af enzymerne, som er anvendt i forsagene beskrevet i denne rap-
port.

| de to forsgg udvides metoden fra enzymatisk hydrolyse behandlet udelukkende
med endoprotease (Alcalase fra Novozymes?) til ekstra behandling med exopepti-
dase (Protana Prime fra Novozymes®) og med glutaminase (Protana UBoost fra No-
vozymes®).

Der er defineret en raekke succeskriterier for tilfredsstillende affarvning af blod:

1. Affarvning, DD% = Svag gullig/rosa
2. Hydrolysegrad, DH% = Lav (< 20%)
3. Udbytte/recovery = Haj (60-70%)

Succeskriterierne var afledt af den forudsaetning, at haemoglobinet hydrolyseres
udelukkende med endoprotease, og at hydrolysen skal afbalanceres i forhold til hy-
drolysegrad og udbytte. Baggrunden for dette er, at hgj grad af hydrolyse vil aflede
haj grad af bitter smag, og at hydrolysegraden derfor skal begraenses til hgjst 20%.
Ved introduktion af enzymer med exopeptidaseaktivitet og glutaminaseaktivitet bar
den gvre graense for hydrolysegrad revurderes, da en hgj hydrolysegrad er forven-
telig i denne behandlingsmetode, uden at give anledning til hgj bitterhed. | denne
rapport vil der derfor laves en vurdering af, hvorvidt parameteren hydrolysegrad
skal have en graense i forhold til succeskriteriet, nar der behandles med kombinati-
oner af enzymer.

Forsgg 1

Formalet med forsgg 1 var at teste enzymatisk hydrolyse af grisehaamoglobin be-
handlet med enzymerne Alcalase, Protana Prime og Protana UBoost. | testen blev
enzymkoncentrationer samt hydrolysetider varieret, hvorpa hydrolysen blev vurde-
ret ud fra malinger pa parametrene: affarvning (visuel), hydrolysegrad (DH%), prote-
inudbytte (recovery%) og peptid starrelsesfordeling (SEC-HPLC).

Den optimale hydrolysetid og enzymkoncentrationer i forhold til forsggsopsaetning
og metode blev identificerede og anvendt i forseg 2.

Forsgg 2

Formalet med forsgg 2 var at teste hydrolysatoplgsninger af grisehaemoglobin be-
handlet med kombinationer af enzymerne Alcalase, Protana Prime og Protana
UBoost i et internt sensorisk panel.
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Pa baggrund af den sensoriske test blev der lavet en vurdering af, hvilken protein-
koncentration af hydrolysat der bedst kunne anvendes til vurdering af smagsattri-
butterne: bitter, umami, salt og metal.

Mikrobiologiske parametre blev malt i rdvarer samt i hydrolysat opbevaret i op til en
uge pa kol efter endt forseg for at dokumentere holdbarhed af hydrolysat samt

kvaliteten af révaren.

Folgende metode blev brugt i forseg 1 og forsaeg 2:

1. 500 ml batch i blue cap-flaske

2. 1 del heemoglobin (RBC): 4 dele vand, 500 g i alt

3. Placering i 55°C vandbad

4. Omrgring af haemoglobinoplgsning (RBC) i 30 min = haamolyse
5. Oplgsningens temperatur indstilles til 55°C

6. Enzymtilseetning ved tiden T=0

7. Efter endt hydrolyse opvarmes til 90°C = enzyminaktivering i 15 min
8. Nedkaling til 20°C

9. pH-justering til udfaeldning af haemjern

10. Centrifugering ved 4600 omdrejninger/min i 30 min

11. Dekantering af klar vaeske (hydrolysat) til ny beholder

De preaecise metodebeskrivelser for forsgg 1 og forsgg 2 samt holdbarhedsforsag
er angivet i vedlagte bilag 1.

Forsgg 1

Figur 1 viser det overordnede forsggsdesign for hydrolysen af haemoglobin udfert i
forsgg 1. Der blev brugt AM/PM godkendt grisehaemoglobin hjemtaget fra Horsens
i maj 2022. Hemoglobinet blev optget fra -18°C, fortyndet 1:4 med vand og hydro-
lyseret med enzymer. De anvendte enzymer, Alcalase, Protana Prime og Protana
UBoost fra Novozymes, blev testet ved tre enzymkoncentrationer: lav, middel og
hgj (tabel 1). Praver til analyse blev udtaget ved hydrolysetiderne 2, 3, 4, 5 og 24 ti-
mer (figur 1). Alle prgver blev analyseret for proteinudbytte, hydrolysegrad og af-
farvning (visuel), samt peptid starrelsesfordeling (SEC-HPLC).

RBC Enzymer Hydrolyse Analyser

Novozymes * Protein

Novozymes 0 i
Heemoglobin enzymer enzymer Peptidstarrelse

fra Horsens Lav-mid-hgj konc * Hydrolysegrad

- Alcalase 1.6%
+ Protana Prime
variabel konc.
+ ProtanaUBoost
variabel konc.

(Maj 2022) 0-2-3-4-5-24 timer

Figur 1. Forsggsdesign - forsgg 1.
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Tabel 1. Beskrivelse af de tre hydrolyseopsaetninger og metode.

