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SAMMENDRAG

Prosjektet har gjennomfgrt industriell hydrolyse av hele torskehoder i reaktor utviklet av
Fjordlaks AS. Det er produsert et proteinhydrolysat med over 90 % protein, som er lett
vannlgselig og som har en ngytral lukt og smak.

Driftsteknisk er det mulig @ hydrolysere hele hoder. Det Igser utfordringen med torskebein
videre i prosessen. Reaktoren som ble benyttet hadde ogsa en god Igsning for a ta ut
beinfraksjonen. Men, det er ogsa noen utfordringer knyttet til hydrolyse av hele hoder. Det
stiller store krav til utforming av reaktor, for a oppna forventet utbytte. Det er helt ngdvendig a
lage et rgrverk som klarer a fa omrgring pa hele massen.

Hydrolysatet ble lagret, mgrkt og i romtemperatur, i ett ar. Det er ingen endringer i kjemisk
sammensetning eller hvordan pulveret oppleves (lukt, farge) etter ett ars lagring. Bakterietallet
er stabilt under <1000 cfu i hele lagringstiden. Etter 6 mnd er det en liten gkning i mengde
biogene aminer.

Den mest nzerliggende merkingen av hydrolysat til bruk som ingrediens er pr. dags dato;
hydrolysert fiskeprotein. Hele 14 forskrifter regulerer dette.

KONTROLLERT AV GODKJENT AV
Rasa Slizyte Hans Bjelland
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1 INTRODUKSJON

Befolkningsvekst og gkt behov for fér til oppdrett vil bidra til en betydelig etterspgrsel etter proteiner.
Markedet krever proteiner som har god smak, hgy naeringsverdi, tilstrekkelig holdbarhet og
konkurransedyktig pris. Alt dette er innen rekkevidde for protein fra torskehoder. Produksjon av
hgykvalitets marine proteiner fra torskehoder [1] kan gi gkt verdiskaping i norske sjgmatbedrifter og bidra
til stabil tilgang pa protein.

Pa torsken utgjgr hodene rundt 20 % av vekten [2,3]. De inneholder rundt 15 % protein, en god del bein og
lite fett [3]. Dette tilsvarer et teoretisk proteinutbytte pa 15 %. Proteinutbyttet fra hydrolysatet, som er
hovedproduktet fra proteinhydrolyse, beskriver hvor effektiv hydrolyseprosessen er [4]. Bade tilstand- og
sammensetning av rastoff pavirker hydrolysen. Det er kjent at inaktivering av endogene enzymer fgr
hydrolyse og tilsats av kommersielle enzymer gir en mer kontrollert prosess. Denaturerte proteiner er
vanskelige a hydrolysere [5,6,7].

Pilotforsgk gjennomfgrt ved Tufjordbruket har gitt et godt innblikk i muligheter og utfordringer rundt
hydrolyse av torskehoder [1]. Den stgrste utfordringen er knyttet til hgyt innhold av bein i hodene. Beina
er utfordrende bade med tanke pa kverning og pumping. Ved hydrolyse av torskehoder dannes det en stor
beinfraksjon, som ogsad er tung. Det er lett at beinfraksjonen "pakker" seg i bunnen av en reaktor. En
hydrolysetank i full skala ma ta hgyde for dette.

Fjordlaks AS gnsker a skape stgrst mulig verdi for virksomheten, gjennom 3 gke utnyttelsesgraden av
restrastoff. | Fjordlakskonsernet produseres det ca. 10-14.000 tonn restrastoff (hode, innmat og rygg) fra
frossen og fersk hvitfisk per ar. Torskehodene utgjgr 4000 tonn av dette restrastoffet. Fjordlaks driver blant
annet Tufjordbruket, lokalisert pa Rolvsgya i Finnmark, og Karlsgybruket lokalisert pa Vanngya i Troms. |
det fgrste HEADS UP prosjektet ble en tradisjonell hydrolyselinje i pilotskala testet ved Tufjordbruket.
Erfaringene derfra har Fjordlaks AS benyttet til 3 utvikle en ny hydrolysetank.

Prosjektets hovedmal har veaert & produsere protein fra hvitfiskhoder til humant konsum. Delmalene i
prosjektet var:
(1) Videre optimalisere hydrolysebetingelser for hoder, samt gjennomfgre labskala forsgk for
hydrolyse av uer og liten sei
(2) Gjennomfgre fullskala forsgk
(3) Undersgke holdbarhet til tgrket hydrolysat
(4) Kartlegge krav til dokumentasjon og merking

Prosjektgruppen har bestatt av

Jannicke Fugledal Remme, SINTEF Ocean, Prosjektleder
Andreas Austvik (erstattet av Kevin Salbuvik), Fjordlaks
Ana Karina Carvajal, SINTEF Ocean

Rasa Slizyte, SINTEF Ocean

Referansegruppen har bestatt av

Anders Bjgrnerem (gikk ut av gruppen da han sluttet i Nordic Wildfish)
Laila Horgen, Orkla Foods Norge

Ragnar Olsen, Universitetet i Tromsg

Amund Pedersen, Fjordlaks AS

Jaran Raug, Marealis AS
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2 PROBLEMSTILLING / FORMAL

Mange aktgrer i konvensjonell industri har tgrket hoder og eksportert disse. Disse opplever et sviktende
marked. De er interessert i 3 se pa nye metoder og teknologier for utnyttelse av torskehoder. Hydrolysater
fra torskehoder har blitt laget i laboratorium og pilotskala (HEADS UP) med svaert lovende resultater. Dette
prosjektet vil, ved gjennomfgring og optimalisering av hydrolyse i full skala, gke kunnskapen om kvalitet og
utbytte av proteiner. Kunnskapen vil bli benyttet til 3 avgjgre om det vil veere Ignnsomt & satse pa storskala
produksjon av hydrolyse. @kt lsnnsomhet i foredlingsindustrien vil gi verdiskaping langs hele kysten, og er
i trdd med regjeringens visjon om at Norge skal bli verdens fremste sjgmatnasjon.

