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Formal med rapporten

Formalet med nzervaerende rapport er at afrapportere aktiviteter og resultater
udfert i SAF-projektet "Krav til fadevarekvalitet - kemisk/fysisk dokumentation” i
2023.

Projektets formal og mal

Formalet med projektet er at vedligeholde anvendte analysemetoder og akkredi-
teringen af disse metoder, hjemtage nyeste viden indenfor omradet og specifikt
at give kadproducerende virksomheder viden om og mulighed for at dokumen-
tere fysiske og kemiske egenskaber af rdvarer, ingredienser og produkter.

Projektets mal:

e Relevante analysemetoder til fysisk og kemisk karakterisering af proteiner
identificeres, og metodernes implementerbarhed vurderes.

e Udvalgte analysemetoder opsaettes og indkares i laboratorium.

e Ny generel viden med relevans for dokumentation af kvalitet i kgdindustrien
indsamles og rapporteres.

Projektets baggrund

Kravene til dokumentation af fadevarekvalitet fra markeder og myndigheder
skeerpes. For at veere pa forkant med udviklingen er det ngdvendigt at have ind-
sigt i den nyeste viden pa omradet, foruden at opretholde en praktisk tilgang til
mere komplicerede analysemetoder baseret pa nyere teknologier. Der gennem-
fares dagligt kemiske og fysiske analyser savel pa virksomhederne som i DMRI's
projekter. Der skal labende foretages en vurdering af de anvendte metoder inkl.
proveforberedelsen i forhold til, om analysen kan gennemfares hurtigere, billi-
gere, bedre og/eller nemmere. Det er endvidere en lgbende opgave at opret-
holde akkrediteringen af analyser i DMRI's kemiske laboratorium. Der er et sti-
gende gnske om at nedseette forbruget af protein fra animalske kilder og er-
statte dette med protein fra andre kilder som fx planter. En forudsatning for
succesfuldt at anvende andre proteinkilder i fx kgdreducerede produkter er, at
deres fysiske og kemiske egenskaber er veldokumenterede. Metoder til brug for
udarbejdelse af denne dokumentation skal derfor veere tilgaengelige.

Gennemfearte aktiviteter

Herunder beskrives de gennemfarte aktiviteter samt de effekter og resultater,
de har afstedkommet.
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Hurtigmetode til
analyse af protein

Side 2

Proteinanalyse ved Dumasmetoden

Maling af protein har i mere end 100 ar veeret en af de mest fundamentale para-
metre til optimering og dokumentation af kedprodukters kvalitet. Selvom der fo-
refindes adskillige analysemetoder, benyttes i praksis kun tre metoder: Kjeldahl,

Dumas og neer-infrarad spektroskopi, hvoraf ferstnaevnte har veeret anvendt pa

DMRI's kemiske laboratorium i flere artier.

Kjeldahl er den aeldste og sandsynligvis mest udbredte og bredest anerkendte
metode. Metoden involverer destruktion af preven i kogende, koncentreret
svovlsyre, hvorved kveelstoffet i proteinerne omdannes til ammonium (NH4+),
som efterfglgende bestemmes ved pH-titrering.

Dumasmetoden har i de seneste ar vundet mere og mere indpas i adskillige in-
dustrier. I modsaetning til Kjeldahlmetoden er metoden baseret pa termisk oxi-
dation af prgven i en atmosfaere af rent oxygen, hvorved kvealstof i praven om-
dannes til en raekke nitrgse gasser (NOy og NOy). Efter nogle oprensningstrin be-
stemmes kvaelstofmaengden ved en termisk konduktivitetssensor, som, i lighed
med Kjeldahlmetoden, korreleres til proteinmaengden via kendte omregnings-
faktorer.

Fordelen ved Dumas i forhold til Kjeldahl er, at de forholdsvis store maengder af
kemikalier og den tilhgrende sikkerhedsrisiko og affaldsproblematik undgas, og

at metoden i de fleste moderne instrumenter er fuldstaendigt automatiseret og

meget hurtig. Ulempen kan veere, at mange instrumenter kun kan handtere for-
holdsvist sma prgvemaengder, hvilket kan veere et problem for inhomogene pre-
vetyper.

Med bevilling fra Norma og Frode Jacobsens Fond er der indkgbt et nyt analyse-
instrument baseret pd Dumasmetoden - en RapidMaxN fra den tyske produ-
cent Elementar. Denne producent og model har bred anerkendelse og anven-
des indenfor en raekke relaterede industrier, sdsom bryggerier, mejerier og
pharma.

Figur 1
faldsbeholdere. Hajre: Dumasinstrument med tilhgrende gasflaske.
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Indkgring af Dumasmetoden
Efter installation blev en raekke forskellige praver analyseret pa instrumentet,
heriblandt referencestandarder, kgdstandarder, kadpraver, blod og blodpro-
dukter samt vandige prover.