Enzym + konc. (%) + fortyndingsfaktor pH Tid Tempera-
tur

Novozymes lav: 8,0 55°C
Alcalase 1,6% Tilsat ved O t
Protana Prime 0,016% (100 X fort.) Tilsat efter 2 t
Protana UBoost 0,16% (10 X fort.) Tilsat efter 2 t
Novozymes middel: 8,0 55°C
Alcalase 1,6% Tilsat ved 0 t
Protana Prime 0,16% (10 X fort) Tilsat efter 2 t
Protana UBoost 1,6% (ingen fort.) Tilsat efter 2 t
Novozymes hgj: 8,0 55°C
Alcalase 1,6% Tilsat ved O t
Protana Prime 1,6% (ingen fort.) Tilsat efter 2 t
Protana UBoost 1,6% (ingen fort.) Tilsat efter 2 t

Forseg 2

Figur 2 viser det overordnede forsggsdesign for hydrolysen af haemoglobin udfert i
forsgg 2. Der blev brugt AM/PM godkendt grisehaemoglobin hjemtaget fra Horsens
i marts 2023. Hemoglobinet blev efter modtagelsen indfrosset ved -18°C. Dagen
for hydrolyse blev haemoglobinet opteet i vandbad ved 4°C.

Sensorik

Tre hydrolyser med forskellige enzymkombinationer blev udfert (tabel 2).
Alcalase 1,6% blev anvendt som endoprotease i alle de tre enzymkombinationer.
Protana Prime 1,6% blev anvendt som exopeptidase i hydrolyse 2 og 3. Protana
UBoost 1,6% blev anvendt som glutaminase i hydrolyse 3. Enzymkoncentrationer,
hydrolysetemperaturer og pH er angivet i tabel 4.

RBC Enzymer Hydrolyse Analyser

Hzemoglobin fra Novozymes Novozymes * Protein
Horsens (marts enzymer enzymer - Hydrolysegrad

2023) + Alcalase 1.6% 3 timer - Farve

Analyse + ProtanaPrime - Peptidstarrelse

+ Mikrobiologi 1.6% * Aminosyrer
+ ProtanaUboost

1.6% - Mikrobiologi

- Sensorik

Figur 2. Forsggsdesign - forsgg 2.

Tabel 2. Forsggsopseetning - variation i enzym.

Sensorik Enzym tilsat ved tiden T (timer)
Hydrolyse 1 Alcalase (T=0) - -
Hydrolyse 2 Alcalase (T=0) P. Prime (T=2) -
Hydrolyse 3 Alcalase (T=0) P. Prime (T=2) P. UBoost (T=2)
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Holdbarhedsstudie

Et hydrolysat behandlet med Alcalase blev fremstillet med henblik pa analyse for
mikrobiologisk holdbarhed (tabel 3).

Tabel 3. Forsggsopseetning — holdbarhedsstudie.

Holdbarhedsforsag

Enzym tilsat ved tid O

Hydrolyse 4

Alcalase

Tabel 4. Enzymkoncentration, hydrolysetemperatur og hydrolyse pH.

Enzym Enzymkonc. (%) | Temperatur (°C) pH
Alcalase 1,6 55 8
Protana Prime 1,6 55 8
Protana UBoost 1,6 55 8
Hydrolysekvalitet
De gennemfarte hydrolyser blev analyseret for:
e Affarvning (foto)
e Proteinudbytte, Recovery% (Kjeldahl)
e Hydrolysegrad, DH% (OPA-analyse)
Proteinkvalitet
De hydrolyserede proteiner blev kvalitetsbestemt ved:
o Peptidfraktionsstarrelser (SEC-HPLC)
e Aminosyresammenseetning (LC-MS)
e Sensorisk test (internt smagspanel)
Tabel 5. Analyseplan forsgg 1.
T-0 -2 -3 T-4 -5 T-24
Farve v v v v v v
Protein v v v v v v
DH % v v v v v v
SEC-HPLC v v v v v v
Tabel 6. Analyseplan forsgg 2.
Ravarer T-0 T-3
Kemiske analyser
Farve - v v
Tarstof % - - v
Protein v v v
DH % - v v
SEC-HPLC - v v
Aminosyrer - v v
Mikrobiologiske
analyser
Aerobt kimtal v - v
BBCA (Bacillus) v - v
Clostridier v - v
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/Hydrolysegrad
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Resultater

Forseg 1
A B C

Lav Middel Hoj
Figur 3. Hydrolysater behandlet med Alcalase samt Protana Prime og Protana UBoost ved
forskellige koncentrationer. Prgver er udtaget ved tiderne 0, 2, 3, 4, 5 og 24 timer, vist fra
venstre mod hgjre. O-pragven (fer enzym tilfgjes) er vist yderst til venstre i A.

Hydrolysaterne behandlet med Novozymes enzymer i forskellige koncentrationer
viser fornuftig affarvning ved alle koncentrationer. Hydrolysatet behandlet ved den
lave koncentration har en radlig farvenuance, mens middel og haj koncentration
har en brunlig farvenuance. Der er ikke nogen tydelig forskel mellem affarvningen
fra 2 til 24 timer i de tre hydrolyser.

Proteinudbytte (recovery%) beregnes ud fra prevens proteinindhold analyseret ved
Kjeldahlanalyse. Det er et mal for, hvor meget af proteinet fra det ubehandlede hae-
moglobin der tilbage i hydrolysatet, nar haemjernfraktionen er centrifugeret fra.

Hydrolysegraden (degree of hydrolysis, DH%) er et mal for, hvor nedbrudt proteinet
er blevet under hydrolysen. DH% bestemmes ved OPA-test, som madles pa spektro-
fotometer ved 340 nm. OPA-reagenset skal veere friskfremstillet for at kunne fa en
optimal blindveerdi (blank OD = 0,07).

