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Sammendrag

| en baeredygtig produktion har det betydning, at alle dele af dyret ud-
nyttes optimalt. Desuden indeholder de animalske sidestreamme vaerdi-
fulde neaeringsstoffer med god kvalitet og funktionalitet. P& nuveerende
tidspunkt gar animalske sidestramme hovedsageligt til lavveerdiudnyt-
telse (fx biogas), hvorved en stor andel af kostbare naeringsstoffers po-
tentiale ikke bliver udnyttet. Potentialet er blevet undersggt med fokus
pa fremstilling af en proteiningrediens, der er udvundet fra grise-side-
strgmme og er egnet til fgdevarer.

Formalet med naervaerende opsummering er at samle forsggsresultater,
der viser, hvordan forskellige processer kan bidrage til upcycling af grise-
industriens sidestramme, sa potentialet for disse udnyttes optimalt. |
projektet blev der arbejdet med alkalisk og enzymatisk hydrolyse af side-
stremme (blod, lunger, milt, nyre) fra gris til fremstilling af proteiningre-
diens.

Enzymhydrolyse af haemoglobin, som fremkommer efter blodplasmaet,
er udvundet og gav i pilotskala en acceptabel affarvning og proteinud-
bytte. | den tilhgrende downstream-proces blev der fremstillet et farve-
lgst proteinhydrolysat i pulverform, som kan anvendes i fgdevarer. De
kritiske procesparametre blev gennemgaet, og det er beskrevet, hvor
processen er kritisk i forhold til fadevaresikkerhed.

Enzymatisk hydrolyse til at behandle forskellige sidestrgmme fra gris,
herunder haemoglobin, nyrer, milt, lunger, til produktion af et fgdevare-
proteinhydrolysat er ogsd mulig. Der blev undersagt to forskellige sub-
stratblandinger: 1) haemoglobin, lunge, nyrer, milt og 2) lunge, nyrer,
milt. Resultaterne viste, at det er muligt at opnd acceptable proteinud-
bytter for begge substratblandinger (hhv. 68% og 76%).

P& baggrund af kemiske og mikrobiologiske analyser er det blevet vurde-
ret, at skansom proteinekstraheringsmetode med NaOH ikke er egnet til
fremstilling af et ingrediensprodukt med efterfglgende anvendelse i fo-
devarematricer.

Nuvaerende resultater indikerer, at haemoglobin ber processeres alene
med den anvendte enzymcocktail og metode, hvorimod andre side-
strgmme (lunger, milt, nyrer) kan hydrolyseres sammen i én proces efter
finhakning og blanding.
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Indledning

Dette dokument opsummerer hovedaktiviteter, der er gennemfgrt i pro-
jektet "Optimal udnyttelse af animalske sidestramme” (2022-2024, finan-
sieret af Svineafgiftsfonden), samt anbefalinger til aktiviteter, der kan ar-
bejdes videre med i fremtiden for at optimere brugen af sidestramme.

Projektets formal var overordnet at dokumentere, hvordan forskellige
processer kan bidrage til upcycling af griseindustriens sidestremme, sa
potentialet for disse udnyttes optimalt.

| projektet blev der arbejdet med alkalisk og enzymatisk ekstraktion af
proteiner fra animalske sidestrgmme i tre arbejdspakker:

AP1: Procesoptimeret udvinding af protein fra griselunger
AP2: Upcycling af animalske sidestrgmme
AP3: Blod som naeringsbooster til petfood og fgdevarer

Animalske sidestrgmme indeholder veerdifulde naeringsstoffer med po-
tentiel kvalitet og funktionalitet. Kedproduktionens klimaaftryk stiller
krav til, at alle dele af dyret udnyttes optimalt. Pa nuvaerende tidspunkt
gar animalske sidestrgmme hovedsageligt til lavveerdiudnyttelse (biogas),
hvorved en stor andel af kostbare naeringsstoffers potentiale ikke bliver
udnyttet. Det er veerdiskabende for branchen at f& dokumenteret frem-
stillingsmuligheder af potentielle hgjvaerdiproteiningredienser og der-
med en optimeret udnyttelse af animalske sidestramme.