A produsere marine proteiner fra hodene vil gi bedriften stgrre verdiskaping, og et mer stabilt marked &
forholde seg til. | tillegg bidrar det til & sikre arbeidsplasser i fiskerinaeringen. Verdiskaping i navaerende
marked har et potensial opp mot 50 til 100 millioner kroner for hvitfiskrestrastoffet, i form av hgyverdige
proteiner. Verdiskaping fra marin ingrediensindustri har hatt en positiv utvikling de senere ar. Den norske
industrien har delvis utviklet seg som en integrert del av sjgmatnaeringen, spesielt i havbruksindustrien, og
delvis som spesialisert kompetanseindustri med en betydelig forsknings- og utviklingsaktivitet. | 2050 vil
Norge inneha en sterk posisjon innen marin ingrediensindustri og produsere produkter inn mot de globale
markedene for naeringsmiddel, helsekost og farmasi.
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3 MATERIALER OG METODER
3.1 Rastoff

3.1.1 Hydrolysebetingelser for notsei, uer og torskehoder

Hel uer, notsei og torskehoder ble sendt fra Tufjordbruket og Karlsgybruket til SINTEF Ocean i Trondheim i
frossen tilstand. Rastoffet ble oppbevart pa fryselager fram til bruk. Det ble tint pa kjglerom (4°C) over natt
for forsgkene (10 timer). Rastoffet ble grovkuttet med kniv og kjgttgks fgr de ble kvernet (hullskive 10 mm).
Det ble tatt ut prgver av rastoffet for hver dag med hydrolyseforsgk (tabell 1). De ulike artene ble
hydrolysert hver for seg, i to paralleller.

3.1.2 Industriforsgk ved Karlsgybruket
Hydrolyseforsgkene ved Karlsgybruket ble giennomfgrt med ferske torskehoder.

3.2 Hydrolysebetingelser ved laboratorietester

Kvernet rastoff og vann ble tilsatt i hydrolysereaktoren. Da rastoffet hadde en temperatur pa 50 °C, ble
ulike enzym tilsatt, som Papain og Bromelain, Protamex og flere nye enzymer for uttesting fra Taylorzymes.
Det ble tilsatt 0,1 % enzym beregnet fra rastoffvekt. Hydrolysereaksjonen varte i 60 minutter. Prgvene ble
inaktivert ved a raskt gke temperaturen til 90 °C og deretter holde den over 90 °C i 10 minutter. Prgvene
ble deretter sentrifugert ved 3000 rpm i 10 min. Hydrolysat og sediment ble separert, veid og analysert.
Det ble kjgrt to paralleller av hvert forsgk.

3.3 Pilotforsgk ved Karlsgybruket

Fjordlaks har utviklet en ny hydrolysetank basert pa erfaringene fra det fgrste HEADS UP prosjektet. Den
nye tanken ble benyttet til giennomfgring av hydrolyseforsgkene. | reaktoren ble det tilsatt mellom 800-
1000 kg hoder og mellom 200-500 kg vann. Det ble tilsatt 0,1 % enzym. Etter endt hydrolyseforsgk ble det
tatt ut prgver fra hver batch til analyse. Det resterende hydrolysatet fra alle 6 forsgk ble slatt sammen,
fryst, ultra- og nanofiltrert (hos Membranteknikk AS) og t@rket (hos Seagarden AS). Dette hydrolysatet ble
delt i 5 prgver som ble lagret merkt, og i romtemperatur, i 12 maneder. Hver 3 maned ble kjemisk
sammensetning, aminosyresammensetning, biogene aminer, TVN og kimtall, analysert.
Molekylvektsfordelingen ble analysert for fgrste og siste prgve.

3.4 Kjemisk sammensetning

3.4.1 Terking

Det ble tatt ut hydrolysat prgve fra de 6 ulike batchene. Fra samme batch ble en del av prgven frysetgrket,
mens en annen del av prgven har blitt sprayterket.
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3.4.2 Vanninnhold og tgrrstoff

Vanninnholdet i prgvene ble bestemt ved a terke homogenisert rastoff i varmeskap ved 105 °C over natten.
Vann-/tgrrstoffinnholdet ble beregnet som massetap etter tgrking og presentert i prosent vann/tgrrstoff i
prgven. Resultater er presentert som gjennomsnittlige verdier fra tre eller fire paralleller med
standardawvik.

3.4.3 Aske

Aske i prgvene ble bestemt ved a sette tgrket prgve i varmeovn ved 600 °Ci 12 timer. Aske ble beregnet
som massetap og presentert i prosent aske i prgve. Resultater er presentert som gjennomsnittlige verdier
fra tre-fire paralleller med standardavvik.