Novozymes

Analyseresultater for proteinudbytte og hydrolysegrad er angivet i hhv. tabel 7 og
tabel 8. Sammenhangen mellem de to parametre er illustreret i figur 4.

For alle tre hydrolysater ses der en stigning i protein de farste 3-4 timer, hvorefter
kurverne flader ud og kun stiger meget lidt op til 24 timer. Hydrolysegraden ser ud
til at stige kraftigt de fgrste 3-5 timer, hvorefter kurvens haldning falder, men er
stadig stigende helt op til 24 timer. Der ses en lille forskel i bade recovery% og hy-
drolysegrad mellem lav koncentration og middel koncentration, hvilket indikerer, at
mangden af Protana Prime og/eller Protana UBoost har en indvirkning pa begge
parametre. Samtidig ses en endnu starre stigning i recovery% og hydrolysegrad fra
middel til hgj koncentration, hvilket indikerer, at maengden af Protana Prime har ef-
fekt pa hydrolysen. Selvom hydrolysegraden for alle hydrolyserne er markant he-
jere ved 24 timer i forhold til 5 timer, ses der ikke en markant sendring i recovery%
fra 5 timer til 24 timer. Det indikerer, at peptidbindingerne fortsaetter med at blive
hydrolyseret uden at pavirke den samlede maengde peptid/aminosyre. Altsd nas et
naesten lige sa stort proteinudbytte ved kortere hydrolysetid (3-5 timer) som ved 24
timer, blot med 3-4 procentpoints forskel (tabel 7), hvorimod der fra 5 til 24 timer
ses en a&ndring i hydrolysegrad pa 20-25 procentpoint, cirka svarende til en fordob-
ling (tabel 8).
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Tabel 7. Proteinudbytte (recovery%) for Novozymes hydrolysater.

Tid/timer Lav koncentration | Middel koncentration Hgj koncentration
0 6,4 6,3 6,3
2 39,9 574 53,9
3 51,3 59,1 63,3
4 56,7 60,8 -
5 58,8 59,7 63,7
24 62,6 64,3 66,7

Tabel 8. Hydrolysegrad (DH%) for Novozymes hydrolysater.

Tid/timer

Lav koncentration

Middel koncentration

Hgj koncentration

0

-3,2

-3,2

-3,2

9,6

14,5

11,4

12,6

16,7

19,3

17,3

20,0

23,0

U wN

20,7

21,4

25,1

24

35,8

43,6

49,4

A. Lav koncentration

70,0
60,0
50,0

40,0

%

N

30,0
20,0
10,0

0,0

-10,0

—® 62,6

B. Middel koncentration

70,0
60,0
50,0

40,0

%

TN

30,0
20,0
10,0

0,0

-10,0

10 15

—@—DH% —@—recovery%

35,8

25

—® 64,3

10 15

—8—DH% —@— Recovery%

43,6

25
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C. Haj koncentration
70,0 66,7

60,0
50,0

40,0

%

30,0

20,0

10,0

0,0

5 10 15 20 25
-10,0

—8—DH% —@— Recovery%

Figur 4. Sammenhaeng mellem proteinudbytte (recovery%) og hydrolysegrad (DH%) ved de 3
enzymkoncentrationer: lav (A), middel (B) og haj (C).

SEC-HPLC 100%
Peptidstarrelses- W 0.2 kDa
. 90% (Fri : )
fordeling rie aminosyrer
80% ®0.3-0.57 kDa
70%
60% W 0.57-1 kDa
50%
m1-1.7 kDa
40%
30% W 1.7-6-7 kDa
20%
W 6.7-17 kDa
10%
0% W 17-45 kDa
Fgr enzym lav konc middel konc hgj konc
0 timer 24 timer 24 timer 24 timer

Figur 5. Peptidstarrelsesfordeling efter 24 timers hydrolyse ved lav, middel og hgj enzymkon-
centration.
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Side 9

100%
90% | 0.2_ kDa.
(frie aminosyrer)
0,
80% m 0.3-0.57 kDa
70%
60% H 0.57-1 kDa
50%
’ m1-1.7 kDa
40%
30% m 1.7-6-7 kDa
20%
W 6.7-17 kDa
10%
0 W 17-45 kDa

0 timer 2 timer 3 timer 4 timer 5timer 24 timer
For enzym (alcalase)

X

Figur 6. Peptidstarrelsesfordeling fra i 0, 2, 3 4,5 og 24 timer ved hgj enzymkoncentration.
Ved 0 timer = Alcalase tilsat. Ved 2 timer = Prime+UBoost tilsat.

Forseg 2

Alcalase +
Alcalase + Prime +
Alcalase ,
Prime UBoost

Figur 7. Visuel affarvning af hydrolysater behandlet med; 1: Alcalase, 2: Alcalase + Protana
Prime, 3: Alcalase + Protana Prime + Protana UBoost.

| figur 7 ses det, at der er god affarvning i alle tre hydrolysater af grisehaamoglobin

behandlet med tre forskellige kombinationer af enzymerne Alcalase, Protana Prime
og Protana UBoost. Hydrolysaterne er gennemsigtige med et brunligt skaer. Der er
ingen rgde farvenuancer i nogen af hydrolysaterne, hvilket indikerer, at haemjernet
er blevet effektivt fiernet under hydrolysen.

