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1. Forord

Dette er afslutningsrapporten for projektet "Bedre udnyttelse af valle pad mindre mejerier” under
Miljg- og Fedevareministeriets tilskudsordning "Program for Grgn Teknologi”.

Projektet blev gennemfgrt i perioden 1. november 2014 til 31. marts 2017.

Projektet er gennemfart i et samarbejde mellem Endrup Andelsmejeri, Mammen Mejeri A/S,
Lagismose Mejeri A/S, Aarhus Universitet, MyDrink Beverages og Teknologisk Institut.

Denne rapport giver et samlet overblik over det arbejde, der er udfert i Igbet af projektet.

Til at felge projektet var der nedsat en fglgegruppe, der bestod af:
* Niels Jacob Nyborg, Mejeriforening

o Stefan Borre-Gude, Aarhus Universitet

o Lasse Tellerup Mgller, Miljgstyrelsen

e Maria Barmar Larsen, Teknologisk Institut.

Valle, et biprodukt fra osteproduktion, har mange anvendelsesmuligheder, men opkoncentre-
ring af den flydende valle til eksempelvis maelkeprotein er en dyr og kompliceret proces, som

de feerreste sma mejerier har rad til selvom det abner nye forretningsmuligheder. Som det er i
dag, saelger de sma mejerier den overskydende valle til enten landmaendene som grisefoder

eller til store mejerier, som netop rader over et opkoncentreringsanlaeg og derfor kan foraedle

vallen selv.

Projektet har arbejdet med at finde alternative anvendelser for den flydende valle, sa de min-
dre mejerier kan springe tarreprocessen over og optimere deres indtjening. Der er undersagt
to anvendelsesomrader: Et hvor den flydende valle anvendes direkte til fitnessdrikke og et an-
det, hvor vallen bruges som indkapslingsmateriale i tyggegummi.

De fitnessdrikke, der kan kebes pa markedet i dag forudseetter brugen af tarret valle. Derfor
har man arbejdet med at oprense sma maengder flydende valle via membranfiltrering, som
herefter er blevet afprgvet til drikke tilsat forskellige smage. Smagstest viste, at produkterne er
pa hgjde med de kommercielle drikke fremstillet pa vallepulver. Udfordringen er pa nuvaerende
tidspunkt den flydende valles begreensede holdbarhed der stiller krav til logistikken.

Den anden anvendelsesmulighed der er undersggt i projektet er brugen af flydende valle til
indkapsling af eksempelvis smagsstoffer i tyggegummi. | dag anvender man ofte maltodextrin,
men indtil videre tegner brugen af flydende valle lovende. Forsggene viste, at vallen har gode
egenskaber som stabilisator af olie-i-vand-emulsioner. Indkapsling af smagsstof, carvon, i tyg-
gegummi var ikke sa entydig og flere forsgg er nadvendigt for at belyse den applikation.
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2. Introduktion

Projektet har vaeret opdelt i fire arbejdspakker med henblik pa at na projektets mal, nemlig at
undersgge potentialet i at etablere decentral opkoncentrering af valleprotein pa mindre meje-
rier.

Arbejdspakkerne i projektet har veeret:

o Separation af valleprotein og genanvendelse af vand
o Karakterisering af valleproteinfraktioner og -produkter
Udvikling af indkapslede valleproteinprodukter

o Udvikling af ingrediens til drikkeligtt produkt.

Resultaterne fra hver arbejdspakke gennemgas i kapitel 3-kapitel 6.

| de felgende afsnit gives der en kort introduktion til de tre deltagende mejerier samt til valle og
vallens bestanddele.

21 Praesentation af Mammen Mejeri, Endrup Andelsmejeri og
Logismose Mejeri

De tre mejerier, som har valgt at deltage i projektet Bedre udnyttelse af valle pa mindre meje-

rier, er Mammen Mejeri, Endrup Andelsmejeri og Lagismose Mejeri.

211 Mammen Mejeri A/S

Mammen Mejeri producerer ud over de kendte Danbo-oste en raekke andre gule oste af typerne
Samsg og havarti. Ud over de traditionelle ostetyper fremstilles hvidost, fladeost, specialoste,
skaereoste og blaskimmelost. Mammen mejeri producerer arligt 6.000 tons ost og en arlig valle-
maengde pa 73.000 tons (Staunsbaek, 2015).

2.1.2 Endrup Andelsmejeri

Endrup Andelsmejeri producerer de kendte Danbo- og havartityper med hver deres kendetegn
og seerlige smag. Produktionen foregar i den lille landsby Endrup i Vestjylland, hvor der er pro-
duceret ost siden 1884. Endrup Andelsmejeri producerer arligt 2.000 tons ost og en arlig valle-
mangde pa 20.000 tons (Frandsen, 2015).

21.3 Legismose Mejeri

Lagismose Mejeri blev grundlagt i 1969 pa det tidligere Haarby Mejeri. Mejeriet, der i 1990 blev
omlagt til akologisk produktion, har i dag til huse i det tidligere Allested Mejeri, der er fra 1910,
men som er ombygget ad flere omgange. Lagismose Mejer fremstiller forskellige mejeriproduk-
ter, herunder rygeost, salatost og skyr. Mejeriet har en arlig produktion af valle pa 2.250 tons
valle fra deres skyrproduktion, 1.000 tons fra salatostproduktionen og 500 tons fra rygeostpro-
duktionen (Toft, 2015).

2.2 Valle og vallens bestanddele

2.21 Bestanddele i mzlk — ravaren for produktion af ost og valle

Meelk er en unik ravare, som bruges af koen til at ernaere kalven. Derudover anvendes maelken
og dens bestanddele til at bredfade verdens befolkning pa samtlige kontinenter. Malk betrag-
tes bade som en emulsion, en kolloidaloplagsning og en agte oplgsning pa grund af de forskel-
lige bestanddeles dispersionsgrad i maelken og de dertilhgrende egenskaber (Fox &
McSweeney, 1998).
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Meelken bestar af forskellige indholdsstoffer, sdsom vand, fedtstoffer, proteiner, kulhydrater,
ioner og salte. Variationer i maelkens sammensaetning afhaenger af arveanlag, fodring, tids-
punkt i laktationsperioden, arstiden, malkningstidspunktet og eventuelle sygdomme. Disse va-
riationer vil have betydning for meelkens sammensaetning, og tilsvarende vil maelkens opbeva-
ring og processering have betydning for ostens og vallens beskaffenhed (Hambreeus, L. &
Loénnerdal, 2003).

Vallens sammensaetning og beskaffenhed, herunder denaturering af proteinerne, vil afhaenge
af rdvaren og af den proces, som vallen gennemgar, dvs. om vallen er fjernet fra ostemaelken
inden ostningsprocessen eller vallen gennemgar en traditionel ostningsproces (Serensen,
2014).

2.2.2 Beskrivelse af osteproduktionen og dannelse af valle som
biprodukt
Fremstilling af ost er en aeldgammel metode til konservering af meelk. For at undga skadelige
bakterier i osten pasteuriseres meaelken, inden den anvendes. | ostetanken eller ostekarret til-
seettes forskellige ingredienser, afhaengigt af typen af ost der skal fremstilles. Der tilseettes en-
ten vegetabilsk eller animalsk Igbe, for at maelken kan koagulere og vallen draenes fra. Kalci-
umklorid tilszettes for at forbedre maelkens evne til at koagulere. Nitrat eller salpeter tilssettes
ostemaelken for at modvirke udvikling af smarsyrebakterier. | nogle ostetyper tilssettes der salt
ved ostning for at forbedre vandbindingen af proteinerne.

Der findes som udgangspunkt tre typer processer for ost kaldet stukket, fisket og aeltet. Danbo
og Samsg er typiske stukne ostetyper, Havarti og Esrum er fiskede og Maribo er karakteriseret
som en eeltet ost.

Vallen draenes fra ostemassen under fremstillingen, bade i ostetanken og i for- og efterpres-
sen. Vallen filtreres for ostesnus fra osteproduktionen, pasteuriseres og kales, hvorefter den
kan anvendes som prima ravare til fremstilling af diverse vallebaserede produkter. Vallen var
tidligere et biprodukt, som blev givet til foder til grise og andre dyr i besaetningen for at fa afsat
produktet. Ved at udvinde valleproteinerne fra meelken i stedet for senere i processen opnas
mindst mulig beskadigelse af valleproteinerne og de bioaktive komponenter. Idéen med at ud-
vinde valleproteinerne direkte fra maelken er pa nuvaerende tidspunkt i en udviklingsfase, og
sma og mindre mejerier i Danmark fremstiller ost under de traditionelle forhold (Nielsen, 2000),
hvor ost er det primaere produkt og vallen biproduktet, som bliver anvendt til foder eller solgt til
store mejerier.