3.4.4 Fettinnhold

Totalt lipidinnhold ble bestemt med Bligh and Dyer-metoden [8]. Resultater er presentert som
giennomsnittlige verdier fra to paralleller med standardavvik.

3.4.5 Proteininnhold

Bestemmelse av proteininnhold ble gjort ved & benytte en CN- elementanalysator (Elemental Combustion
System 4010, CHNS-O) for i ferste omgang a bestemme prgvens nitrogeninnhold (N). Proteinmengden i
ulike konsentrater ble beregnet fra nitrogeninnholdet, der et forhold mellom mengde nitrogen og mengde
protein pa 6,25 ble brukt. Resultater er presentert som gjennomsnittlige verdier fra seks paralleller med
standardawvik.

3.4.6 Hydrolysegrad

Hydrolysegrad refererer forholdet (%) av a-aminonitrogen i forhold til totalt nitrogen i prgven.
Hydrolysegraden er analysert med formol-titrering. Analyseres med tre paralleller.

3.4.7 Molekylvektsfordeling

Prgvene ble Igst i vann til en konsentrasjon pa ca 10 mg/ml, fgr de ble fortynnet til en endelig konsentrasjon
pa 1 mg/ml i vann. Prgvene ble analyser med en Hitachi HPLC med UV detector ved 220 nm, med en
Superdex peptide 10/300 kolonne. Analysen kjgres i romtemperatur og isokratisk med 30 % acetonitrile,
0.1 % TFA i vann, ved 0.3 ml/min. Prgvevolum var 50 pl. Cytochrome C (12327 Da), aprotinin (6512 Da),
insulin A (2531 Da), leucine enkepaline (555.6 Da), Val-Tyr-Val (379.5 Da) og Gly-Tyr (23822 Da) ble benyttet
som standard. Regresjonslinjen for standardene var r’=0.960. Kromatogrammene ble manuelt integrert.
Integreringen er gjort pa bakgrunn av retensjonstid for standarden.

3.4.8 Aminosyrer, kimtall, TVN og biogene aminer

Aminosyresammensetning, kimtall, TVN og biogene aminer ble analysert hos Eurofins.
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4 RESULTATER OG DISKUSJON

4.1 Hydrolyse av torskehoder, sei og uer

Det ble gjennomfgrt 4 hydrolyseforsgk av torskehoder, hvorav 3 gikk til a teste ut nye, anbefalte, enzymer
fra Taylorzymes. Disse ble sammenlignet med den beste enzymkombinasjonen fra HEADS UP | prosjektet
[9], papain og bromelain. Darlig hydrolyse gir en stgrre sedimentfraksjon og en mindre hydrolysatfraksjon.
Resultatene er oppsummert i figur 1.

Massebalanse - vat vekt
100 % - - = i — — I =
80 %
60 %

B Emulsjon

40 % Hydrolysat

B Sediment
0

Papain & Endocut Endocut ExocutBL Papain & Protamex Papain & Protamex
Bromelain 0,1L 0,2L Bromelain Bromelain

x

Torskehoder | Uer | Sei |

Figur 1: Figuren viser fordeling av de ulike fraksjonene, hydrolysat, sediment, olje og emulsjon, etter hydrolyse av
torskehoder, uer og sei.

Papain og bromelain i kombinasjon og Exocut BL var de mest effektive enzymene for torskehoder. De to
endocut enzymene ga mindre effektiv hydrolyse. For uer og notsei er det sma variasjoner mellom de to
enzymkombinasjonene som ble testet, protamex eller papain og bromelain, men sistnevnte gir stgrre
hydrolysatfraksjon for begge artene. For uer gir ogsa papain og bromelain en stgrre emulsjonsfraksjon. Det
er verdt @ merke seg at hydrolyse av hel uer vil gi en oljefraksjon.

4.1.1 Torket hydrolysat

Etter forsgkene ble hydrolysatet frysetgrket. Proteininnholdet for torskehodene varierer fra 62,8 + 0,5 for
Endocut 0,1L (som ogsa gav den minste hydrolysatfraksjon) til 78,1 + 0,2 % for papain og bromelain.
Resultatene for torskehoder samsvarer med de gjennomfgrt i HEADS UP prosjektet [9]. Endocut 0,2L gir
ogsa hgyt proteininnhold i det tgrkede hydrolysatet, men dette enzymet er mindre effektivt og gir lavere
utbytte enn hydrolyse med papain og bromelain. Hgyt proteininnhold gir hgyest kommersiell verdi.

PROSJEKTNR RAPPORTNR VERSJON Side 8 av 21
302003718 2020:00322 1
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Hydrolysatene fra sei og uer har ogsa hgyt innhold av protein. Proteininnholdet er klart hgyere i hydrolysat
fra slgyd notsei. Til tross for hgyt innhold av protein, er det ikke aktuelt a slgye notsei. Bade uer og sei kan
vaere kommersielt interessante som ravare for hydrolyse.

4.1.2 Molekylvektsfordeling

Det er stor forskjell i molekylvektsfordelingen for de ulike enzymene som er brukt pa torskehoder. Papain
og bromelain er endoproteanser (kutter midt i peptidkjeden) med preferanse for cystein. Endocut 0,1L og
Endocut 0,2L er ogsa endoproteaser. Exocut BL er en protease som kutter proteinet fra enden.