Affarvningsgraden (degree of decolouration, DD%) bestemmes ved en spektrofoto-
metrisk maling p& hydrolysatet ved 405 nm badde far og efter hydrolyse. DD% blev
for de tre hydrolyser malt til >95%, hvilket indikerer en naesten komplet affarvning i
forhold til far enzym blev tilsat.
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Side 10

E DH% & Recovery%

80,0
70,0
60,0
50,0

X 40,0
30,0
20,0

10,0

a1

_—

0,0
Alcalase A+ Prime A + Prime + Uboost

Figur 8. Proteinudbytte (Recovery) og hydrolysegrad (DH%) pa de tre hydrolysater behandlet
med hhv. Alcalase; Alcalase og Protana Prime (A + Prime); Alcalase + Protana Prime + Protana
UBoost (A + Prime + UBoost).

Nar man sammenligner resultaterne fra forsgg 1, "Novo_hgj konc” med resultaterne
fra den akvivalente hydrolyse i forsagg 2, "A + Prime + UBoost”, ses det, at protein-
udbyttet (recovery%) i begge tilfeelde ligger pa omkring 63% ved 3 timer. Hvis man
derimod kigger pa hydrolysegraden (DH%), ligger de noget forskelligt ved 19,3% i
forseg 1 0g 29,4% i forseg 2. Arsagen kan ikke forklares med sikkerhed, da bade en-
zymkoncentration, pH og temperatur har vaeret ens i de to forsgg. At hydrolysegra-
den for "Alcalase” og "A + Prime” i forsgg 2 ogsa ligger tilsvarende hgijt, pa hhv. 27,8
og 29,4, indikerer, at aktiviteten fra Alcalase er den primaere arsag til den haje hy-
drolysegrad.

Proteinindholdet samt tgrstofindholdet i de tre hydrolysater er angivet i tabel 9.

Tabel 9. Proteinindhold og terstofindhold i hydrolysaterne behandlet med enzymer.

Hydrolysat Protein (g/100g) Terstof (g/100g)
Alcalase 49 53
Alcalase + Prime 4.9 54
Alcalase + Prime + UBoost 49 54

Med udgangspunkt i det malte proteinindhold i hydrolysaterne samt det malte pro-
teinindhold i ravaren (malt til 30,5 g/100 g) blev proteinudbyttet (recovery%) udreg-
net (angivet i figur 8).

Storrelsesfordelingen af peptider i hydrolysaterne er malt ved anvendelse af SEC
HPLC med 130A kolonne.

Figur 9 viser starrelsesfordelingen af peptider/aminosyrer i de tre hydrolysater. Den
vigtigste observation er, at maengden af frie aminosyrer er fordoblet i de to hydroly-
sater behandlet med Protana Prime i forhold til hydrolysatet behandlet kun med Al-
calase, fra 4,3% (A) til 8,1% (A+P) og 8,0% (A+P+U). Dette stemmer overens med for-
ventningerne om, at exopeptidase genererer frie aminosyrer’?>, Der er stor lighed
mellem starrelsesfordelingen i de to hydrolysater behandlet med Protana Prime,
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Aminosyrebe-
stemmelse

Side 11

hvor det ene er tilsat glutaminasen Protana UBoost. Dette er ogsa forventeligt, da
glutaminasen omdanner glutamin til glutamat og ikke eendrer pé sterrelsen af mo-
lekylerne®.

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

A

A+P

A+P+U

W 0.2 kDa
(frie aminosyrer)
m 0.2-0.57 kDa
M 0.57-1 kDa
W 1-1.7 kDa
W 1.7-6.7 kDa

W 1.7-17 kDa

MW 17-45 kDa

Figur 9. Peptidstarrelsesfordeling i hydrolysat behandlet med Alcalase (A); Alcalase og Prime
(A+P); Alcalase, Prime og UBoost (A+P+U).

LC-GCMS blev brugt til at bestemme maengden af aminosyrerne glutamin og gluta-
minat i fri form i de tre hydrolysater. Metoden er brugt til at afgegre, om masngden
af de to aminosyrer bliver pavirket af behandlingen med exopeptidasen Protana
Prime og glutaminasen Protana UBoost.

Niveau af frie aminosyre (arbitraer
enhed)

0,018
0,016
0,014
0,012

0,01
0,008
0,006
0,004
0,002

E Glutamat HE Glutamine

.. LD

AT

I

%

A+P+U

Figur 10. Forhold mellem indhold af Glu og GIn i de tre hydrolysater behandlet med A=Alca-
lase, P=Protana Prime og U=Protana UBoost.

Figur 10 viser, at hydrolysatet behandlet med endoproteasen Alcalase og exopepti-
dasen Protana Prime (A+P) har et forhgjet niveau af glutamin i forhold til hydrolysa-
tet behandlet kun med endoprotease Alcalase (A), fra <0,006 til 0,015. Et forhgjet
niveau af glutamin ved behandling med Protana Prime er forventet, da enzymet i
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Sensorisk test

Side 12

henhold til specifikationen fra Novozymes genererer frie aminosyrer og i seerdeles-
hed glutamin. Niveauet af glutamat i de to hydrolysater er derimod ikke sa forskel-
ligt fra hinanden, ca. 0,008 og 0,006 i hhv. A og A+P. Kigger man pa hydrolysatet be-
handlet med glutaminasen Protana UBoost (A+P+U), er niveauet af glutamin faldet
markant i forhold til hydrolysatet uden tilsat glutaminase (A+P), fra 0,015 til 0,003.
Samtidig er niveauet af glutamat steget tilsvarende i hydrolysatet behandlet med
glutaminase, fra <0,006 til 0,017. Den mistede glutamin svarer omtrent til stignin-
gen i glutamat, hvilket stemmer godt overens med den forventede virkning ved be-
handling med glutaminase, som efter specifikationen fra Novozymes omdanner
glutamin til glutamat.