Metoden til ekstraktion af protein fra magre animalske sidestramme
(lunger, milt, nyre, hjerte, lever) blev udviklet i projekt "Sidestremme med
hgj funktionalitet” (2018-2019).

Griselunger som eksempel

Fokus var at bevare lungeproteinernes funktionalitet ved anvendelse i
fedevarer, uden at ga pa kompromis med kvaliteten af de endelige fade-
vareprodukter. Der blev anvendt griselunger til test af skansom alkalisk
ekstraktion med efterfalgende centrifugering til separation af oplaselige
proteiner og uoplgselige proteiner/vaevsrester.

| laboratorieskala blev der opndet ekstraktionsudbytte pa 50% af lunge-
protein i vaeskefraktion, som kunne spraytarres til et pulverprodukt. De
resterende 50% protein endte i den uoplgselige fraktion. Anvendelses-
omradet blev ikke vurderet, men det vil formodentligt kunne anvendes
som ingrediens i fedevarer eller til petfood.

| et opskaleringsforsag blev der processeret 600 kg griselunger ved alka-

lisk ekstraktion (1,5% NaOH) med efterfalgende dekantering, centrifuge-
ring, membranfiltrering (spiral) og endelig spraytarring.
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e Det tgrrede proteinhydrolysat var brunt med metallisk og indmads-
duftnoter (se figur 1, hvor der sammenlignes med proteinhydrolysat
fra haemoglobin)

e Kemiske og mikrobiologiske analyser paviste, at produktet var meget
urent.

o Der var et hgjt jernindhold i lungeproteinhydrolysatet (167
mg/100g)
Der var 1,3% fedt i det terrede produkt

o Der blev malt et peroxidtal svarende til 762 m. aekv./kg, dvs. at
proteinhydrolysatet ikke var stabilt og ville harske hurtigt, bade
pga. fedt% og jernindhold

o Dervar mange vegetative celler (ugnsket vaekst) i proteinhydroly-
satet.

Figur 1. Venstre: Proteinhydrolysat (griselunger) fremstillet ved alkalisk ekstrahe-
ring. Hejre: Proteinhydrolysat (grisehaemoglobin) fremstillet ved enzymatisk hy-
drolyse.

P4 baggrund af kemiske og mikrobiologiske analyser blev det vurderet,
at skansom proteinekstraheringsmetode med NaOH ikke findes anven-
deligt til fremstilling af fadevareingredienser.

De gennemfgrte businesscase-beregninger, baseret pa et fuldskalaan-

laeg til basisk ekstraktion, viste desuden, at rdvaregrundlaget (lunger fra
slagterier, der benytter haengende skoldning) ikke var tilstraekkeligt til at
baere en investering i et fuldskalaanlaeg.

Proteinhydrolysat fra haemoglobin

Blod bestar af plasma og haemoglobin, og efter plasmaet er centrifuge-
ret fra, er de rade blodlegemer (haemoglobin) tilbage. Heemoglobin er
ikke et hgjvaerdiprodukt; det kraever behandling, fer det har anvendel-
sespotentiale i fgdevarer, da indholdet af haemjern afgiver rad farve og
metallisk smag.

Haemoglobin kan behandles ved enzymatisk hydrolyse ved hjzelp af pro-
teinnedbrydende enzymer (proteaser, peptidaser, glutaminaser). Under
hydrolysen bliver haemjern frigivet og kan udfeeldes ved pH-justering.

Efterfolgende adskilles proteiner fra haemijern ved hjaelp af membranfil-
trering. | denne proces dannes permeat (den vaeske, som passerer
membranen), der primeert bestar af proteiner, og retentat (det produkt,
som ikke kan passere membranen) med opkoncentreret haemjern.
Begge produkter kan spraytgrres til pulver og benyttes i fedevarer.
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Der er udfert en lang raekke forsgg i laboratorieskala til at besternme op-
timal enzymcocktail og opsatning af produktionsbetingelser (tid, tempe-
ratur og pH) for at opna tilstreekkeligt udbytte, god affarvning og kende

hydrolysegraden.

De gennemfarte forsgg viste, at en cocktail med tre forskellige enzymer
gav et hgjt proteinudbytte, tilstraekkelig affarvning og kunne virke som

umamibooster i fadevarer.