Det er ikke kjent hva som er optimal molekylvektsfordeling, men noe kunnskap er etablert. Alle bioaktive
peptider er mindre enn 2000 Dalton, samt at sma peptider ogsa fordgyes lettere. Hydrolysater som skal
brukes som ingredienser i mat eller helsekost bgr vaere vannlgselige. Hele proteiner og store molekyler
reduserer Igseligheten i vann. Det er ogsa antatt at bitre peptider, som reduserer kvaliteten og
bruksomradet betraktelig, er mellom 200-500 Dalton. Det er derfor antatt at en molekylvektsfordeling som
ligger mellom de store og minste molekylene vil veere et godt resultat.

En molekylvektsfordeling som har mange store molekyler, som Endocut 0,1L, gjenspeiler ofte en
ufullstendig hydrolyse. Dette forsterker konklusjonen om ineffektiv hydrolyse ogsa basert pa forholdet
mellom hydrolysat og sediment etter hydrolyseforsgkene. Exocut BL hydrolysatet har en hgyere andel
mindre peptider enn de andre, og samsvarer med at enzymet kutter proteinet fra enden.

4.2 Industriforsgk ved Karlsgybruket

Ved gjennomfgring av industriforsgk ved Karlsgybruket ble det utviklet en redusert prosesslinje, uten
kvern, varmeveksler og trikanter. En sammenligning av prosesslinjene er vist i figur 2. Prosesslinjen har tatt
stort hensyn til utfordringene knyttet til kverning og pumping av beinfraksjonen fra hodene.

Tufjordbruket

Varmeveksler g Hydrolysetank Trikanter Filter

Karlsgybruket

Hydrolysetank
ydrolyse an) Fryser Filter Torke
med steam

Figur 2: Likheter og ulikheter mellom prosesslinjen testet i de to HEADS UP prosjektene.

Den nye hydrolysereaktoren hadde rask varmeutveksling og en smart Igsning til beinfraksjonen. En indre
sil i tanken ble etter endt hydrolyse Igftet ut av tanken og témt. Reaktoren hadde for svakt rgrverk, og fgrte
til utfordringer knyttet omrgring nar det var mye hoder og lite vann i tanken. Hele hoder pakker seg lett og
det kreves mye energi for a8 bevege de rundt i begynnelsen av hydrolysen. Uttestingen av hydrolysetanken
startet med dobbelt sa mye hoder som vann, basert pa forsgkene ved Tufjordbruket. Etter hvert i
uttestingen matte det tilsettes mer vann enn gnsket for a fa omrgring.



SINTEF

Den nye hydrolysetanken hadde for svakt rgrverk til 3 gjennomfgre hydrolyseforsgk pa hoder med lite
tilsatt vann. Underveis i uttestingen ble tre hovedstrategier testet ut. Det fgrste forsgket, K1, fglger den
klassiske hydrolyseoppskriften. | forsgket stoppet r@rverket raskt opp, men det kom i gang igjen.

| de to neste forsgkene, K2 og K3, ble det tilsatt mer vann i forhold til hodene. Alle hodene ble tilsatt fgr
enzymet var tilsatt og det var problemer med omrgring. | disse forspkene ble beinsila heist opp, slik at
denne hang over hydrolysetanken ved inaktivering. Ideen var & spare energi til oppvarming ved a bruke
beinsila som lokk og a slippe @ varme opp hele massen. Resultatene viser at hydrolysen er darligst i disse
forsgkene.

@nsket om 3 tilsette minst mulig vann, fgrte til at vi i de tre siste forsgkene tilsatte halvparten av hodene
farst, for sa a tilsette enzym, f@r resten av hodene ble tilsatt. Ideen her var at de fgrste hodene skulle slippe
en del vann tidlig i prosessen, som kunne brukes til 3 opprettholde omrgring i tanken nar de neste hodene
ble tilsatt. De to siste forspkene ble kjgrt med noe hgyere konsentrasjon av enzym, og med samme
vann/rastoff forhold. Det var de tre siste forsgkene som ga minst beinfraksjon. Dette antyder at hydrolysen
var mest effektiv her. Fordeling av hydrolysat og beinfraksjon i vatvekt er vist i figur 3. Produksjonstap er
differansen mellom det som gikk inn i reaktoren og det som kom ut i sluttprodukter. Produksjonstapet
oppstar blant annet ved omkobling av slanger, tekniske utfordringer som fgrer til lekkasje og avdamping.

Hydrolyseforsgk Karlsgybruket

1200 80
1000 70
60

%

o

800 50
£ 600 40
400 30
20
1 AR RE
0 0

K1 K2 K3 K4 K5 K6

E Hoder tilsatt (kg) Hydrolysat (kg) mmmm Bein + rest (kg) Bein (%) === Hydrolysat (%)

Figur 3: Figuren viser total vekt i hydrolysetanken, vekten av hoder i hydrolyseforsgket, samt vekt av hydrolysat og
bein/rest fraksjon. | tillegg er utbytte hydrolysat (%) og beinfraksjon (%) vist.

| forsgkene ved Karlsgybruket ble hele hoder hydrolysert, i motsetning til kverna hoder. Alle tidligere
resultater og prosesstilpassinger er gjort for kvernede hoder. Det ble raskt tydelig at det er bade
vanskeligere a rgre hele hoder og at hydrolyse av hele hoder krever mer vann. Hodene pakker seg tett i
bunnen av tanken og da kreves det mye energi for a dra de rundt. Tgrrstoffinnholdet varierte fra 5,4 % til
11,1 % i de gjennomfgrte forsgkene.