2.2.3 Valletyper og bestanddele

Vallen karakteriseres pa baggrund af maden den er produceret pa, og som hovedregel indde-
les vallen efter, om den er s@d eller sur. Sur valle opnas, hvis maelken koaguleres med syre og
har et lavere pH. Sgd valle opnas, hvis valle koaguleres med proteolytiske enzymer, sdsom
chymosin og pepsin, og har et hgjere pH. Den kemiske sammensaetning af vallepulver afhaen-
ger af, hvilken type koagulation der er anvendt. Indholdet af protein, laktose og fedt er lidt la-
vere i sur valle end i s@d valle. Som eksempel kan naevnes, at vallen fra Quark (L@gismose)
har et lavere indhold af protein sammenlignet med vallen fra almindelig gul ost-produktion
(Mammen, Endrup). Sammensaetning af vallen varierer fra produktion til produktion og vil af-
haenge af meelkens forbehandling og henstand inden anvendelse. Endvidere vil maelkens og
vallens kemiske sammensaetning afhaenge af enhedsoperationerne i mejeriet og af, hvilken
type valle som udnyttes fra produktionen til videre bearbejdning.

Vallens holdbarhed er forholdsvis kort, og hvis vallen udnyttes til human ernaering, vil der ofte

blive foretaget en Igbende bearbejdning af vallen i mejeriet. Indledningsvis fiernes vallesnus
(fines), som bestar af sma ostekorn fra vallen, vallen centrifugeres, og vallefedtet indgar i en
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ny produktion. Vallesnus kan genanvendes i smelteostproduktion eller genindarbejdes i oste-
produktionen i recepter, som tillader dette. Det skal bemeerkes, at det langt fra er alle mejerier,
der genanvender ostefines i produktionen.

Den totale maengde valle, som er til radighed pa de sméa mejerier i Danmark, udger mellem 150
og 170 mio. kg per ar med et gennemsnitlig terstofindhold pa 5-6 %. Mange af de mindre meje-
rier har ingen faciliteter til behandling af valle, hvorfor vallen pumpes i en tank og henstar, indtil
den bliver afhentet og anvendt som foder eller bliver udspredt pa mark. De fire sterste af de
sma mejerier er Them, Mammen, Thise og Endrup, som producerer ca. 90 % af den tilgasnge-
lige valle pa de sma mejerier, mens Asaa, Gragndahl, Ingstrup, Jernved, Ngrup og Lagismose
mejeri har en arlig indvejning af meelk pa 2-4 mio. liter, hvoraf ca. den samme meengde bliver til
valle ved osteproduktion.

2.2.4 Nuvarende anvendelsesomrader for vallens bestanddele

Vallen og vallens bestanddele har stor vaerdi og anvendelsesmuligheder i mange industrier,
herunder fgdevareindustrien og medicinalvareindustrien. Vallen leveres fra mejerierne filtreret,
skummet og pasteuriseret. Valleproducenterne adskiller vallen og dens komponenter i de gn-
skede fraktioner, der szlges som ingredienser til fadevareindustrien eller medicinalvareindu-
strien.

Valleproteinerne saelges som rene enkeltproteiner og som kombinationer af forskellige protei-
ner. Produkter omfatter valleproteinkoncentrat, valleprotein-isolat, hydrolyseret valleprotein,
mikropartikulerede valleproteiner og forskellige pulverprodukter afledt af de pageeldende pro-
dukter. | vallen udvindes endvidere laktosen og en gruppe af enzymer, herunder lactope-
roxidase (LP), som anvendes som naturlig antimikrobiel agent.

Valleproteinkoncentrat fremstilles ved, at vallen opkoncentreres til et proteinindhold mellem 29
0g 89 %. Koncentrat kan indga som ingrediens i forskellige fedevaresystemer, mens valleprote-
inisolat indeholder mellem 89 og 92 % protein. Ved et hgjere proteinindhold opnas et lavere
fedt- og laktoseindhold, som kan veere gnsket i nogle produkter. Proteinhydrolysater er produk-
ter, hvor proteiner er nedbrudt til mindre molekyler ved hydrolyse. De mikropartikulerede valle-
produkter er tilgaengelige i forskellige varianter, hvor der aendres pa den kemiske sammensaet-
ning af vallen i kombination med fremstillingsprocessen.

Mikropartikuleret valleprotein bruges i mejeriindustrien til fx oste med lavt fedtindhold og i mael-
kedrikke som fedterstatning, hvor der gnskes mere viskositet og mundfornemmelse. P& nogle
store mejerier, hovedsageligt i udlandet, bruges vallen til fremstilling af ricottaost, eller vallen
mikropartikuleres direkte og tilsaettes som ingrediens til eksisterende produkter.

Valleproteinerne saelges som rene enkeltproteiner til medicinalvareindustrien og som ernzering
(nutrition) til eeldre og sportsudgvere, som gnsker eller har behov for et ekstra kosttilskud. | fo-
devareindustrien bruges de forskellige valleprodukter indenfor babymad, disetmad, kadproduk-
ter, supper og dressinger, bageriprodukter, mejeriprodukter og forskellige drikkevarer og kon-
fekture. Endvidere udvindes laktosen fra vallen for at udnytte alle komponenter, og laktosen
seelges ligeledes som en ingrediens til fadevareindustrien, fx til konfekturesegmentet og til far-
maindustrien, hvor den fx anvendes i matricen af tabletter (3A Business Consul-
ting/ADPI/EWPA/ZMP, Bylund, 1995; Poulsen, 2015).
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3. Arbejdspakke 1 - Separation
af valleprotein og
genanvendelse af vand

Denne arbejdspakke har fokuseret pa miljgvenlige, tidsbesparende og energirigtige teknolo-
gier til opkoncentrering af valle. Arbejdspakken har vaeret inddelt i fire aktiviteter, som gen-
nemgas nedenstaende.

3.1 Aktivitet 1.1. Opsaetning af separationsanlaeg i
laboratorieskala/valg af membrantype

| projektansggningen var der til Arbejdspakke 1: Separation af valleprotein og genanvendelse

af vand foreslaet, at man kunne anvende to forskellige typer af filtreringsudstyr til koncentre-

ring af vallen:

o filtre til koncentrering af valleprotein af samme type, som man anvender medicinsk til haemo-
dialyse af blod fra patienter med nyresvigt

o konventionelt membranfiltreringsudstyr (mikro-, ultra- og nanofiltrering).

| afsnit 3.1.1 gives en kortfattet analyse af tekniske og gkonomiske aspekter ved anvendelse
af engangsdialysefiltre til koncentrering af proteiner i valle.

3.1.1  Vallefiltrering ved brug af engangsdialysefiltre

Sterile engangsfiltre til ultrafilirering af blod ved haemodialyse har til formal dels af fierne vand
fra patienternes blodbaner, dels at fijerne lavmolekyleere affaldsstoffer som fx urea. Fjernelsen
sker ved en kombination af trykdrevet og diffusionsdrevet ultrafiltrering af blodet og overfgrsel
af stoffer fra blodbanen til dialyseveesken (dialysat). Dialysat er den vandige oplgsning af bl.a.
salte og sukker, der cirkulerer pa bagsiden af filtermembranen. Haemodialysefiltre er typisk
sma stavformede hollow-fibre-filtre, ca. 20-30 cm lange, med et dgdvolumen pa 50-100 ml og
et effektivt membranareal pa 1-2 m2.

Membranerne i dialysefiltrene har typisk en MWCO (molveegt cut-off) i sterrelsesordenen 30-
60 KDa. De stgrste molekyler, der gnskes fijernet fra blodet, er $2-microglobulin (MW=11,8
KDa). Proteiner skal sa vidt muligt tilbageholdes i blodbanen. Den mindste af molekylerne er
serum albumin med en MW pa 66 KDa (Barzin et al., 2004). Serum albumin findes ogsa i val-
len (udger ca. 10 % af proteinindholdet), mens valleproteinernes hovedbestanddele, B-lac-
toglobulin og a-lactalbumin, er mindre molekyler med en vaegt pa 15-20 KDa, og MWCO for
UF-anleeg til koncentrering af valleproteiner er typisk i starrelsesordenen 20 KDa. Heemodialy-
sefiltrene er saledes designet til tilbageholdelse af proteiner, der er starre end de typiske valle-
proteiner.