Figur 2. Visuel affarvning af hydrolysater behandlet med:

1: Alcalase | 2: Alcalase + Protease 1

3: Alcalase + Protease 1 Prime
+ Protease 2 (umamibooster,
se senere under sensorik)

66

63

63

27,8

29,4

294

Der blev derefter gennemfart pilotforsgg med op til 500 liter med pro-
cesudstyr, som er sammenligneligt med et fuldskalaanlaeg. Se figur 3,
der viser fremgangsmaden og de forskellige test, som blev gennemfart.

Der blev testet tre forskellige downstream-processer, heraf to forskellige
membranfiltreringer og membranfiltre: UF-spiralmembran (5 kDa) og

SANI-membran (10 kDa).
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Figur 3. Procesflow for test af enzymatisk hydrolyse af haemoglobin og tilharende downstream-processer. Der er
udfert én enzymatisk hydrolyse (et batch), og tre forskellige downstream-metoder blev testet for det pagael-
dende batch.

Slutprodukt (proteinhydrolysat pa pulverform) som ingrediens i fars-

varer, kage og suppe

e Dokumenteret ernaeringsmaessig og sensorisk kvalitet samt udbytter
ved forskellige metodevalg

e Afgraenset holdbarhedsforsgg og test af prooxidant-aktivitet af
haemijern for slutprodukt

e Anvendelsesmulighed for haemjernfraktion ved spraytaerring og ind-

kapsling til et kapselprodukt.

Der blev testet falgende

Resultater Begge membransystemer (proces 2 og 3, figur 3) resulterede i affarvede
proteinhydrolysater (se ogsa figur 1) og acceptable proteinudbytter. Det
hajeste proteinudbytte blev opnéet ved anvendelse af 10 kDa porestar-
relse ved SANI membranfiltrering. Proteinhydrolysat pa pulverform har
et hgjtproteinindhold (75%) og acceptabel aminosyresammensaetning i
forhold til humant ernaringsbehov.
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Testene viste, at proteinhydrolysatet kan:

e FErstatte kaseinat, hvorved en sammenlignelig sensorisk kvalitet og
funktionalitet opnas. Det kan anvendes til at proteinberige en kad-
fars og samtidig give slutproduktet mere umamismag.

e Det kan ogsa anvendes i kageproduktion som erstatning for hvede-
mel; her kan smagen dog vaere en begransning.

e Anvendes til emulsionsfremstilling, herunder mayonnaise.

o lkke anbefales i supper, da umamismagen bliver for kraftig, hvilket
pavirker den sensoriske kvalitet.

Stabiliteten af proteinhydrolysat (ha&emoglobin) er undersegt ved accele-
reret holdbarhedsstudie (12 uger, 40°C). Proteinhydrolysatet udviste
meget lavere grad af oxidation, herunder lavere indhold af frie radikaler
og peroxider samt flygtige komponenter, sammenlignet med fiskemel
som reference. Der skete ingen udvikling i frie carbonylgrupper (protein-
oxidation).

Den prooxidative effekt af jern i proteinhydrolysat (3 uger, 40°C, opblan-
ding i oliebaseret emulsion) viste, at den resterende masngde jernioner
resulterer i en stigning af radikaler i dette produkt, mens der ikke skete
en signifikant stigning i kontroloplgsninger med fiskemel eller vallepro-
tein. Ved tilseetning af EDTA til proteinhydrolysatet var det muligt at for-
sinke dannelsen af radikaler.

Haemijernfraktionen blev spraytarret til pulver for at teste mulighed for
indkapsling, som kan maskere smagen og gge anvendelsespotentialet.
Der blev fremstillet et kapselprodukt bestdende af haemjern, hvor en in-
tern test viste, at bismage blev maskeret.

Der er gennemfart en enkelt test i pilotskala for behandling af grisehae-
moglobin ved enzymatisk hydrolyse og tilherende downstream-proces.
Testen viste, at det er muligt at opna et farvelgst proteinhydrolysatpul-

ver med tilstraekkeligt hgjt proteinudbytte til anvendelse i fgdevarer. De
kritiske procesparametre er blevet godkendt, og der blev opnaet en ac-
ceptabel affarvning og proteinudbytte.