Hydrolysatet som ble produsert ved Karlsgybruket gjennomgikk ikke en separasjon. Ved hydrolyse av
torskehoder i Mobile Sealab ble hydrolysatet separerti en trikanter. Da ble det produsert rundt 5 % grakse.
Graksen bestar hovedsakelig av ulgst protein og fosfolipider. Dette ma trekkes fra det teoretiske utbyttet.
| tillegg vil ulgste proteiner og en god del fett filtreres av med membranfilter (mikro/ultrafilter), og salter
vil kunne filtreres av med nanofiltrering. Det forventede utbyttet er derfor lavere enn det teoretiske.
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4.2.1 Hydrolysat

Det ble produsert over 5000 kg med hydrolysat. Hydrolysatet ble tappet pa IBC beholdere og avkjglt i kar
med rennende kaldt vann fgr de ble satt pa fryseren. To av IBC beholderene ble ikke avkjglt raskt nok og
matte kasseres. Rundt 2000 kg hydrolysat ble sendt videre til membranfiltrering og t@rking. Holdbarheten
til flytende hydrolysat pa IBC beholder er mindre enn 24 timer.

Frossent hydrolysat ble fgrst sendt til Membranteknikk for membranfiltrering. Metodikk og filtrering-
parametere er Membranteknikk sin eiendom og rapporteres ikke i denne rapporten. De rapporterte at de
kasserte omtrent halvparten av tgnnene pga sur lukt. | tillegg filtrerte de av nesten alt fettet (fra ca 8,5 %
fett i hydrolysatet til 0,2 % fett i sluttproduktet), og halvparten av saltet (fra 11,6 % i hydrolysatet til 2,8 %
i sluttproduktet). | tillegg oppkonsentreres proteinene ved membranfiltrering. En god del vann er ogsa
filtrert av. Oppkonsentrert hydrolysat ble sa fryst igjen, fgr de ble sendt til Seagarden for tgrking.
Hydrolysatet ble spraytgrket, men parametere utover det er Seagarden sin eiendom og rapporteres ikke i
denne rapporten.

Fra et forventet utbytte pa over 500 kg til et oppnadd utbytte pa 63 kg er det mange prosesstrinn som kan
optimaliseres og forbedres. Det stgrste tapet skjer i selve hydrolyseprosessen, der beinfraksjonen
inneholder nesten 700 kg mer fiskerester enn forventet. | tillegg gikk mye hydrolysat tapt underveis pga
kort holdbarhet, og i gjentatte tining/frysings sykluser.

4.2.2 Beinfraksjon

Beinfraksjonen er en god indikator pa hvor god hydrolysen har veert. Det kom tydelig fram at rgrverket i
den nye hydrolysereaktoren ma forbedres. Problemer med rgrverket fgrte til redusert hydrolyse. Det at
hodene er hele kan ogsa ha bidratt til den store variasjonen i hydrolyse pa det som ble igjen i
beinfraksjonen. | alle batchene var det gverste laget i tanken helt rene bein. | bunnen av tanken, der
omrgringen var darligst, 1a det igjen hele hoder. Beinfraksjonen, som inneholder bade rene bein og
uhydrolysert rastoff utgjorde mellom 18,4 % til 34,6 % av hydrolysert masse. Beinfraksjonen er i alle
tilfellene langt over forventet. | tidligere forsgk, i Mobile Sealab, med kvernet rastoff, utgjorde
beinfraksjonen 20 % av rastoffet. Ogsa i denne fraksjonen |3 det igjen fiskerester. Men, ved hydrolyse av
hele hoder, gker kravet til omrgring.

4.3 Karakterisering av tgrket hydrolysat fra industriforsgk

Det ble tatt ut prgver fra de 6 ulike batchene for laboratorieanalyser, der en serie ble frysetgrket uten at
hydrolysatet ble filtrert, dekantert eller sentrifugert (KH-serien). | tillegg ble en prgveserie sentrifugert fgr
frysetgrking (KF). Denne prgveserien kan lettest sammenlignes med betingelser fra laboratorier og tidligere
forspk [9]. Et st@rre volum, opptil 3 liter, ble spraytgrket (KS), etter at prgvene hadde blitt filtrert. Terkede
hydrolysater inneholder jevnt over over 80 % protein, og rundt 10 % aske. Proteininnholdet er signifikant
lavere og fettinnholdet er signifikant hgyere i hydrolysatene som ikke er sentrifugert/filtrert (p < 0,05).
Sentrifugeringen og filtrering fijerner ulgst protein og fett effektivt.

Rundt 2000 kg ble sendt til industriell filtrering hos Membranteknikk og tgrking hos Seagarden (batch KI).
Pulveret som kom tilbake har hgyt proteininnhold, over 93 %, mild smak og er fullt Igselig i vann. Denne
prgven ble analysert hos Eurofins. Den kjemiske sammensetningen er vist i tabell 6. | dette hydrolysatet ble
ogsa innholdet av kalsium (810 mg/kg), natrium (16 000 mg/kg) og fosfor (3700 mg/kg) analysert.
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4.3.1 Hydrolysegrad

Hydrolysegraden varierer i omradet 17 % og 22 %. Hydrolysegraden er lavest i den fgrste
preveproduksjonen (K1) i den nye hydrolysereaktoren. Dette forsgket ble giennomfgrt med det som var
forventet a vaere gode betingelser for kvernede hoder. | forsgket var det flere stopp i rgring, og det ble
tydelig at det er tyngre a rgre hele hoder i forhold til kverna hoder. Malet om minst mulig tilsatt vann ble
opprettholdt i de tre fgrste forsgkene (K1-K3). | de tre siste forsgkene ble det tilsatt mer vann. | de to siste
forspkene ble det ogsa tilsatt mer enzym. Hydrolysegraden er hgyere for hele hoder, sammenlignet med
de for kverna hoder hydrolysert i Mobile Sealab [9]. Hydrolysegraden der 1a pa 15 %.