De tre hydrolysater blev bedemt internt af et panel bestdende af 6 smagsdom-
mere. Dommerne skulle hver isaer bedgmme intensiteten (skala fra 0-15, hvor O er
ingen smag, og 15 er meget intenst) af attributterne bitter, umami, metal og salt i
fortyndinger af hydrolysaterne. Fortyndingerne var 0,5%, 1% og 2% oplgsninger be-
regnet ud fra indholdet af protein i hydrolysaterne. Koncentrationen af protein blev
i alle tre hydrolysater malt til 4,9%. Fortyndingerne blev fremstillet ud fra, at protein-
indholdet i hydrolysaterne var 5%. Dette pa baggrund af at den eksakte proteinkon-
centration ikke var kendt, da fortyndingerne blev fremstillet, men ud fra et estimat
set i forhold til tidligere forsgg. Det vurderes ikke at have nogen signifikant betyd-
ning, og fortyndingerne vil derfor fortsat veeret opgivet som 0,5%, 1% og 2%.

| behandlingen af resultaterne er gennemsnittet af dommernes bedgmmelser angi-
vet. Der var forskelligt, hvordan de enkelte dommere brugte skalaen, s& sprednin-
gen var generelt hgj dommerne imellem. Det vurderes, at gennemsnittene giver en
god indikation af, hvor intense smagene er, og er derfor et udtryk for tendenser.

| figur 11 er angivet bedemmelsen af de fire smagsattributter i oplgsningerne med
0,5% protein. Alle bedgmmelser ligger sd lavt, at det vurderes, at 0,5% er for tynd
en oplgsning, til at dommerne kan skelne smagene tilstraekkeligt fra hinanden.
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E Protana prime + alcalase 0.5%

E Protana ultra boost + Protana prime + alcalase 0.5%
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Smagsintensitet

Salt Umami Metal

Figur 11. Sensorisk bedemmelse af hydrolysaterne med proteinindhold pa 0,5%. Skala: 0=in-
gen smag; 15=meget intens smag.

Det vurderes ud fra samme praemis, at attributterne salt og metal i bedemmel-
serne af oplgsningerne 1% og 2% generelt blev scoret for lavt, og desuden meget
ens, til at der er nogen forskel mellem hydrolysaterne (se figur 12). Den lave be-
dgmmelse af metal vurderes at vaere positivt og giver en indikation af, at alle hydro-
lyser har veeret effektive til at fierne haemjern, som er hovedarsagen til den metalli-
ske smag i ubehandlet blod og RBC-fraktion.
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Figur 12. Sensorisk bedgmmelse af smagsattributterne "salt” og "metal” i hydrolysaterne med
et proteinindhold pa 1% og 2%. Skala: O=ingen smag; 15=meget intens smag.

| bedgmmelserne af smagsattributterne "bitter” og "umami” i oplasningerne 1% og
2% (figur 13) ses der nogle tendenser, som ikke var tydelige i oplgsningen pa 0,5%. |
hydrolysaterne behandlet med endoproteasen Alcalase ses det, at bitterhed er
mere intenst end umamismagen. Dette er mest udtalt i 2%-oplgsningen, hvor "bit-
ter” bliver bedemt til 10,3 mens "umami” bliver bedgmt til 4,6. Nar vi kigger pa hy-
drolysatet behandlet med Alcalase samt exopeptidasen Protana Prime, ser vi, at
bitterheden er faldet, og umamismagen er steget i bade 1%- og 2%-oplasning. | 2%-
oplasningen er "bitter” nu malt til 8,4 og "umami” til 5,3. Det indikerer, at exopepti-
dasen har en effekt pa smagen, bedst observeret i den reducerede bitterhed. Bliver
hydrolysatet yderligere behandlet med glutaminasen Protana UBoost, ses et yderli-
gere fald i bitterhed og en stigning i umamismag. | oplasningen 2% er "bitter” be-
demt til 7,4, mens "umami” er bedgmt til 6,6. Dette indikerer, at glutaminasen ogsa
har en effekt pa den overordnede smag af hydrolysatet og styrker umamismagen
og reducerer bitterheden.

Det skal dog papeges, at en aendring i intensiteten i en smagsattribut "A” kan sendre
den oplevede intensitet af en anden smagsattribut "B", uden at der reelt er nogen
andring i maengden af smagsattribut "B". Derfor er det vanskeligt at sige med sik-
kerhed, at maengden af den bitre smagende substans falder, og maengden af den
umamismagende substans stiger ved behandling med Protana Prime og Protana
UBoost. Vi kan derimod godt sige, at der er en tendens til, at den oplevede smags-
intensitet for bitterhed er faldende og for umamismag er stigende, nar hydrolysa-
terne behandles med Protana Prime og Protana UBoost. Tendenserne er dog kun
tydelige i oplgsningerne med 2% protein.
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Figur 13. Sensorisk bedgmmelse af smagsattributterne "Bitter” og "Umami” i hydrolysaterne
med proteinindhold pad 1% og 2%. Skala: O=ingen smag; 15=meget intens smag.