Pilotproduktionsproces 2 (figur 3) muligger omdannelse af en ravare
med et hgjt indhold af bade vegetative bakterier (ca. 5 log cfu/g) og spo-
rer (ca. 2 log cfu/g) til et vadt permeat efter membranfiltrering, hvor
bade vegetative patogene bakterier og sporer er reduceret til mindre
end 1 log cfu/g.

Holdbarheden af de spraytarrede pulvere viste, at proteinpulveret hav-
de en lav grad af oxidation.

Upcycling af animalske sidestremme fra gris

De animalske sidestramme (nyrer, milt, lunger og haemoglobin) indehol-
der veerdifulde proteiner og andre essentielle naeringskomponenter,
som har potentiale til at blive udnyttet til produktion af nye fadevarein-
gredienser og produkter til pet food/foderindustrien.
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En skadnsom proteinekstraheringsmetode med NaOH, som blev testet
pa lunger, medfarte bismag, og det var ikke muligt at fremstille et rent
produkt. Det kan vaere fordelagtigt at benytte proteinnedbrydende enzy-
mer, fx proteaser, som allerede er anvendt til hydrolyse af haemblod.

At teste anvendelse af enzymcocktall til at behandle forskellige side-
strgmme fra gris, herunder haamoglobin, nyrer, milt, lunger (og limvand)
til fremstilling af et proteinhydrolysat pa fadevareniveau (hovedprodukt).
Der benyttes en enzymcocktail, som hidtil har veeret anvendt til behand-
ling af haemoglobin fra griseblod.

De faste sidestramme blev finthakket i pilot plant ved lynhakker far brug.
Forsgget tog udgangspunkt i fremgangsmetoden anvendt til enzymatisk
hydrolyse af haemoglobin. 2 forskellige kombinationer af sidestrgmme
blev blandet sammen fra start til haemolyse efterfulgt af enzymatisk hy-
drolyse.

Efter separation ved centrifugering fordelte hydrolysatet sig i tre faser:

e en fedtfraktion bestdende af lipider som gverste lag

e envaeskefraktion med oplgselige proteiner

e en fast fraktion bestdende af uoplgselige proteiner, vaevsrester og
haemijern i nederste lag.

Fedtfraktionen blev fjernet ved pipettering, mens vaeskefraktionen blev
filtreret med filter/si for at fierne eventuelle vaevsrester. Der blev malt
proteinudbytte og hydrolysegrad pa alle fraktioner opndet i processen
for at undersgge, hvordan proteinudbyttet fordelte sig. Desuden blev
hydroxyprolin (kollagen) og jernindhold malt i alle fraktioner.

Forsgget undersggte anvendelse af enzymatisk hydrolyse til at behandle
forskellige sidestreamme fra gris, herunder haemoglobin, nyrer, milt og
lunger, til produktion af et fgdevareproteinhydrolysat. Der blev under-
sggt to forskellige substratblandinger: 1) haemoglobin, lunge, nyrer, milt
og 2) lunge, nyrer, milt. Resultaterne viste, at det er muligt at opna ac-
ceptable proteinudbytter for begge substratblandinger (hhv. 68% og
76%). Ved begge substratblandinger vil der efter hydrolyse og separa-
tion veere en uoplgselig fraktion tilbage, som indeholder ~50% af protei-
nerne fra ravareblandingen.

Efter hydrolyse og separation var den opleselige fase stadig mark i far-
ven for substratblanding 1 (og ikke gullig farvenuance som tidligere set
ved kun processering af haemoglobin), mens substratblanding 2 resulte-
rede i en beige farvenuance.

Nuvaerende resultater indikerer, at haemoglobin bgr processeres alene

med den anvendte enzymcocktail og metode, hvorimod andre faste
sidestrgmme (lunger, milt, nyrer) kan processeres sammen i én proces.

TEKNOLOGISK INSTITUT
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Risikovurdering af fremstilling af blodhydrolysat, pilotforseg

Der blev udarbejdet en risikovurdering af pilotopstillingen med enzym-
hydrolyse af haamoglobin. Hver gang en ny proces gennemfgres, skal
der ogsa gennemfares mikrobiologiske undersggelser til opdateret risi-
kovurderingen. Herunder er eksempler pa de delprocesser, som skal
veere i kontrol.