4.3.2 Molekylvektsfordeling

Molekylvektsfordelingen (figur 4) viser fordeling av ulike protein og peptidfragmenter.
Molekylvektsfordelingen er analysert bade i frysetgrket og spraytgrket hydrolysat. Bitre peptider, som kan
veere en utfordring for marine proteinhydrolysater, har ofte en molekylvekt pa 200-500 Dalton. Resultatene
viser forskjeller i molekylvektsfordeling avhengig av tgrketype. De frysetgrkede prgvene er mer homogene
i molekylvektsfordelingen, mens de spraytgrkede prgvene viste stgrre variasjon. For alle prgvene er det
liten variasjon over 10 000 Dalton. De spraytgrkede prgvene KS3-KS6, har betydelig lavere innhold av
peptideristgrrelsen 1000 — 5000 Dalton, og betydelig hgyere andel peptider i stgrrelsen 200 — 1000 Dalton.

Molekylvektsfordeling i frysetgrket (F) og spraytgrket (S) hydrolysat
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Figur 4: Molekylvektsfordeling i fryset@grkede og spraytgrkede hydrolysater produsert ved Karlsgybruket.

HEADS II resultatene gjelder hydrolyse av hele hoder i en nyutviklet hydrolysereaktor. | de frysetgrkede
prevene var 25 % av peptidene over 2000 Dalton, og 44 % var mindre enn 1000 Dalton. To av prgvene som
ble spraytgrket, KS1 og KS2, har tilsvarende fordeling. De 4 andre spraytgrkede prgvene, som er spraytgrket
i labskala (KS3-KS6), inneholder 11 % peptider over 2000 Dalton og 71 % under 1000 Dalton. Prgven som
er industrielt membranfiltrert og spraytgrket inneholder 51 % peptider over 2000 Dalton og 46 % peptider
under 1000 Dalton.
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4.4 Stabilitet

Torket hydrolysat ble oppbevart mgrkt ved romtemperatur i 12 mnd. Hver 3 mnd har kjemisk
sammensetning, kimtall, flyktig nitrogen (TVN), biogene aminer og aminosyresammensetning blitt
analysert. Den kjemiske sammensetningen til hydrolysatet (vann, aske, fett og protein) er stabil giennom
hele perioden, og ligger i omradet 90,9 — 94,0 % for protein, 3,6 %-4,4 % vann, 5,7 — 7,2 % aske og 0,1-0,9
% fett. Proteinmengden Kimtallet er under 1000 cfu i hele lagringsperioden.

TVN er et mal pa ferskhet. Fersk fisk har TVN pa 14 mg/g [15]. | det samme studiet var TVN etter 25 timer
30 mg/g og etter 36 timer var verdien 50 mg/g. Hydrolysatet har i utgangspunktet hgyere innhold av TVN.
Selv om det har veert produsert fra ferske hoder, stiger TVN ved produksjon, samt i prosesser som frysing,
tining, filtrering og terking. Innholdet av TVN i hydrolysatet er hgyere enn gnsket. Det er mulig a redusere,
ved 4 fa en sammenhengende produksjonslinje for hydrolysatet. Ved lagring av hydrolysatet i 12 maneder,
varierer TVN i omradet 202-207, med en avvikende maling pa 310 mg/g etter 3 mnd.

4.4.1 Aminosyresammensetning

Aminosyresammensetningen har betydning for hydrolysatets nzeringsverdi. Hydrolysatet har hgyest
innhold av aminosyrene asparaginsyre (5,8 %), glutaminsyre (12,8 %) og glysin (12,3 %), og lavest innhold
av aminosyrene tryptofan (0,5 %), cystein (0,7 %) og histidin (1,7 %). Innholdet av de 8 essensielle
aminosyrene (valin, leucin, fenylalanin, tryptofan, lysin, isoleucin, metionin og treonin) utgjgr 28,8 % av alle
aminosyrene. Ved lagring av proteinhydrolysatet i inntil ett ar er det kun sma variasjoner i
aminosyreprofilen. For noen aminosyrer virker de a vaere mer stabile de fgrste 9 mnd. Deretter skjer det
en endring i hydrolysatet som pavirker %-vis fordeling av aminosyrer (figur 5). Dette gjelder aminosyrene
arginin, histidin, isoleucin, leucin, lysin, fenylalanin, valin og metionin.

Aminosyreprofil ved lagring i ett ar
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Figur 5: Endring i aminosyreprofil ved lagring av hydrolysat i ett Gr.
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4.4.2 Biogene aminer

Kvaliteten til hydrolysatet blir pavirket av mange faktorer. Rastoffkvalitet, selve hydrolyseprosessen og
etterbehandling. Biogene aminer dannes ved nedbrytning av bestemte aminosyrer [16], og kan brukes
som en kvalitetsindikator. Biogene aminer kan utvikles bade i rastoffet og under prosessering. De er
termisk stabile, i motsetning til TVN [15].