Baseret pa erfaringer fra analyse af de forskellige matricer samt producentens
vejledning og dokumentation [1] blev en analyseforskrift og tilhgrende valide-
ringsrapport udarbejdet. Analyseforskriften og valideringsrapporten er udarbej-
det i overensstemmelse med de generelle kvalitetsstandarder gaeldende i labo-
ratoriet, og metoden er saledes forberedt til eventuel akkreditering. | figur 2
sammenfattes resultaterne fra valideringsstudiet.

Fed Standard - analyseret med Dumas og

Proteinindhold vs Afvejning Kjeldahl

14.4%

14.2%

L ]
P ) 14.0% D e ®e®
LR &8 . : ) oo o 00" o
: 3 v I £ 3au O R A =
£ 13.8% 070! —
e 0% ° % o te. ". 0t_® ° a%5%00 00 o o
. ¢ S 13.6% ofF——. e o o
. . . .
13.4% J . o °

0.00

0.20

== Gennemsnit Dumas

0.40 0.60 0.80 1.00 1.20

13.2%

Pravevaegt [g] 15.0%

® Dumas o  Kjeldahl ——— Bwre og nedre alammgraense

@vre og nedre alarmgraense

== Gennemsnit Dumas Gennemsnit Kjeldahl

Figur 2. Venstre: 56 praver med forskellig vaegt fra samme materiale analyseret med Dumasmetoden p& Rapid
Max N Exceed, gennemsnit og @vre og nedre analysegraenser angivet. Hajre: Sammenligning af referencemateri-
ale malt pa Exceed- og Kjeldahlinstrumenterne.

Side 3

| figur 2, venstre kan det ses, at Dumasanalysen er robust overfor variationer i
prgvemaengder fra ca. 0,25 til 1,10 gram, idet malevaerdierne fordeler sig tilfael-
digt omkring referencevaerdien (gren linje) og indenfor det normale usikkerheds-
interval (rgde linjer).

| figur 2, hgjre kan det ses, at Dumas- og Kjeldahimetoderne konsistent maler
ens over en lengere proveserie, hvilket bekrzefter, at de er kompatible. For yder-
ligere data henvises til valideringsrapporten pa projekthjemmesiden.

Den nuvaerende vurdering af instrumentet er derfor, at det er meget velegnet til
brug i bade DMRI's kemiske laboratorium og pa kadindustriens laboratorier ge-
nerelt. Dertil vurderes det, at instrumentet i de fleste tilfeelde kan erstatte et Kjel-
dahl-baseret instrument uden at kompromittere analysekvalitet eller datahisto-
rik. Samtidig kan betydelige driftsmaessige og sikkerhedsmaessige fordele reali-
seres.
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Baggrund

Detektion

Proveforberedelse

Side 4

Analyse af aminosyrer

En af de ernzeringsmaessige fordele ved indtagelse af animalsk protein er, at ko-
sten derved indeholder en god sammensatning af aminosyrer, heriblandt de
essentielle aminosyrer, som kroppen ikke selv kan danne ud fra andre aminosy-
rer. Der findes 20 forskellige aminosyrer, hvoraf de 9 er essentielle, og som vi
skal have gennem kosten. Der er foretaget en gennemgang af analysemetoder
til pavisning og kvantificering af aminosyrer.

Naest efter analyse af totalprotein er analyse af totalaminosyrer og frie aminosy-
rer et af de primaere veerktgijer til forskning og udvikling indenfor proteinholdige
fodevarer. Frie aminosyrer er aminosyrer, der ikke er kemisk bundne, men eksi-
sterer som saerskilte kemiske enheder i matricen (modsat aminosyrer i peptider
eller proteiner). Analyserne adskiller sig i prgveforberedelsen, men benytter sig
af samme detektionsmekanisme.

Selvom fuld kemisk karakterisering (dvs. sekventering af aminosyrernes raekke-
falge) af proteiner og starre eller mindre peptider er tilgaengelig, benyttes sa-
danne analyser kun i meget begreenset omfang i fedevareindustrien. Derimod
analyseres den totale maengde af de individuelle aminosyrer i vid udstraekning.
Selvom adskillige metoder her er tilgaengelige, er det i praksis kun kromatografi-
ske metoder, der benyttes aktivt. Langt hovedparten af metoderne benytter en-
ten HPLC (high-performance liquid chromatography) eller UHPLC (ultra high-
performance liquid chromatography) koblet med en passende detektor. Denne
kan fx veere baseret pa ultraviolet lys (UV), fluorescens eller massespektrometri
(MS eller MS/MS).

Pregveforberedelse, frie aminosyrer

Prgveforberedelse til analysen af frie aminosyrer er baseret pa at fa de frie ami-
nosyrer i oplgsning i et passende solvent. Ekstraheringen udfares pa homogeni-
serede praver og foregdr ofte under let opvarmning (30-70°C).