Produktet FX1000 er et af de dialysefiltre fra Fresenius Medical Care, der har sterst kapacitet,
se Figur 3.1.

Figur 3-1 Tekniske data for FX1000.

Tekniske data
Effektivt areal (m?) 2,2
Flow (ml/min) 250-600
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Et filter som FX1000 har typisk en blodgennemstremningsrate pa 250-600 ml/min med et vae-
sketreek (permeatflow) pa fra 1 til 3 I/h. Dette svarer til et permeatflow i starrelsesordenen 1
I/(m2-h) (Holm, 2015). En dialysesession varer typisk 3-4 timer, hvorefter det brugte filter kasse-
res. Den maksimale kapacitet (rent filter og ved et maksimalt transmembrantryk (TMP) pa ca.
60 KPa) giver jf. den oplyste UF-koefficient et maksimalt permeat flow pa 17 I/(h-m2) (Holm,
2015). Det reelle flow ligger dog i praksis under dette niveau, dels fordi membranen vil tilstoppe
under brugen, dels fordi behov for gennemstrgmning (crossflow) i fibrene giver et tryktab i en-
heden og dermed et mindre gennemsnitligt, drivende tryk end det maksimale. Crossflow etable-
res dels for at minimere tilstopning af membranen, dels for at undga for stor koncentrationsvari-
ation i feedvaesken fra indlgb til udigb (og deraf falgende stigende viskositet).

Prisen pa et FX1000 filter er ved kab af fa antal ca. 140 kr./stk. (Holm, 2015). Ved store indkab
reduceres prisen naturligvis, men det har ikke veeret muligt at fa oplyst hvor meget.

3.1.2 Brug af ha@modialysefiltre til koncentrering af valle og
produktion af WPC60
| det fglgende foretages en kvalitativ vurdering af mulighederne for at anvende engangsfiltre
(som dem, der anvendes til haamodialyse, fx Fresenius Medical Care FX1000) til produktion af
WPC60 (koncentrat med et tarstofindhold pa ca. 15-18 %, hvoraf 60 % er protein, og 40 % er
laktose og salte). Desuden foretages en grov gkonomisk sammenligning af den traditionelle
metode til produktion af WPC60 baseret pa UF-anlaeg med spiralvundne moduler med en situa-
tion, hvor engangsdialysefiltre anvendes til vallekoncentreringen. Nggledata brugt i vurderingen
er samlet i Figur 3.2.

Figur 3-2 Nggletal for vurdering.

Parameter Spiralvundne 6” UF-moduler FX1000 hamodialysefilter
TMP drift 2-3 bar Maks 0,7 bar "
Crossflowhastighed 0,5-1 m/s ® 0,03 m/s

Permeatflux 15 1/(m2+h) 2 17 1/(m2¢+h) ¥

Feedlumen ca. 1000 uym 210 um

MWCO Ca. 15-20 KDa 40-50 KDa ¥
Membranareal pr. modul Ca. 18 m29 2,2 m?

Modulpris 2.500-3.000 kr./stk. © 140 kr./stk. 7

Membranpris (pr. m?) 160 kr. 64 kr.

Levetid 2 ar 24 timer ©)

Noter: 1) Holm (2015); 2) Kenigsfeldt (2013); 3) Baseret pa uf-koefficient for blod ved 37 °c pa 75 ml/(h-mmhg) for
en fx1000 med 2,2 m? effektiv membranareal (Freseniuis, 2007). Dette er korrigeret under antagelse af en viskosi-
tetsforagelse for valle som for vand ved aendring af driftstemperatur fra 37 til 10 °c (ca. fordobling af viskositet og
dermed halvering af ydelsen); 4) Ikke specifikt oplyst af Fresenius, men vurderet ud fra angivne filtreringskoeffici-
enter og enske om stor passage af stoffer under 10 kda og tilbageholdelse af serum albumin (mw 66 KDa); 5)
areal afh. af valg a feedspacer, her en "46-mil” (1,2 mm) spacer; 6) pris for ét stk. spiralmodul @ 6” | = 100 cm, Kg-
nigsfeldt (2013); 7) holm (2015) 8) ca. 20 m3/h for et 6” filterelement. Baseret pa at ca. 50-60 % af tveersnitsarealet
blokeres af feedspacer, membran og permeatspacer; 9) Under forudsaetning af at filtrene ikke kan CIP-renses,
men skal bortskaffes efter en anvendelse.

Membranerne i heemodialysefiltrene har som naevnt en noget stgrre MWCO-veerdi, end traditio-
nelt anvendt til vallefiltrering. Hvis filtrene anvendes med uaendret membrantype, vil man risi-

kere at fa et stort tab af valleprotein med permeatet.

Filtrene kan evt. produceres med en mere egnet (teet) membrantype, men det er usikkert, hvad
det vil koste, og det vil alt andet lige betyde en lavere permeatflux pr. filter.

10 Miljgstyrelsen / Bedre udnyttelse af valle pa mindre mejerier



3.1.3 @konomisk sammenligning - forudsatninger

Det forudsaettes, at omkostninger til opferelse af det nedvendige anlaeg med rer i rustfrit stal,
pumper, CIP-anlaeg mv. er i samme stgrrelsesorden for anvendelse af traditionelle spiral-
vundne moduler som ved anvendelse af engangsheemodialysefilire. De rarsystemer, slanger
og pumper, der bruges, skal i begge tilfaelde kunne téle CIP-renggring og skal derfor udfgres
som fx syrefast, rustfrit stal. Godstykkelse kan formentligt reduceres for engangsfiltrene, der
karer ved betydeligt lavere tryk end de spiralvundne filtre. De traditionelle spiralvundne UF-
filtre monteres typisk i rgr indeholdende 3 stk. moduler med samlet ca. 65 m? membran (base-
ret pa @ 6” modul, L 100 cm/modul og 46-mil feedspacer). Det kraever ca. 30 stk. FX1000 for
at fa et tilsvarende membranareal. Disse skal monteres i szet, sa udskiftning af brugte filtre kan
ske hurtigt, og det samlede system kan CIP-renses.

Udgifter til tab af produkt, brug af vand og kemikalier til CIP vil veere nogenlunde lige store for
de to systemer. | begge tilfaelde vil en forbehandling af vallen med keramisk UF-filtrering vaere
ngdvendig for at holde antallet af bakterier i vallen lavt og dermed muliggere en driftstid mel-
lem CIP pa ca. 20-24 timer ved 10 °C, som det er tilfaeldet i dag pa konventionelle anlaeg med
spiralvundne filtre.

Det antages, at permeatydelser angivet for engangsfiltrene ved filtrering af blod (der har ca. 6
% proteinindhold) svarer nogenlunde til ydelsen ved filtrering af WPC60 (ca. 11 % proteinind-
hold, og TS ca. 16-17 %). Traditionelle spiralmembraner fungerer ved hgjere transmembran
tryk og crossflow, hvilket giver en hgjere ydelse sammenlignet med engangsfiltrene. Engangs-
filtrene har til gengaeld en starre MWCO, hvilket pavirker ydelsen positivt (men effektiviteten
for proteintilbageholdelse negativt).

3.1.4 Driftseskonomisk sammenligning

For et anlaeg med en kapacitet til behandling af et valleflow pa 50 m3/h (og dermed produktion
af ca. 2,3 m3/h WPC60 og ca. 48 m3/h permeat) giver de arlige omkostninger til membraner for
de to lgsninger:

e Konventionelle membraner ca. 0,26 mio. kr./ar

e Engangsenheder FX1000 ca. 75 mio. kr./ar (se bilag 1).