Ravaren skal vaere post-mortem-godkendt til humant konsum af dyrlae-
gekontrollen pa slagteriet, og det bgr tilsigtes, at ravaren behandles op-
timalt efter slagtning (ubrudt kelekaede) og er frisk med sa lavt et kimtal
som muligt.

Opvarmning til 55°C er kritisk, da de fleste patogene mikroorganismer
kan vokse ved op til 45-50°C (Fgdevarestyrelsen, 2022). Hurtig opvarm-
ning sikres ved at forvarme vand til 65°C, hvorefter radt blodcellekon-
centrat tilsaettes.

Da der er mulighed for tilstedeveerelse af sporer i ravaren, kunne en he-
jere hydrolysetemperatur, som ligger uden for vaekstomradet for Bacil-
lus, veere ideel.

Opvarmning fra 55°C til 85°C (60 min) og den efterfglgende varmebe-
handling ved 85°C i 20 min er tilstraekkelig til at inaktivere vegetative
bakterier, mens sporedannere ikke elimineres ved dette procestrin. Den
efterfglgende nedkealing til 20°C skal gennemfares hurtigst muligt for at
mindske vaekst af tilstedevaerende sporedannende bakterier, Bacillus og
Clostridier.

Nedkglingen fra 85°C til 20°C tager 27 min, og der vurderes at vaere be-
graenset risiko for veekst pga. den korte gennemlgbstid pa 27 min.

De anvendte membraner (5/10 kDA) tilbageholder mikroorganismer i re-
tentatet og sikrer et bakterie- og sporefrit permeat, hvis processeringen
foregar hygiejnisk korrekt. Ved brug af 5 kDa membranfiltrering er der
dog risiko for, at viruspartikler ikke tilbageholdes af filteret, men passe-
rer med over i permeatet.

Reverse Osmose membranfiltrering (proces 2) anbefales. Der var kun en
begraenset stigning i produktets temperatur under den korte opkoncen-
trering (31 minutter), hvilket er uden betydning for vaekstmuligheder for
sporedannende bakterier.

Labstack M20 (proces 3) tilrddes ikke, da der er risiko for en vaesentlig
stigning i produktets temperatur under opkoncentreringen (observeret
temperaturstigning op til 37-60°C). Desuden var opkoncentreringen
langsommelig (observeret 5 timer og 10 min), hvilket giver muligheder
for vaekst af ugnskede bakterier.

Sprayterring ber tilsigtes at foregd under gode hygiejniske forhold, sa et

sikkert produkt uden forekomst af ugnskede patogene mikroorganismer
kan fremstilles forsvarligt. | pilotforseg med haemoglobin blev der fundet
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et pget mikrobiologisk niveau efter spraytgrring, hvilket formodes at
stamme fra forurening fra processen og/eller procesudstyret. Udstyret
er pilotudstyr, som lgbende anvendes til sprayterring af mange typer af
ravarer.

Generelt vil sprayterring af produkt under milde forhold formentlig ikke
pavirke det mikrobielle antal veesentligt. Efter terring til en lav vandaktivi-
tet vil produktet veere mikrobiologisk stabilt uden risiko for mikrobiolo-
gisk vaekst, hvis produktet opbevares tart.

Pilotproduktionsproces 2 muligger omdannelse af en ravare med et hgjt
indhold af bade vegetative patogene bakterier (ca. 5 log cfu/g) og sporer
(ca. 2 log cfu/g) til et vadt permeat med mindre end 1 log cfu/g af bade
vegetative patogene bakterier og sporer.

Nar sprayterring udfgres under tilstraekkelige hygiejniske forhold, hvor
kimtallet fastholdes pa mindre end 1 log cfu/g (<10 cfu/g) for sporedan-
nende bakterier (og andre vegetative patogene bakterier), vurderes feer-
digt, tarret pulver fremstillet af permeat fra membranfiltrering at kunne
anvendes pa lige fod med andre lignende ingredienser af animalsk op-
rindelse.

Hvis kimtallet i det feerdigtarrede pulver ikke kan fastholdes pa det lave
niveau observeret for vadt permeat (<10 cfu/g), bar proteinpulveret kun
anvendes i produkter, hvor veekst af bakterier er kontrolleret enten ved
inaktivering ved varmebehandling (autoklavering) eller ved konservering
med nitrit, salt og laktat, sa vaekst forhindres gennem hele produktets
holdbarhedsperiode.