Den mikrobiologiske holdbarhed af hydrolysat fra O til 7 dage, opbevaret ved 0°C
og 5°C, samt den mikrobiologiske kvalitet af ravaren hjemtaget 07.02.2023 fra DC
Horsens fremgar af den udarbejdede risikovurdering, som kan ses her: .\.\..\Hu-
man konsum Risikovurdering\2023\RISIKOYURDERING Uge 11 2023.docx

Forsgg 1

Hydrolysaterne behandlet med Novozymes enzymer viser en lidt svagere affarvning
end hydrolysaterne behandlet med Papain, men vurderes at ligge inden for det ac-
ceptable omrade. Uanset enzymkoncentration ses der ikke nogen tydelig forskel
mellem farven pa hydrolysaterne fra 2 til 24 timer, hvilket indikerer, at den indle-
dende behandling med Alcalase i de fgrste 2 timer, gar en stor del af arbejdet i for-
hold til at fa frigjort heemjernet. Der anes en lidt markere farve i hydrolysaterne be-
handlet med den lave enzymkoncentration, hvilket taler for at bruge enten middel
eller hgj koncentration. Der er ikke naevneveerdig forskel pa farverne mellem middel
og hegj koncentration.

Bade hydrolysetid og enzymkoncentration har en effekt pa recovery% og hydrolyse-
graden af hydrolysen. Efter 3 timers hydrolyse har hgj enzymkoncentration naet re-
covery% pa over 60%, hvor det ved middel enzymkoncentration opnas ved 4 timer,
og ved lav enzymkoncentration ferst er naet ved 24 timer. Da der samtidig ses en
hydrolysegrad, der efter 4 timer har oversteget 20% i hydrolysaterne ved middel og
hgj koncentration (lav koncentration efter 5 timer), kan man, hvis de hidtidige suc-
ceskriterier fglges, argumentere for, at hydrolyserne bringes til ende ved 3 timers
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hydrolyse, hvor hydrolysegraden er <20%. Det udfordrer dog succeskriterierne for
hydrolysegrad, at Protana Prime og Protana UBoost i forhold til teorien mindsker
bitterheden og forstaerker umamismagen, da succeskriteriet netop er defineret pa
baggrund af, at for meget hydrolyse vil generere for meget bitterhed. Hvis nogen af
de bitre peptider sa, via exopeptidase og/eller glutaminase, bliver omdannet til
ikke-bitre, men umami-boostende peptider/aminosyrer, kan man diskutere, om en
gvre graense for hydrolysegrad er ngdvendig, nar disse typer enzymer anvendes.
Dette bliver yderligere diskuteret i forsgg 2, hvor effekten af Protana Prime og Pro-
tana UBoost pa sensoriske aspekter vil blive testet.

Ud fra dette forsegs resultater konkluderes det, at succeskriteriet for proteinud-
bytte opnas efter 24 timer ved lav enzymkoncentration, efter 4 timer ved middel
enzymkoncentration og efter 3 timer ved hgj enzymkoncentration. Affarvningen
vurderes at vaere acceptabel ved alle enzymkoncentrationer efter 2 timer. Hydroly-
segraden stiger for alle enzymkoncentration over tid. DH% er steget til over 20% ef-
ter 5 timer ved lav koncentration og efter 4 timer ved middel og hgj koncentration.
Disse vurderes ikke uden for succeskriteriet, da omstaendighederne for denne
graense, som beskrevet tidligere, opharer ved introduktionen af exopeptidase og
glutaminase.

Ud fra SEC-HPLC-resultaterne kan det konkluderes, at bade hydrolysetid og enzym-
koncentration har en effekt pa peptidstarrelserne. Laengere hydrolysetid giver flere
mindre peptider og faerre maengde starre peptider. Hgjere enzymkoncentration gi-
ver ligeledes flere mindre peptider og feerre maengde starre peptider. Ud fra forse-
gets opsatning (forsgg 1) kan det derfor konkluderes, at ages koncentrationen af
tilsat Protana Prime, sa forskydes maengden af peptider fra starre mod mindre og
frie aminosyrer. Det kan derimod ikke konkluderes, at Protana UBoost har nogen
effekt pa sterrelsesfordelingen af peptider. Dette er dog heller ikke relevant, da
Protana UBoost efter specifikationerne omdanner glutamin til glutamat, hvilket ikke
kan registreres i forhold til SEC-HPLC, da starrelsesforskellen pa de to aminosyrer
er meget lille.

Forsgg 2

Den hagje hydrolysegrad i forsgg 2 i forhold til forsgg 1 er umiddelbart svaer at for-
klare, men drsagen kan vaere en ny batch enzym, smé forandringer i forsggsproce-
duren eller lignende.

Det kan konkluderes, at proteinudbyttet i alle tre hydrolyser er acceptabelt i forhold
til det fremsatte succeskriterie pa minimum 60%. Hydrolysatet behandlet med Alca-
lase havde et proteinudbytte pa 66%, mens de to hydrolysater behandlet med Pro-
tana Prime med og uden Protana UBoost havde proteinudbytter pa 63%.

Den visuelle affarvning var for alle tre hydrolysater god og indikerede effektive hy-
drolyser med god adskillelse af haemjern og proteinfraktion.

Maengden af frie aminosyrer fordobledes ved behandling med exopeptidasen Pro-
tana Prime, og samtidig egedes maengden af glutamin fra 0,0059 til 0,0153, altsa
naesten tre gange hgjere. Ved yderligere behandling med glutaminasen Protana
UBoost faldt niveauet af glutamin til 0,0030, mens niveauet af glutamat ggedes fra
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0,0057 til 0,017, altsa et tre gange hgjere niveau. Det stemmer godt overens med
hypotesen om, at glutaminase omdanner glutamin til glutamat.