Det ngdvendige membranareal er sammenligneligt for de to Iasninger, ca. 3.200 m2. Selv med
en indkebspris ved indkgb af meget store maengder pa 1/10 af den oplyste, vil omkostnin-
gerne til membraner veere helt uoverstigelige sammenlignet med den konventionelle Igsning.
Hertil kommer automatik eller mandetimer til daglig udskiftning af de n@dvendige ca. 1.500 fil-
terenheder, for ikke at tale om omkostninger til affaldsbortskaffelse. Det er ikke klart, om en-
gangsfiltrene evt. vil kunne genbruges efter CIP, men da filtrene ikke er designet til CIP, er det
meget tvivisomt, dels om filtrene kan holde til den kemiske pavirkning fra CIP-vaeskerne, dels
om CIP-vaeskerne kan gennemskylle alle dele af filtrene og dermed effektivt kan rense filtrene
efter brug. Det er bl.a. dette krav, de spiralvundne moduler er udviklet til at kunne opfylde.

Til sammenligning med ovenstaende udgifter er verdensmarkedsprisen for valleprotein i star-
relsesordenen 40-50 kr. pr kg protein for sprayterret WPC-produkt. Ovenstaende case med 50
m?3/h valle og drift 20 timer/dag svarer til en mulig proteinindtaegt pa i sterrelsesordenen 90
mio. kr./ar. Set i det lys bliver udgiften til engangsmembraner helt urealistisk hgj.

3.1.5 Samlet vurdering

Teknisk vil der muligvis kunne anvendes engangshamodialysefiltre til koncentrering af valle,
men der er en raekke forhold, der kan komme i vejen for dette, bade i relation til membrantype
og i relation til muligheden for at CIP-rense og genanvende filteret. @konomisk er det med stor
sikkerhed ikke et realistisk alternativ, selv med de skan og usikkerheder, der ligger i ovensta-
ende analyse.
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3.2 Opstilling af separationsanlaeg i laboratorieskala

Som det fremgar af ovenstaende afsnit, viste det sig ikke akonomisk rentabelt at filtrere vallen
med engangsdialysefiltre. | stedet blev det besluttet at udfare alle ngdvendige udviklingsforsag
med et membranfiltreringsudstyr bestaende af en M20 plate-and-frame-modul med UF-mem-
bran af typen Alfa Laval GR73PP (10 kDa), se Figur 3.3. Resultaterne fra de gennemfarte for-
sog er beskrevet i det fglgende afsnit.

Figur 3-3 Membranfiltreringsudstyr benyttet til udvinding af protein fra valle fra de deltagende
mejerier.

3.3 Aktivitet 1.2 Opkoncentrering af valle i forskellige
proteinfraktioner

Det overordnede formal med denne aktivitet var at fremstille forskellige kvaliteter af opkoncen-

treret valle til de to anvendelsesformal i projektet, nemlig produktion af et drikkeligt produkt

samt indkapsling af aktivstoffer. Anvendelserne stiller forskellige krav ift. tgrstofindholdet:

o Drikkeligt produkt: 15-25 % terstof. Salt 0,1-0,3 %

¢ Indkapsling: 10-15 % terstof. Salt 0,1-0,3 %.

Til begge anvendelser er der anvendt samme fremgangsmade til at opkoncentrere vallen som
illustreret pa Figur 3.4. Saledes er vallen blevet ultrafiltreret batchvis med henblik pa at opkon-
centrere terstof og proteinindhold. Herefter er der blevet udfert en reduktion af indholdet af salte
og sukre i retentatet a la diafiltrering. Dette er gjort ved at tilsaette vand efterfulgt af en sekun-
deer ultrafiltrering. Alle membranfiltreringer er udfgrt ved brug af vandkeling ved 12-14 °C for at
mindske mikrobiologisk veekst.
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Figur 3-4 Anvendte metoder til udvinding og oprensning af protein leveret alle fra mejerier.

| projektet er der i alt blevet filtreret 390 liter valle fra Endrup og 150 liter valle fra Mammen
over en periode pa ca. tre uger igennem 12 batchforsgg med en typisk behandlet maengde pa
50-60 liter pr. dag. Der er efter hver batchfors@g kert CIP-behandling pa anlsegget ved brug af
base ved pH=13 ved ca. 50 °C fulgt af skylning. Herudover er der foretaget en mere grundig 3-
trins-CIP-rensning 1 gang pr. uge med brug af et enzymmix, syre og base -alle ved ca. 50 °C.
Rensemidlerne er leveret af firmaet Ecolab.

| Figur 3.5 er proteinindholdet af retentatet for de 12 batchforsgg angivet som analyseresultat
samt som estimeret indhold pa baggrund af opkoncentreringsfaktoren. Proteinindholdet er be-
stemt ud fra to interne analysestandarder.
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Figur 3-5 Resultater for membranbehandlinger af valle fra mejerier.

Batch Mejeri Analyse % protein % protein Salt % Fedt % Total

analyse estm. sukre
%

1 Endrup Opkoncentrering x1 10,79 0,32 0,1 2,9

2 Endrup Opkoncentrering x1 13,24 13,16

2 Endrup Input (ravalle) 0,60

3 Endrup Opkoncentrering x1 13,16

4 Endrup Opkoncentrering x1 18,65

5 Endrup Opkoncentrering x1 15,12

6 Endrup Opkoncentrering x2 22,89 18,59 <0,027 1,2

7 Endrup Opkoncentrering x1 27,24 23,21

8 Endrup Opkoncentrering x1 24,32 15,96

9 Mammen Opkoncentrering x1 21,11 22,30

10 Mammen Opkoncentrering x1 15,49

11 Mammen Opkoncentrering x2 17,37

11 Mammen Input (ravalle) 0,66 0,1 0,05

11 Mammen Opkoncentrering 17,69 16,47 7,3

batch 10 og 11
12 Mammen Opkoncentrering x2 29,85 36,49 <0,008

De estimerede proteinkoncentrationer er bestemt ud fra den analyserede proteinmasngde i den
tilferte valle, tilfart meengde valle (1), frafgrt maengde koncentrat og en estimeret restmaengde af
vaeske pa 0,48 liter i membranudstyret (restmaengden findes i slanger og hulrum og kan ikke

pumpes ud).

De analyserede og estimerede protein koncentrationer er vist pa Figur 3.6 og viser god over-
ensstemmelse.

% protein
=R NN
o ;oo

o

Figur 3-6 Analyserede og estimerede proteinkoncentrationer.

Proteinindhold i koncentrater

1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12

m Analyse
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Med den benyttede ultrafiltreringsmembran, som er permeabel for salt og sukre, forventes
saltkoncentration samt koncentration af sukre at veere i den samme stgrrelsesorden i bade re-
tentat og permeat for begge filtreringstrin. Saltkoncentrationen i ravallen er 0,1-0,32 %. Efter
anden filtrering er saltkoncentrationen reduceret til 0,008-0,027, hvilket er pa greensen af, hvad
der kan smages ifglge Loryn, L. (2014). Referencen angiver saledes en smagsgraense for na-
triumklorid i vand pa mellem 0,03-0,08 %. Fedtindholdet er generelt meget lavt.

Figur 3.7 viser et eksempel pa vaeskerne med retentat (opkoncentreret proteinoplgsning) og
permeat af vallen. Det ses, at permeatet som forventet er en klar vaeske (uden partikler) dog
med en gullig farve.

Figur 3-7 Opkoncentrering af valleretentat (proteinkoncentrat til venstre), permeat (laktosehol-
dig til hgjre).

For hver batchkersel er flowet over membranen, driftstemperatur, transmembrantryk, opkon-
centreringsgrad og crossflow malt som funktion af tid. | de nedenstaende grafer er der vist ek-
sempler pa disse data:
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forspg 2, Endrup 1.gang
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Af graferne ses, at der er filtreret ved 12-15 °C og med et crossflow pa ca. 50 ml/min. Det ses,
at der er benyttet et transmembrantryk pa ca. 6-8 bar, hvor driftsgraensen for plate-and-frame-
membranerne er 10 bar. Ved industriel drift vil der typisk blive benyttet et lavere driftstryk pa 2-
3 bar, hvilket medfarer et lavere flow (I/m?/min). Produktionstemperaturen vil ved industriel drift
veere lidt lavere (10 °C) end de benyttede 12-15 °C, som det var muligt at opné ved brug af ke-
levand fra hanen. En 5 °C lavere driftstemperatur vil yderligere seenke flowet gennem mem-
branerne (I/m?/min), bl.a. pa grund af at viskositeten af veesken stiger ved lavere temperatur.
Graferne viser endvidere, at flowet gennem membranen falder over tid, samtidig med at reten-
tatet opkoncentreres. Flowet er saledes kun ca. ¥4 af startvaerdien i slutningen af hvert batch-
forsgg.