Feerdigt tarret pulver fremstillet af retentat fra membranfiltrering inde-
holder bade hamjernkompleks og alle bakterier samt sporer (og poten-
tielt vira), som blev tilbageholdt i retentatet ved membranfiltreringen. Af-
heengig af rdvarekvaliteten kan retentatet derfor have en hgj mikrobiolo-
gisk belastning.

Generelt bar kimtal for faerdigtgrret proteinpulver sammenholdes med
krav til proteinpulver af animalsk oprindelse for fx gelatine- og kollagen-
pulver; og de rette analyser (ikke pdvist i 10 g) ber udfgres i modsaet-
ning til de kvantitative analyser udfert i dette pilotproduktionsstudium.

Perspektivering og fremtidige indsatsomrader

Baseret pa resultater opndet i projektets mange forseg anbefales det
ved industriel implementering at opdele behandling af animalske side-
stremme i to produktionslinjer: 1) haemoglobin og 2) lunger, nyrer og
milt. Det er dog ikke usandsynligt, at sidestremmene kan blive kombine-
ret i fremtiden, men det vil kraeve naermere undersggelse af en ny en-
zymcocktail og procesparametre.

En opskaleret proces til enzymatisk hydrolyse af faste animalske side-

strgmme er vist i figur 4. Efter enzymatisk hydrolyse skal hydrolysatet se-
pareres ved enten dekanter eller centrifuge, sa oplgselige proteiner
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(veeskefase) og uoplaselige proteiner + kollagen og vaevsrester (fast fase)
kan blive adskilt. Det ber undersgges, hvorvidt en pH-justering af hydro-
lysatet bar ske efter separation pa kun veaeskefasen. Dermed kan mest
haemijern holdes i vaeskefasen, og maengden reduceres i den faste fase.
Tanken er, at veerdien for den faste fase bevares/ages. pH-udfzeldning
kan derefter ske pa veeskefasen alene, og haemjern vil blive adskilt under
membranfiltrering.

Valorization of animal side streams: production of food-grade protein and petfood ingredients

Solid phase
Protein-rich Retentate
ingredient Heme-iron-complex

i Animal side st Enzymatic
! | Lung, kidney, spleen > hydrolysis ?

Y ;anuswt; Permeate | | Food-grade protein
Decanter filtration Concentration Spray drying  —» hydrolysate

g 2

Figur 4. Opskaleret proces til behandling af faste animalske sidestremme ved enzymatisk hydrolyse

Baseret pa resultaterne opndet ved projektets afslutning er der fglgende indsatsomrader at arbejde

videre med:

Undersgge variation i en-
zymcocktail

Inkludering af flere animal-
Ske sidestramme

Membranfiltrering

Anvendelsespotentiale for de
forskellige produktfraktioner

Side 11

En anden sammensatning i enzymcocktailen til at behandle haamo-
globin sammen med andre animalske sidestremme som fx lunger,
nyrer og milt. Det skal sikre en bedre affarvning af hydrolysatet og
forbedre udbyttet

Variation i enzymcocktail for yderligere forbedring af udbytte,
smagsprofil (kan den zndres) og proces, med fokus pa at reducere
enzymkoncentration fra 1,6% ned til 0,5%

Ravaregrundlaget kan varieres yderligere, ogsa hvis der fx i farste
omgang @nskes at blive produceret et proteinhydrolysat til foderin-
dustrien.

Hvis proteinhydrolysatet skal fremstilles til fermenteringsindustrien
eller fadevarer, kraeves der anvendelse af fadevaregodkendte side-
stromme

Inkludering af flere sidestrgmme, fx struber eller limvand (erstatning
for drikkevand til hydrolyseprocessen)

Undersage andre porestarrelser, fx hgjere end 10 kDa samt optime-
ring af membranfiltreringsprocessen for hgjere udbytte

Proteinhydrolysat (oplgselige proteiner, der spraytarres til pulver)
Uoplgselige proteiner (nar faste animalske sidestremme behandles,
vil der veere en uoplgselig fraktion tilbage bestdende af kollagen,
protein og mineraler)

Anvendelsespotentiale af haemjernfraktion
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