HEADS Il hydrolysatet har et innhold av biogene aminer som er hgyt [17, 18, 19, pers med; Hallgeir
Sterten, Felleskjgpet] sammenlignet med andre fiskeproteinhydrolysater (figur 6). Bakgrunnen for
forhgyede verdier i dette hydrolysatet er forbehandlingen. Etter endt hydrolyse ble hydrolysatet kjglt for
sakte ned. Deretter var det gjennom frysing, tining, membranfiltrering, frysing, tining og terking. | en
industriell produksjon vil membranfiltrering og enten inndamping eller t@rking skje fortlgpende. Det er
dermed grunn til 3 anta at det kan produseres hydrolysater med lavere innhold av biogene aminer i full
industriskala produksjon. Innholdet av biogene aminer er tilnsermet uforandret i 6 mnd, fgr de fleste
malte far en gkning det siste halve aret.

Histamin, 2-fenyletylamin, spermidin og spermin i lagret hydrolysat
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Figur 6: Innhold av biogene aminer i industrielt filtrert og tgrket hydrolysat over en periode pa ett dr.
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4.5 Dokumentasjonskrav og merking

HEADS Il prosjektet har forsgkt a fa en klarhet i regelverket rundt merking av mat/naeringsprodukter som
inneholder hydrolysat, basert pa gjennomgang av 14 forskrifter (figur 7). Bruken av hydrolyserte
proteiner benyttes i all hovedsak i to kategorier; naeringsmidler og for. | tillegg finnes det mulige
anvendelser innen farmasi, men det blir ikke vurdert i dette avsnittet.

Ravare' / Rastoff

Animalsk opprinnelse?
—— Uforedlede produkter!
|—— Ubearbeidet nzringsmmiddel®

Prosessering/Produksjon/Foredling?

e S )
Animalske biprodukt'? I Partially ydrolyzed protein (PHP) | | Fisksprotein hycrolysat (FPH i i
Neringsmiddel? | naeron et e | Legemidler
Férvare!! | Whole fish protein concentrate |
Hydrolyserte proteiner (HYDP)'? i :i: :,'::i::ﬂ,’;:,'g;% i
i i i 12 | Fiske tider fr i
Bearbeidet animalsk protein (PAP) } FeHepeptice: 2 [art] :
| Hydrolyserte fiskeproteiner 1
| Fiskeprotein |
| Proteinpulver [fiskeprotein [ar]) |
} Fish Isolate :
Foredlede produkter’ Fiskerivare® Ingrediens® Neeringsstoff® Kosttilskudd*
Bearbeidede fiskerivarer’ Tilsetningsstoff® Protein’ Nzeringsstoffs
Fiskevare?® Smaksforsterkere®
Teknisk hjelpestofft
Nzringsmiddelenzym?
Aromaer'?
_— Aromastoff'®

1 Neeringsmiddelhygieneforskriften

2 Matlovsforskriften

3 Animaliehygieneforskriften

4 Forskrift om kostfilskudd

5 Matinformasjonsforskriflen

& Forskrift om filsetningsstoffer fil neeringsmidier
7 Forskrift om vitamintilsatning mv. til nasringsmidler
3 Forskrift om neeringsmiddelenzymer

9 Fiskekvalitelsforskriften

10 Aromaforskriften

11 Forskiift om férvarer

12 Animaliebiprodukiforskrifien

Figur 7: Begreper og relevante forskrifter som har betydning for merking av produkter som inneholder hydrolysater.

Naturlig aromastoff!®
Neringsmiddelingrediens med
aromagivende egenskaper'®
Aromapreparat'?

Den generelle naeringsmiddelhygieneforskriften gjelder all matproduksjon, inkludert produksjon av
sjpmat og marine ingredienser. Definisjonen av naeringsmidler! omfatter ethvert stoff eller produkt som
er bestemt til eller med rimelighet kan forventes G inntas av mennesker. Neringsmidler omfatter
foredlede produkter?, fiskerivarer?, kosttilskudd®, ingredienser®, naeringsstoff> og tilsetningsstoff® med
tilhgrende definisjoner i ulike forskrifter. Flere ulike hensyn (som f.eks. innpakning og salgsform) vil ogsa
kunne fa innvirkning pa definisjonen, og dermed bruken, av ulike produkt. En oversikt over begreper og
hvilke forskrifter som gjelder er oppsummert i figur 8.
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Betegnelse Kilde

Fiskeprotein hydrolysat (FPH) [21] Venugopal, 2016.

Fiskeprotein konsentrat (FPC) [22] Windsor, 2001.