For alle producerede koncentrater og saltreducerede koncentrater blev udtaget prgver til mi-
krobiologisk analyse for total kim og koliforme bakterier (bl.a. E.coli, listeria og salmonella)
samt for indhold af shigatoksiner. Der blev i ingen af praverne konstateret listeria eller shiga-
toksin, men i nogle praver var der et forhgjet indhold af E.coli. Dette vurderes at skyldes, at fil-
treringen foregik pa en aben opstilling, hvilket ikke vil veere tilfeeldet ved en evt. implemente-
ring i industriel sammenhaeng. Koncentraterne blev derfor pasteuriseret, og der blev foretaget
en ny mikrobiologisk analyse. Denne viste, at pasteuriseringen var effektiv pa neer i batch 7,
hvorfor de resterende koncentrater, der overholdt mikrobiologiske krav, kunne anvendes i det
videre forlgb (arbejdspakke 3 og 4).

Vedrgrende proteinudbytte er der foretaget analyse af permeatkoncentrationen for batch 2 og
3 samt beregning af en massebalance.

Den mailte proteinkoncentration i permeaterne fra batch 2 og 3 i slutningen af forsggene var
henholdsvis 0,028 % og 0,0285 %. Massebalancerne er baseret pa fglgende data: En estime-
ret rest i anlaegget pa 0,48 |, en frafart meengde retentat i begge forsgg pa 1,8 |, en tilfart
meengde pé 50 liter og koncentrationer pa 0,6 % i valle og ca. 13,2 % i retentat baseret pa
bade analyse og beregning ud fra opkoncentrering. Der beregnes en tilfart maengde protein pa
301 g og en maengde i retentat pa 300 g samt i permeat pa 13 gram. Det kan herefter bereg-
nes, at tabet af protein med permeatet udger 4,2-4,3 % for batch 2 og 3, og at massebalancen
stemmer inden for ca. 4 %.

Det vurderes derfor, at tabet af protein med permeat i alle forseg er mindre end 4-5 %.

3.3.1  Vallemangder og anvendelse af vallen fra Mammen Mejeri,
Endrup Andelsmejeri og Lagismose Mejeri

| denne aktivitet er der ligeledes blevet udfert gkonomiske beregninger pa investerings- og

driftsomkostninger samt merindtaegt ved etablering af et membranfiltreringsanlaeg ved de tre

deltagende mejerier. Dette inkluderer indhentning af relevante oplysninger fra mejerierne

(drifts- og meengdedata) samt tilbud fra udstyrsleverandgrer. Beregningerne baserer sig pa

vallepriser fra 2015.

De tre mejerier som deltager i projektet (Endrup, Mammen og Lggismose) har en samlet valle-
mangde pa omkring 95.000 tons, mens den samlede vallemasngde fra de sma mejerier i Dan-
mark er pa omkring 170.000 tons. Mejerierne, som ud over Endrup, Mammen og Lggismose
har en relevant produktion af valle, er: Them, Thise, Asaa, Grgndahl, Ingstrup, Jernved og Ng-
rup Mejeri, som eventuelt ville kunne fa gavn af en feelles Igsning for alle mejerierne.

Den samlede maengde af valle for de tre mejerier i projektet er henholdsvis 73 mio. liter, 20
mio. liter og 1,2 mio. liter for henholdsvis Mammen, Endrup og L@gismose Mejeri. Der er udar-
bejdet en SWOT-analyse omkring styrker, muligheder, svagheder og trusler inden for bedre
udnyttelse af valle pa mindre mejerier.
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| det nedenstaende praesenteres businesscasen for Endrup Mejeri og Mammen Mejeri. For
begge cases galder det, at rentabiliteten vil vaere meget afhaengig af anvendelsen af den op-
koncentrerede valle og dermed prissaetningen samt afsaetningsmulighederne for biproduktet
laktose og vand.

Endrup mejeri

Endrup Mejeri har veeret meget interesseret i en feelleslgsning som skulle skabe veerdi for alle
sma mejerier i Danmark, og pa samme tid @nskes der en stor afsaetningssikkerhed for vallen,
da fokus for Endrup Mejeri ligger i produktion af gul ost.

Der er efter gnske fra Endrup Mejeri udarbejdet tre forskellige Iasninger, som alle er sammen-
lignet med den nuveerende vallelgsning, hvor vallen filtreres, RO-behandles og pasteuriseres
inden afsendelse til videre forarbejdning eksternt. Der er udarbejdet en businesscase for hver af
de gnskede lgsninger, som er sammenlignet med den nuvaerende lgsning pa Endrup Mejeri.
Der er fglgende: 1) Nuvaerende Igsning; 2) RO-behandling af valle; 3) Fremstilling af UF-kon-
centrat; og 4) Fremstilling af WPCG60. | de pageeldende businesscases er der medtaget visse
forudsaetninger, hvilket har veeret ngdvendigt for at kunne gennemfgre beregningerne. | Figur
3.8 er en oversigt over businesscase-beregningen opstillet.
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Figur 3-8 Overblik over businesscase-beregninger pa Endrup Mejeri.

Lesninger Indtje- Transportud- Ekstra Nettoover- Tilbage- Forudsaet-
ning gift (DKK/ar) driftsud- skud/netto- betaling ning i
(DKK / gifter ved overskud ift. beregning
ar) ny lgs- normal R/O-be-
ning handling
(DKK/ar (DKK/ar)
RO-be- 3.000.000 597.222 0 2.402.778
handling
(nuvee-
rende)
RO-be- 3.064.167 597.222 12.000 2.454.945/ Ca.5ar Investering:
handling af 52.167 250.000
valle med DKK
genbrug af
vand
UF kon- 3.148.148 110.597 280.741 2.756.811/ Ca. 10 ar Afseetning af:
centrat 354.033 0,85 DKK/kg
Investering:
3.750.000
DKK
WPC60 3.333.333 110.597 280.741 2.941.996 / Ca. 13 ar Afseetning af
539.218 WPC60: 0,9
DKK/kg
Investering:
6.900.000
DKK

Den nuveerende lgsning pa Endrup Mejeri med R/O-opkoncentrering giver en arlig indtjening
pa 3.000.000 kr. pr. ar ved salg, hvorfra skal fratreekkes transportudgifter pa 597.222. Netto-
overskuddet er herefter 2.402.778 for den eksisterende R/O-lgsning, hvis man ikke medtager
driftsudgifter til anleegget. Der er herefter regnet pa 3 supplerende Igsninger, som forudseetter,
at det eksisterende R/O-anlaeg bevares. Ved den farste lgsning investeres i udstyr, sa vand
fra R/O-anleegget kan benyttes som teknisk vand. Denne Igsning har en anslaet tilbagebeta-
lingstid pa ca. 5 ar. Den anden lgsning, fremstilling af UF-koncentrat, giver en foraget bespa-
relse ved transport og har ved en afregningspris pa 0,85 kr./kg og en lang tilbagebetalingstid
pa ca. 10 &r pa grund af den forholdsvis hgje investering. Endelig har den tredje lgsning, frem-
stilling af WPCB60, en tilbagebetalingstid ved en afregning pa 0,9 kr./kg. Estimaterne viser, at
det er for dyrt at producere UF-koncentrat eller WPC 60 i sa lille skala, og Endrup mejeri er da
heller ikke interesseret i at ga videre med lgsningerne omkring fremstilling af UF-koncentrat og
WPC60. Brug af R/O-vand til teknisk vand kan dog vaere en mulighed med den anslaede tilba-
gebetalingstid pa 5 ar.

Mammen Mejeri

Mammen Mejeri har vaeret meget interesseret i en lgsning, som skal veere til gavn for mejeriet,
og pa samme tid gnskes der en stor afsaetningssikkerhed af vallen, da fokus for Mammen Me-
jeri ligger i produktion af gul ost.

Der er efter gnske fra Mammen Mejeri udarbejdet et Igsningsforslag, som er sammenlignet
med den nuveaerende vallelgsning, hvor valle filtreres, pasteuriseres og kgles inden afsendelse
til ekstern leverandgr. Der er udarbejdet en businesscase for hver af de gnskede lgsninger,
som sammenlignes med den nuvaerende vallelgsning pA Mammen Mejeri. De tre lgsninger er:
1) Nuveerende lgsning; 2) RO-behandling af valle; og 3) RO-behandling af valle med genan-
vendelse af RO-vand til teknisk vand. | de pagaeldende businesscases er der medtaget visse
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forudsaetninger, hvilket har veeret ngdvendig for at kunne gennemfgre beregningerne. | neden-
staende Figur 3.9 er en oversigt over businesscase-beregningerne opstillet.