Proveforberedelse, totale aminosyrer

Bundne aminosyrer frigives ved hydrolyse af amidbindingen i et protein eller
peptid. Hydrolysen kan katalyseres af syre eller base eller af enzymer, og der fin-
des reagenser, som understgtter alle tre mekanismer. Den mest udbredte vari-
ant synes dog at vaere syrekatalyseret hydrolyse.
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Figur 3. lllustration af syrekatalyseret hydrolyse af amidbindinger [2].
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Derivatisering

En af de primaere udfordringer med aminosyrehydrolyse er, at mange aminosy-
rer er kemisk meget ens og derfor sveere at detektere individuelt, fx leucin og
isoleucin.

@)

OH

NH2

Figur 4. Isoleucin og leucin er kemisk meget ens og derfor svaere at adskille.

Til hjeelp med dette er derivatisering, dvs. kemisk omdannelse af aminosyren til
et lettere detekterbart produkt, en ofte anvendt metode.

Reologiske malinger af farsvarer

En af de primaere udfordringer for udvikling af produkter med varierende
maengde af tilsat planteprotein (hybridprodukt, oftest baseret pa farsvare) er
teksturen og udbytter i det faerdige produkt. Kan de kvalitetsparametre forudsi-
ges i farsen ved anvendelse af reologi (fx ved at male zendring i farsens fasthed
under opvarmning)?

| et screeningsforsag blev en raekke forskellige farser malt reologisk, og der blev
fundet markante forskelle i de malte reologiske egenskaber over en simuleret til-
beredningsproces.

Figur 5. Prave forberedt til reologisk maling.

Figur 6 viser et eksempel pa en reologisk maling, G’ (storage modulus, et udtryk
for elasticitet) udfert pa farser med planteproteiner tilsat i forskellige maeng-
der/typer. Den sorte kurve er referenceprgven (standard bindefars). Produk-
terne blev under malingen opvarmet til en kernetemperatur pa 75°C (sort lodret
linje), hvor G’ blev evalueret.
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Figur 6. Udvikling af den reologiske parameter G’ (storage modulus, et udtryk for elastici-
tet) som funktion af farsens temperatur.

Hybridfarserne i dette lille screeningsforsgg udviste meget forskellig udvikling
under opvarmning sammenlignet med den rene kgdreference (sort kurve),
mens der ikke blev malt store forskelle mellem de 7 forskellige hybridblandinger.
Dog ses det 0gsa, at elasticiteten stadig blev aendret efter 75°C, hvor reference-
farsen var stabil. Det svarer til opnaede erfaringer fra fremstilling af hybridpal-
ser, at de kraever hgjere temperaturer, for de er stabile.

Der skal udfgres yderligere forsag for at korrelere de reologiske malinger til fx
sensorik og konsistens, sa man under produktudvikling eller proceskontrol ved,
hvilke reologiske vaerdier en given fars skal opfylde ved en given temperatur.

Laboratoriets akkreditering
Det kemiske laboratorium ved Teknologisk Institut har opretholdt DANAK-akkre-

diteringen.
Preestationsprov- Laboratoriet har deltaget i den arlige preestationsprevning udbudt af FAPAS af
ninger analyser for protein, vand, fedt og salt. Resultaterne er vist herunder, hvor det

bemaerkes, at en z-veerdi mellem +2 og -2 anses for vaerende tilfredsstillende.
Det konkluderes herved, at laboratoriets analyser er meget taet pa reference-
vaerdien for referencematerialet, og at praestationsprevningen dermed ikke giver
anledning til bekymring om analysernes kvalitet eller anledning til revidering af
metoderne.
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https://www.fapas.com/

Referencer
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Analyt Z-score (antal standardafvigel-
ser fra nominel vaerdi)
Vand 03
Fedt 03
Protein 04
Salt 0,0
Aske (ikke akkrediteret) -0,9

Validering af hangrisemetoden (LDTD-MS-MS)
Et sammenligningsstudium af hangriseanalysen er blevet udfgrt i samarbejde
med et referencelaboratorium. | alt blev otte fedtpraver analyseret for indholdet
af skatol og androstenon. Der blev opnaet en korrelationskoefficient for de
malte koncentrationer af begge stoffer pa ca. 0,99, hvilket er meget tilfredsstil-

lende.

Formidling

e Et webinar om metoder til detektion af hangriselugt

e Nyhedsbrev

e Ved konferencen Fremtidens Fadevareproduktion (Teknologisk Institut) blev
flere analysemetoder praesenteret.

1. https://www.elementar.com/en/products/nitrogen-and-protein-analyzers/ra-

pid-max-n-exceed

2. https://www.waters.com/nextgen/us/en/education/primers/comprehensive-

guide-to-hydrolysis-and-analysis-of-amino-acids/introduction-to-hydroly-

sis.html
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