De sensoriske test viste, at eendringerne forsaget af Protana Prime og Protana
UBoost ogsa giver udslag i den sensoriske opfattelse, mest udtalt ved koncentratio-
nen pa 2%. Behandlingen med de to enzymer gav et mindre bittert hydrolysat med
en kraftigere umamismag. At forskellene er tydeligst ved 2% proteinkoncentration,
mindre tydelige ved 1%, og at forskellene ikke kan detekteres ved 0,5%, indikerer, at
en 2% oplasning med fordel kan benyttes ved fremtidige sensoriske test.

Observationer fra den sensaoriske test indikerer, at det er muligt at frembringe hy-
drolysater, der sensorisk kan moduleres i retninger, som gar dem anvendelige som
ingrediens i fadevarer. Maske endda med smagsgivende egenskaber. En interes-
sant idé kunne vaere at anvende blodhydrolysat som alternativ til smagsgiveren mo-
nonatriumglutamat, en umamismagende ingrediens, som er meget anvendt i ek-
sempelvis industrielt fremstillede bouilloner og feerdigretter. Her ville man ud over
den smagsmeessige pavirkning potentielt kunne opna en forhajet ernzeringsmaessig
kvalitet p& grund af blodproteinets gode ernaeringsmaessige kvaliteter.

Naeste skridt er at afprave proteinprodukterne i fadevarematricer. Det vil formo-
dentlig give en bedre sensorisk oplevelse i forhold til de rene hydrolysater, da smag
og aroma fra hydrolysatproduktet vil udgare en nuance i det samlede smagsind-
tryk, i forhold til at dominere smagsindtrykket.
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Bilag 1
Hydrolysemetode

Forseg 1

1.

MW

O 00 N o

10.
11.
12.
13.

RBC (Red Blood cell Concentrate) fortyndes 1:4 i 500 ml flaske

RBC-oplgsning saettes pa omrering i 30 min. ved stuetemperatur

RBC-oplasningen pH-justeres med 1M HCl og 1M NaOH til pH 8,0 (tabel 1).

Seet flasken pa vandbad (med magnetomrgrer 200 omdrejninger/min.) der er indstillet til 55°C
(tabel 1).

RBC-oplgsningen opvarmes til 55°C. Noter den tid, det tager for RBC-oplgsning at opna 55°C.
27 mL praver udtages til centrifugerer til analyse (tid 0). indfryses ved -18°C.

Tilsaet enzymet (Papain 0,35%, Alcalase 1,6%). Tid O.

Tilseet enzymerne Protana Prime og Protana UBoost efter 2 timer til Alcalasehydrolysen

Udtag 27mL prover af hydrolysater efter 2, 3, 4, 5 og 24 timer til centrifugergr. Papain kun ved 3
timer, hvor hydrolysen bringes til ende (se pkt. 10)

Proverne varmebehandles i 90°Ci 15 min, derefter kgles til stuetemperatur i vandbad

pH indstilles til 5,0 + 0,1 ved stuetemperatur

Praven centrifugeres ved 4600 omdrejninger/min i 45 min. ved 4°C

Supernatanten overfgres (dekanteres) til ny beholder

Proverne indfryses ved -18°C indtil videre test/analyse

Forseg 2

Uk W =

= © 0~

11.
12.

13.

14.
15.

16.

17.
18.

19.

Udtag 5 g RBC til proteinanalyse

100 g RBC (Red Blood cell Concentrate) fortyndes med 400 g (1:4) i 500 ml blue cap-flaske.
RBC-oplgsning saettes pa omrering i 30 min. ved stuetemperatur

RBC-oplgsningen pH-justeres med 1M HCl eller TM NaOH til pH 8,0 + 0,1 (tabel 4).

Seet flasken pa vandbad (med magnetomrgrer 200 omdrejninger/min.) der er indstillet til 55°C
(tabel 4).

RBC-oplgsningen opvarmes til 55°C under omraring.

Nar oplgsningen har ndet angivet temperatur, udtag 27mL O-prave (reference)

Tilseet 10mL Alcalase (1,6%). Tid O

Efter 2 timers hydrolyse tilseettes 10mL Protana Prime (1,6%) og 10mL Protana UBoost.

. Efter 3 timers hydrolyse opvarmes praverne til 80°C i 30 min, og derefter kales til stuetempera-

tur i koldt vandbad

pH indstilles til 5,0 + 0,1 med 1 M saltsyre ved stuetemperatur.

Afvej 4 centrifugerer med og uden lag (Ved holdbarhedsforsgg — se metode til Holdbarhedsfor-
s@g)

4 x 50 g hydrolysat overferes til 4 x 50 mL afvejede centrifugerar. Afvej centrifugerer med hydro-
lysat

Praverne centrifugeres ved 4600 omdrejninger/min i 30 min. ved 4°C.