Figur 3-9 Overblik over businesscase-beregninger pa Mammen Mejeri.

Lesninger Indtjening Trans- Driftsudgift Nettoover- Tilbagebe- Forudsaet-
(DKK/ar) portud- (DKKI/ar) skuds/netto- taling ning i be-
gift overskud ift. regning
(DKK/ar) nuvarende
l@sning
(DKK/ar)
Nuvaerende 11.680.000 4.380.000 7.300.000
lgsning
RO-behand- 11.680.000 1.825.000 1.178.083 8.676.917 / Ca. 2-3 ar Investering:
ling 1.376.917 4.100.000 kr.
RO behand- 11.935.500 1.825.000 892.000 9.218.500/ Ca.2ar Investering:
ling med 1.918.500 4.350.000 kr.
genanven-
delse af
vand

Den nuveerende lgsning pA Mammen Mejeri giver en arlig indtjening pa 11.680.000 kr. per ar.
En etablering af et RO-anlaeg vil reducere transportudgifter, hvilket vil resulterer i en tilbagebe-
talingstid pa omkring 3 ar. Hvis genanvendelse af RO-vand til teknisk vand pa mejeriet medta-
ges, mindskes tilbagebetalingstiden til omkring 2 ar. Beregningen viser, at investeringen i RO-
lasningerne har en meget kort tilbagebetalingstid. Mammen Mejeri har da ogsa @nsket at ga vi-
dere med en projektering af en RO-behandling af vallen. En Igsning, hvor vallen opkoncentre-
res med RO, vil alt andet lige veere en gkonomisk fordel for Mammen Mejeri, da transportom-
kostningerne vil blive reduceret vaesentligt.

3.4 Aktivitet 1.3 Opkoncentrering af biprodukter som laktose
og mulig afsatning

Det er valgt ikke at gennemfare forsgg med opkoncentrering af biprodukter fra udvindingen af

proteinindholdet. Nedenfor diskuteres imidlertid mulighederne for opkoncentrering og afsaetning

af biprodukterne.

Hvis man gnsker at opkoncentrere protein med UF, som beskrevet i aktivitet 1.2, vil restvaesken
veere et permeat (biprodukt) som hovedsageligt er en blanding af laktose og salte. Permeatet
kan enten benyttes til udvinding af laktose som efterfalgende vil kunne afsaettes til foder eller til
biogasproduktion. Ved brug af ultrafiltrering til opkoncentrering og udvinding af et proteinkon-
centrat udger permeatet mere end 95 % af vaegten, som det fremgar af aktivitet 1.2.

Ved en stor transportafstand til afsaetningsstedet kan det muligvis vaere en fordel at opkoncen-
trere permeatet ved brug af RO. Endrup benytter i forvejen RO til opkoncentrering af vallen
(dvs. protein, laktose og salte), og der er foretaget en beregning for etablering af RO ved Mam-
men. Ved opkoncentrering af valle forgges indholdet af indholdsstoffer med en faktor ca. 2,5,
og det forventes, at det er muligt at opna lignende opkoncentrering pa permeatet. Da maeng-
derne af permeat er nogenlunde de samme som vallemaengderne, forventes det, at udgifterne
til opkoncentrering af permeat vil veere sammenlignelige med beregningscasen i aktivitet 1.2 for
Mammen Mejeri. Hvorvidt det kan betale sig at foretage opkoncentreringen afhaenger dog af
afseetningspris og afstand, hvilket ikke er blevet neermere undersagt.
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Permeatet indeholder primeert laktose, hvilket er en nemt omsaettelig kulstofkilde i en biogas-
produktion. Det teoretiske udbytte af laktose er 393 ml CH4/gVS. Forsgg med udradning af ra-
vallen fra Mammen og Endrup viste som forventet en hurtig omsaetning med hovedparten af
vallen omsat pa 5-10 dage og methanpotentialer pa 381-471 ml CH4/gVS. Vallen indeholder
primeert laktose som kulstofkilde, men ogsa lidt protein og fedt. De bestemte metanpotentialer
er som forventet i naerheden af laktoses teoretiske udbytte. Ved et indhold af 3 % meelkesuk-
ker ma forventes, at der kan produceres 12 m3 CHa/ton permeat. Dette svarer nogenlunde til
produktionen fra kvaeggylle med terstofindhold pa 7,5 % (Jacobsen, 2013) og altsa en bio-
masse, som anlaeggene i forvejen behandler. Ifglge Jacobsen et al., 2013 regnes der ved di-
mensionering af nye biogasanlaeg med en typisk produceret maengde gas pa 23 m3 CHa/ton
tilfert biomasse. Om man kan f& en bedre aftale med et biogasanleeg ved at levere opkoncen-
treret permeat (fx opkoncentret 2,5 gange til ca. 7,5 % laktose med indhold pa 30 m3 CHa/ton)
vil veere afhaengig af de lgbende priser for mere energiholdige biomasser. Fx er prisen for maj-
sensillage med et energiindhold pa 113 m3 CHa/ton ca. 300 kg/ton. Kvaeggylle med energiind-
hold pa 12 m3 CHa/ton modtages til O kr. (Jacobsen, 2013), hvorfor der muligvis vil kunne beta-
les lidt for opkoncentreret permeat med hgjere energiindhold.

Der vil ikke veere krav til overholdelse af krav vedr. indhold af sygdomsfremkaldende mikroor-
ganismer ved afsaetning af det laktoseholdige permeat til biogas i modsaetning til anvendelse
til foder og ved afsaetning til oparbejdning med udvinding af laktose. Der ma saledes forventes
en besparelse pa kgling og handtering ved anvendelse til biogas i forhold til foder og evt. ra-
vare til laktoseudvinding.

Biogaspotentialet er blevet bestemt ved brug af Bioprocess Control-udstyr (Measurement pro-
tocol for biogas potential measurements for verification tests (ETV, CBMI), v6, 16/5-2011), me-
tode 2: Measurement using the bioprocess control system).

Der er ved naerveerende test benyttet folgende fremgangsmade:

o Mesofil udradning ved 37 °C ved brug af bioprocess control-udstyr

o Der er anvendt tripelbestemmelse af prgverne samt duplikatbestemmelse af blind

o Torstofbestemmelse: 105 °C, 48 timer

o Askeindhold: 550 °C, 24 timer

o Prgver er tilsat i en koncentration p& ca. 10 gVS/I, som ved sammenlignelige tests har vist
sig ikke at medfgre heemmende betingelser.

¢ Der er foretaget tripelbestemmelse pa en cellulosereference (sigmacell cellulose type 50) til
kontrol

e Data for akkumuleret metanproduktion er angivet som malt veerdi i nml CH4/gVS efter fuld
udradning.

3.5 Aktivitet 1.4 Rensning af overskudsvand til teknisk vand

| umiddelbar forbindelse med opstarten af indevaerende projekt, blev der opstartet et stort
sidelgbende projekt (Det vandlgse mejeri), som alene har fokuseret pa vandbesparelser. Sale-
des blev det efter gnske fra de tre deltagende mejerier besluttet, at denne del blev nedpriorite-
ret ift. de gvrige aktiviteter. | stedet er udviklingen og resultaterne fra Det vandlgse mejeri-pro-
jekt blevet fulgt naergéende, og flere af projektdeltagerne har deltaget i mgdeaktiviteter i Det
vandlgse mejeri-projekt. | forbindelse med de gkonomiske beregninger er rensning af over-
skudsvand og gkonomien, som er forbundet hermed, ogsa blevet belyst.
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4. Arbejdspakke 2 —
Karakterisering af
valleproteinfraktioner og
-produkter

Indeveerende arbejdspakke har fokuseret pa udvaelgelse og udvikling af metoder til karakterise-
ring af proteinfraktioner. | de nedenstaende afsnit er de anvendte metoder beskrevet og de op-
naede resultater kort opsummeret.

4.1 Aktivitet 2.1 Udvealgelse af metoder til karakterisering af
valleprotein

Meelkens proteiner bestar af henholdsvis caseinerne og valleproteinerne, hvor hovedprotei-

nerne er aS1-, aS2-, 3-, og k-casein, mens den resterende del, 20 % (w/w) af proteinerne, er

valleprotein, herunder B-lactoglobulin A og B, B-lac (~ 49 %), a-lactalbumin, a-lac (~ 18 %) blod

serum albumin, BSA (~ 6 %), immunoglobulin, Ig (12 %), proteose-peptone fraktion, PP (~15

%) og laktoferrin (~ 1 %).