Whole fish protein concentrate 21 C.F.R §172.385 2019 CFR:
Tilsetningsstoffer tillatt for humant
konsum

Fish Protein Isolate (FPI) 21 C.F.R. §172.340 2019 CFR:
Tilsetningsstoffer tillatt for humant
konsum

Fish protein powder (FPP) Generell betegnelse

Fiskepeptider fra [art] Angitt i Forskrift om ny mat

Fisketilskudd Seagarden

Hydrolyserte fiskeproteiner Hydroprot, ProGo, Endurance
protein,Peptid+, angitt i BKU" fra
Tolletaten

Fiskeprotein Polarin, Laxpro, GlucoWell,
Hairgain

Proteinpulver (fiskeprotein [art]) Angitt i BKU" fra Tolletaten

Fish Isolate Bio Phoenix Formulations

Partially hydrolyzed protein (PHP) Generell betegnelse — til dyrefor

*BKU - Bindende klassifiseringsuttalelse

Det er ikke tillatt 3 omsette eller merke sluttproduktet 1 Neeringsmiddelhygieneforskiften
2 Matlovsforskriften

med "hydrolysert protein" uten a etterleve krav i

. . . . 3 Animaliehygieneforskriften
gjeldende biproduktregelverk. Videre bruk og merking av 4 Forskrift om kosttilskudd

A 2 H iahi _ fAr. 5 Matinformasjonsforskriften

HYDP som for omfattes av bade animaliebiprodukt-, for & Forskrift om tilsetningsstoffer til nzeringsmidier
og TSE-regererket_ 7 Forskrift om vitamintilsetning mv. til neeringsmidler
8 Forskrift om naeringsmiddelenzymer
9 Fiskekvalitetsforskriften
10 Forskrift om ekstraksjonsmidler
11 Aromaforskriften
12 Animaliebiproduktforskriften
13 Forskrift om forvarer
14. Forskrift om TSE

4.5.1 Merking

Et sentralt punkt i alle vurderinger som gj@res rundt
merking av naeringsmidler er at de ikke er villedende for
forbruker. Det benyttes mange ulike betegnelser pa
proteiner fra fisk. Noen av disse er definert, mens andre er mer generelle betegnelser. Det stilles ikke krav
til informasjon om hvilke deler av fisken som har inngatt i produksjonsprosessen sa lenge betegnelsen
eller merking ikke er villedende med tanke pa opphavet til rastoffet. Hydrolyserte proteiner fra fisk kan
sies a ha beveget seg sa langt fra det opprinnelige produktet at det kan oppfattes som villedende dersom
det betegnes som "fisk". Vurderinger rundt merking ma gjgres for hvert enkelt produkt, og en bgr utgve
forsiktighet rundt betegnelse og pastander knyttet til produktene.
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5 KONKLUSIJON

Prosjektet har giennomfgrt industriell hydrolyse av hele torskehoder i egenutviklet reaktor. Det er
produsert et proteinhydrolysat med over 90 % protein, som er lett vannlgselig og som har en ngytral lukt
og smak. | labskala ble det vist at uer og notsei ogsa kan hydrolyseres, men da ma det forventes en
olje/emulsjonsfase. Hydrolyse av slgyd notsei ga et produkt med svaert god smak.

Driftsteknisk er det mulig & hydrolysere hele hoder. Det Igser utfordringen med torskebein videre i
prosessen. Reaktoren som ble benyttet hadde ogsa en god Igsning for a ta ut beinfraksjonen. Men, det er
ogsa noen utfordringer knyttet til hydrolyse av hele hoder. Det stiller store krav til utforming av reaktor.
Det er helt ngdvendig a lage et rgrverk som klarer a fa omrgring pa hele massen. De industrielle
forspkene i dette prosjektet ga lavere utbytte enn tidligere. Dette skyldes antagelig: (1) Darlig omrgring i
tanken gjorde at mye av rastoffet 1a igjen, (2) ulik stgrrelse pa hodene gir stgrre spredning i MW-deling,
og dermed stgrre svinn ved filtrering og (3) filtrering og t@rking i industriskala av et lite volum hydrolysat,
gir mye svinn i prosessene. Det ble ogsa klart at vatt hydrolysat har svaert kort holdbarhetstid. Halvparten
av det produserte hydrolysatet gikk tapt da det ikke ble avkjglt raskt nok ved Karlsgybruket. | tillegg gikk
halvparten av det som ble sendt videre til filtrering tapt, da det ogsa var forringet ved ankomst. Det er
derfor viktig at hydrolysatet stabiliseres rett etter produksjon.

Hydrolysatet ble lagret, mgrkt og i romtemperatur, i ett ar. Det har god holdbarhet det fgrste halve aret,
mens enkelte av parameterne gir stgrre variasjon det siste halve aret. Det er ingen store endringer i
analyseresultater eller hvordan pulveret oppleves (lukt, farge) etter ett ars lagring.

Det finnes 14 forskrifter som er relevante i forbindelse med hydrolyse av marint restrastoff. Ingen gir et
klart svar pa hvordan produktet skal dokumenteres eller merkes, annet enn at det ikke skal veere
villedende. Den mest naerliggende merkingen pr. dags dato vil veere; hydrolysert fiskeprotein.
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6 Hovedfunn
e Det er mulig a hydrolysere hele torskehoder, men det krever tilpasset teknologi
e Det kan produseres proteinprodukter med over 90 % protein og ngytral lukt og smak
e Proteinpulveret kan lagres ett ar uten kvalitetstap
e 14 forskrifter er aktuelle for marine proteinprodukter

7 Leveranser

Leveranse Beskrivelse

L1 Prosjektnotat med resultater fra hydrolyseforsgk.

L2 Prosjektnotat med resultater fra stabilitetsforsgk.

L3 Faktaark

L4 Referat fra f@rste mete i styringsgruppen, nr.1

L5 Referat fra fgrste megte i styringsgruppen, nr.2

L6 Faglig sluttrapport i trad med FHFs rettningslinje

L7 Administrativ sluttrapport.

L8 Referat fra sluttmgte med FHF og Fjordlaks (inkl styringsgruppe)
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