Supernatanten overfares (dekanteres) til nye afvejede centrifugergr. Afvej centrifugerer med ef-
terladt pellet (udfeldning)

Udtag 20 g praver til afvejede centrifugerer til analyser. Noter vaegt. Praver indfryses ved -18°C
og indtil analyse

Udtag 3 g hydrolysat til tarstofanalyse, som udfgres samme dag

Hvis sensorisk test udferes dagen efter, opbevares hydrolysaterne pa kel ved 4°C indtil senso-
risk test

Hvis sensorisk test ikke udfares dagen efter, indfryses hydrolysaterne ved -18°C indtil dagen for
sensorisk test
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Holdbarhedsforsgg

1. Efter pkt. 11 i metode 1 udtages 2 praver a 200 g (minimum 150 g) til steril beholder maerket
med hhv. 0°C og 5°C.

2. 0°C preve opbevares i kglerum 1072 i pilot (0°C)

3. 5°C preve opbevares i keleskab i mikrobiologisk lab indstillet til 5°C. Pa dag 1, 2 og 7 udtages de
pageeldende prgver af kgleskab og analyseres i mikrobiologisk lab (se ..\..\.\Human kon-
sum Risikovurdering\2023\RISIKOVURDERING Uge 11 2023.docx).
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Bilag 2
SEC HPLC-resultater fra forsgg 1

| diagram 1 ses det, at hydrolysens forlgb er afhaengig af hydrolysetiden, illustreret ved forskelle i top-
penes hgjde ved de forskellige tider. Samtidig ses det efter de tre farste toppe (stgrste peptider ved
RT>10), at de hgjeste toppe er repraesentereret af de korteste tider T2> T3>T4>T5>T24, hvor de ved
de mindre peptider (RT<10) er repraesenteret ved de leengste tider T24>T5>T4>T3>T2. Altsd er der en
stgrre repraesentation af stgrre peptider jo kortere hydrolysetid, og omvendt, en stgrre repraesenta-
tion af mindre peptider ved laengere hydrolysetid. | diagram 2 ses samme tendens som i diagram 1,
men hvor starre peptider (RT>10) er repraesenteret i hgjere grad i hydrolysatet behandlet med lav
koncentration, lav>middel>hgj, samtidig med at de mindre peptider (RT<10) er hgjest repraesenteret i
hydrolysater behandlet med hgjere enzymkoncentration, hgj>middel>lav. Dette indikerer, at hydroly-
sen er mere effektiv ved hgj koncentration af enzym. Kigger man pa diagram 3 ses det, at peptidster-
relserne ligger under 6,7 kDa. Samtidig ses det, at der genereres en del frie aminosyrer, illustreret ved
toppen ved 0,2 kDa. Denne top ved RT=15 ses ogsa i diagram 1 og 2 som vaerende hgijst jo leengere
hydrolysetid og hgjere enzymkoncentration.
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Diagram 1. SEC HPLC af hamoglobin behandlet med Novozymes enzymer i 2, 3, 4, 5 og 24 timer
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Diagram 2. SEC HPLC af haemoglobin behandlet med Novozymes enzymer ved lav(bld), middel(gul) og heij(lilla) koncentration i 24 timer
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Diagram 3. SEC HPLC af 24 timers hydrolyse behandlet med enzym i hgj konc. (gul) mod std. referencer (bla, 1-45kDa) og tryptofan (turkis, 0,2kDa)
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Bilag 3
SEC HPLC-resultater fra forseg 2

Diagram 4-6 viser stgrrelsesfordelingen af peptid og aminosyre i de tre hydrolysater behandlet med
hhv. Alcalase - Alcalase og Protana Prime - Alcalase, Protana Prime og Protana UBoost. Fordelingerne
er angivet i Kilodalton (kDa) og giver en indikation om peptidernes starrelse, samt hvor stor en andel af
den samlede maengde aminosyre der er nedbrudt til frie aminosyre. Koncentrationerne, som er angi-
vet i % af den samlede maengde protein/peptid, er udregnet ved integration af arealet under toppene.
Toppene repraesenterer molekyler, i dette tilfelde overvejende peptider, af en specifik starrelse. Top-
pen ved RT=15 min repraesenterer frie aminosyrer, fastsat ud fra en standard bestdende aminosyren
Tryptofan=0,2 kDa. Derudover er en standard med Met-enkephalin=0,57kDa, Angiotensin=1kDa, Neu-
rotensin=1,7kDa og Aprotinin=6,7kDa, anvendt til at estimere starrelsesfordelingen af resten af pepti-
derne.
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Diagram 4. SEC HPLC-diagram, som viser starrelsesfordelingen af peptider/aminosyre i hydrolysat behandlet med Alcalase

1,7-6,7 kDa = 73,8%

1-1,7 kDa = 13,2%

0.57-1 kDa = 5.0%

0,2kDa = Frie
aminosyrer
= 4,3% af total peptid
(areal under top)

0,2-0,57kDa = 3,7%

1
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Diagram 5. SEC HPLC-diagram, som viser starrelsesfordelingen af peptider/aminosyre i hydrolysat behandlet med Alcalase og Protana

Prime

1,7-6,7kDa = 71,4%

1-1,7kDa = 13,4%

0,57-1kDa = 2,7%

' 0,2-0,57kDa = 4,4% |

0,2kDa = Frie
aminosyrer
= 8,1% af total peptid
(areal under top)
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Diagram 6. SEC HPLC-diagram, som viser starrelsesfordelingen af peptider/aminosyre i hydrolysat behandlet med Alcalase, Protana Prime

og UBoost.

1,7-6,7kDa = 72,7%
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1-1,7kDa = 12,2%

0,57-1kDa = 2,8%

0.2-0.57kDa = 4.2%

0,2kDa = Frie
aminosyrer
= 8,0% af total peptid
(areal under top)
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