Valleproteinerne betegnes som globuleere serumproteiner med en gennemsnitssterrelse pa 3-6
nm. Valleproteinerne har et hgjt indhold af aminosyren cystein, som bevirker, at der ved kraftig
varmepavirkning dannes svovlbroer. De globulaere proteiner er kun marginalt stabile, og kan
ved pavirkning skifte fra nativ, til intermedieert stadie til et denatureret stadie. Denatureringen
kan fx initieres ved pH-, mineral-, tryk- eller temperatureendringer i processen.

Valleproteiner karakteriseres ved forskellige teknikker, hvoraf de mest generelle belyses neden-
for. Standarddefinitionen pa valleprotein er defineret pa basis af en standardmetode til bestem-

melse af casein. Standarddefinitionen af casein er den fraktion af protein, som bundfeeldes ved

pH 4,6, mens supernantanten kollektivt kaldes valleproteinerne. Problemet ved denne definition
er, at caseinerne og valleproteinerne kan aendre oplgselighed og derved optreede modsat i for-

hold til standarddefinitionen, fx at valleproteinerne bliver uoplaselige ved pH 4,6 pga. denature-
ring af proteinerne under processen (Fox & McSweeney, 1998b).

Valleproteinerne kan bestemmes ved hjeelp af sgjlekromatografiske oprensningsmetoder med
og uden massespektroskopisk detektion og elektroforetiske metoder. Valleproteinerne kan be-
stemmes ved hjeelp af omvendt fase-hgjtryksvaeskekromatografi (RF-HPLC) (Kielberg & Ras-
mussen, 2000), og i projektet er det valgt at udarbejde en HPLC-metode til karakterisering af
valleproteinerne. Der foreligger en metode til bestemmelse af total valleprotein og oplgseligt
valleprotein (Sgrensen et al., 2014). Total valleprotein anvendes til at bestemme det totale val-
leproteinindhold i vallepraverne, mens det oplgselige valleprotein bestemmes ved pH 4,6.

Sammenholdes total valleprotein og oplaseligt valleprotein vil forskellen mellem totalt og oplast
valleprotein give information om, hvor kraftigt ostemaelken er behandlet, idet denaturerede val-
leproteiner vil eendre oplgselighed og derved kun blive registreret som totalt valleprotein. Meto-
den til bestemmelse af oplgseligt valleprotein er velegnet til vurdering af meelkens historik, her-
under procespavirkninger, da kraftig varmebehandling vil give lavere oplgselige valleproteinni-

veauer.

22 Miljgstyrelsen / Bedre udnyttelse af valle pa mindre mejerier



4.2 Aktivitet 2.2 Karakterisering af valleproteinfraktioner
Mejerierne Endrup, Mammen og Lagismose har indleveret vallepraver til karakterisering vha.
RF-HPLC-metoden til bestemmelse af valleproteinerne B-lactoglobulin A og B og a-lactalbu-
min. Resultaterne for total valleprotein for Endrup, Mammen og Legismose mejerier er prae-
senteret i Figur 4.1, Figur 4.2 og Figur 4.3. Et indhold pa 100 % svarer til indholdet i en skum-
metmeelk (referenceskummetmeelk brugt til bestemmelse af alle praver), mens et lavere ind-
hold svarer til, at valleproteinerne er overgaet til osten.
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Figur 4-1 Total valleprotein for to ufortyndede valleprgver fra to forskellige produktioner
(Danbo) leveret fra Endrup Mejeri. Resultatet er korrigeret for indholdet af valleprotein i skum-
metmaelk og i valleprgven for at dataene kan sammenlignes. Ube x (x=1, 2); Ubehandlet valle.
Nummer 1, 2 og 3 henviser til tre uafhaengige produktioner.
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Figur 4-2 Total valleprotein for tre ufortyndede valleprgver fra tre forskellige produktioner
(Danbo) leveret fra Mammen Mejeri. Resultatet er korrigeret for indholdet af valleprotein i
skummetmeelk og i valleprgven, for at dataene kan sammenlignes. Ube x (x=1, 2); Ubehandlet
valle. Nummer 1, 2 og 3 henviser til tre uafhaengige produktioner.

Miljgstyrelsen / Bedre udnyttelse af valle pa mindre mejerier 23



2,50

2,00

1,50
§ 1,00
0,50
nall .

Lggismose-Skyr_1 Lagismose_Skyr_2 Lggismose_Skyr_3

Indhold i forhold til skummetmaelk

mo- Lactalbumin ~ ®B- Lactoglobulin B ®m (- Lactoglobulin A

Figur 4-3 Total valleprotein for tre ufortyndede valleprgver fra tre forskellige produktioner (Skyr)
leveret fra Lagismose Mejeri. Resultatet er korrigeret for indholdet af valleprotein i skummet-
meelk og i valleprgven, for at dataene kan sammenlignes. Skyr x (x=1, 2, 3); Valle fra skyrpro-
duktion. Nummer 1, 2 og 3 henviser til tre uafhaengige produktioner.

Pa Endrup og Mammen mejeri, som begge producerer gul ost-typer, genfindes der mellem 60
og 80 % af det totale valleproteinniveau i prgverne. Ved osteproduktion er det almindeligt, at en
delmeaengde af valleproteinerne overgar til osten og derfor ikke detekteres i vallen. Der genfin-
des gennemshnitlig lidt mere valleprotein i prgverne fra Mammen Mejeri sammenlignet med val-
leprgverne fra Endrup Mejeri, hvilket kan vaere forarsaget af en kraftigere varmebehandling af
ostemaelken fra Endrup Mejeri.

Valleprgverne fra skyrproduktionen pa Lagismose Mejeri indeholder meget lave niveauer af de
malte valleproteiner, hvilket var forventet pa basis af produktionsmetoden til fremstilling af skyr.
Skyrvallen kan ikke anvendes til udvinding af valleproteiner pga. det lave niveau af valleprotei-
ner, men laktosen kan udvindes, safremt vallemeengden er tilstreekkelig for en lgnsom produk-
tion.

Sammenholdes indholdet af totalt valleprotein og oplgseligt valleprotein for prgverne (Figur 4.4)
fra Endrup, Mammen og L@gismose mejerier ses, at stort set hele den totale vallemaengde i
valleprgverne er oplgselig, et hgjere niveau (vaerdi) er udtryk for mere denatureret valleprotein i
pr@verne.
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Figur 4-4 Difference mellem total valleprotein og oplgselig valleprotein for valleprgverne fra
Endrup, Mammen og Lagismose mejeri. Ube; Ubehandlet valle; Beh; valle som er opkoncen-
treret; nummer 1, 2 og 3 henviser til tre uafheengige produktioner. Et indhold pa 100 % svarer
til indholdet i en skummetmeelk (referenceskummetmeelk brugt til bestemmelse af alle praver),
mens et lavere indhold svarer til, at valleproteinerne er overgaet til osten.

Praverne fra Endrup mejeri, som er opkoncentreret, har et hgjere indhold af uoplgst vallepro-
tein, hvilket kan skyldes den laengere driftstid og temperaturpavirkning ved opkoncentrering
end ved fremstilling af ufortyndet valle. Tilsvarende ses et hgjere niveau af uoplgseligt valle-
protein i valleprgverne fra rygeostproduktionen, hvilket tillaagges produktionsmetoden til frem-
stilling af rygeost.

Ved at sammenholde det totale valleproteinniveau med det oplaselige valleproteinniveau kan
der genereres viden omkring ostemaelkens historik, herunder tids- og temperaturforhold, som
vil pavirke beskaffenheden af valleproteinerne og dermed deres oplaselighed og heraf denatu-
rering.

4.3 Aktivitet 2.3 Karaktering af biprodukter ved oprensning af
valleprotein

Der kan veere flere forskellige vaerdifulde biprodukter efter oprensning af valleprotein. Specielt
mineraler og kulhydrater findes i disse fraktioner. Kulhydratfraktionen bestar primaert af meel-
kesukkerlaktose. Laktose har interessante erneeringsmaessige egenskaber; det geelder for ek-
sempel fiberlignende og praebiotiske egenskaber, der kan gge optagelsen af calcium og mag-
nesium. Laktosen har en relativt lav sadeevne, en lav kalorieveerdi og et lavt glykokemisk
index. Laktose anvendes i fedevareapplikationer og til farmaceutiske forméal. Laktosekoncen-
trationen i human maelk er hgjere end i meelk fra andre individer. Human meelk indeholder ca.
7 g/100 ml, hvorimod komaelk indeholder ca. 4,6 % (Schafsma, 2008). Laktose finder anven-
delse i en bred vifte af fadevarer, drikkevarer, kosmetik, lsegemidler og foderstoffer. Laktose
har en mild smag og anvendes som stabilisator i en reekke formuleringer. Laktose har typisk
en laengere holdbarhed og er billigere end meelk. Laktose bruges ofte i modermaelkserstatnin-
ger, chokolade, kiks, slik, is og brgd til at ege aroma og smag. Laktose anvendes som fyldstof
i laagemidler i tabletter, kapsler og inhalatorer pa grund af sin fysiske og kemiske stabilitet
bade til human og veterinaer medicin. Laktose til inhalatorer tegner sig i gjeblikket for en min-
dre del af det farmaceutiske marked, men forventes i vaekst, da producenterne har udviklet en
ny inhalator baseret pa det medicinale leveringssystem som attraktivt alternativ til tabletter for
flere kundesegmenter. Anvendelsen af laktose i foderprodukter er faldende, som en andel af
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det samlede applikationsomrade. Foderanvendelser af laktose (i visse former) omfatter fijerkrae-
foder, foderblandinger til smagrise, fiskefoder, kalvemzelkeerstatninger og foder til keeledyr.

Vallekoncentraterne oprenset i dette projekt indeholdt fra 1,1 til 7,5 % laktose (Figur 4.5). Test
af 4 forskellige kommercielle drikkelige produkter anmaerket med "hgj protein”, viste laktoseind-
hold pa mellem 2,7-4,1 %. To af de kommercielle produkter indeholdt desuden 5,7-5,8 % suk-
ker (sukrose) (Figur 4.5).

Figur 4-5 Indhold af kulhydraterne glukose, laktose og sukrose i forskellige batcher af valleop-
koncentrater og 4 forskellige kommercielle drikkelige proteinprodukter fra det danske marked.

Prover X sd X sd X sd X sd

% % % %

Glu- Glu- Lak- Lak- % Su- % Su- total total

kose kose tose tose krose krose sukre sukre
Valle opkonc. Batch 1 0,01 0,002 2,9 0,0 ud ud 2,88 0,03
Valle opkonc. Batch 6 0,03 0,005 1,1 0,0 ud ud 1,15 0,04
Valle opkonc. Batch 9 0,02 0,004 75 0,2 ud ud 7,49 0,24

Kommercielt drikkeligt
produkt 1 0,06 0,012 4,0 0,9 5,8 0,1 9,80 0,83

Kommercielt drikkeligt
produkt 2 0,02 0,002 2,7 0,8 0,0 0,0 2,19 0,01

Kommercielt drikkeligt
produkt 3 0,05 0,001 4,1 0,1 57 0,1 9,88 0,03

Kommercielt drikkeligt
produkt 4 1,89 0,029 3,1 1,3 1,0 0,1 2,91 0,13

Ud: underdetektionsgraensen for analyse.

44 Aktivitet 2.4 Karakterisering af vandkvalitet

Som allerede beskrevet ved aktivitet 1.4 er der i projektet ikke fokuseret pa anvendelsen af tek-
nisk vand fra permeatet, hvorfor der i projektet ikke er gennemfgrt karakterisering af vandkvali-
teten.

Dog er der foretaget estimater vedrgrende gkonomien ved genanvendelse af teknisk vand fra
R/O for Mammen og Endrup som er beskrevet under aktivitet 1.2.

4.5 Aktivitet 2.5 Analyser til massebalance

Der er foretaget proteinanalyser af input, retentat og permeat, som er benyttet til beregning af
massebalance beskrevet under aktivitet 1.2.
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5. Arbejdspakke 3 — Udvikling
af indkapslede valleprotein-
produkter

5.1 Aktivitet 3.1 Teoretisk videnindsamling omkring
indkapsling med valleprotein
5.1.1 Baggrund: Mikroindkapsling af fedevareingredienser
En raekke fedevareingredienser er kendt for at have sundhedsfremmende egenskaber, blandt
andet vitaminer, probiotiske bakterier, bioaktive peptider, flerumaettede fedtsyrer og antioxi-
danter. Andre ingredienser er kendt for at have funktionelle egenskaber, eksempelvis farve-
stoffer og aromastoffer, som kan anvendes i fedevarer. Ved at tilsaette funktionelle og sund-
hedsfremmende ingredienser forbedres funktionaliteten og sundhedsprofilen af fedevarepro-
duktet, og der er derfor bred interesse fra fedevareindustrien for anvendelse af disse ingredi-
enser. Produktionen og anvendelsen af funktionelle fedevarer og fedevareingredienser beskri-
ves, blandt mange udgivelser, seerligt i to bager af henholdsvis Smith & Carter (Smith &
Charter, 2010) og Shi (Shi, 2016).

Det er en udfordring, at mange funktionelle og sundhedsfremmende fgdevareingredienser er
ustabile overfor eksempelvis varme, lys, luft, hgje/lave pH-vaerdier samt tilstedevaerelse af an-
dre ingredienser. For at bevare deres funktionalitet skal det derfor sikres, at ingredienserne
ikke nedbrydes under fremstillingsprocessen, under opbevaringen i holdbarhedstiden eller un-
der processering i produktets taenkte formal. Endvidere skal ingredienser med sundhedsfrem-
mende virkning forblive aktive efter indtag, dvs. under oral administration og opholdstid i ma-
ven ved lav pH, og de skal frigives pa det korrekte sted i mave-tarm-kanalen. For disse ingre-
dienser geelder endvidere, at de ikke ma aendre pa de organoeleptiske egenskaber ved fade-
vareproduktet. Alt dette kreever, at ingrediensen stabiliseres, hvilket kan ske gennem mikroind-
kapsling. Mikroindkapslingsteknikker er beskrevet i adskillige udgivelser, blandt andet for-
naevnte af Smith & Carter (2010) og Shi (2016).

Et klassisk eksempel vedrgrer tilsaetning af fiskeolie til fadevarer, som er gennemgaet i Barrow
og Shahidis "Marine nutraceuticals and functional foods” fra 2007 (Barrow & Shahidi, 2007).
Fiskeolie har et hgjt indhold af sundhedsgavnlige omega-3-fedtsyrer, og der er derfor inte-
resse i at tilseette fiskeolie til fedevareprodukter med henblik pa at @ge indtaget af disse fedt-
syrer. Smagen og lugten af fiskeolie gor det imidlertid helt uacceptabelt blot at tilsaette fiskeolie
til de fleste fadevarer. Endvidere er det en udfordring, at fiskeolie ikke umiddelbart er kompati-
belt med vandbaserede fedevarer. Med den korrekte stabilisering kan smagen og lugten af fi-
skeolien maskeres, og olien kan ggres kompatibel med de fleste fadevaretyper. Denne stabili-
sering sker gennem mikroindkapsling, eksempelvis i mikrostrukturer baseret pa valleprotein.

5.1.2 Valleproteiner som indkapslingsmateriale

Valleprotein er en biopolymer med en raekke egenskaber som kan anvendes til mikroindkaps-
ling af fadevareingredienser. Eksempelvis kan vallepro-
teiner danne hydrogeler, og de kan stabilisere emulsio-
ner grundet deres overfladeaktive egenskaber. Endvi-
dere kan de deltage i en proces kaldet kompleks
coacervation, hvor mikrostrukturer (coacervater) dan- der opbygget af repeterende enheder. Pro-
nes pa grund af elektrostatiske tiltraekningskraefter mel- teiner, polysakkarider og fibre er eksempler
lem to eller flere biopolymerer. pa biopolymerer.

Biopolymerer

Biopolymerer er polymerer produceret af le-
vende organismer. Polymerer er lange kae-
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Mekanismerne bag dannelse af disse mikrostrukturer (hydrogeler, coacervater og emulsioner)
er forskellige, men ikke helt adskilte. Der er derfor et overlap i litteraturen angaende begre-
berne, og hvordan de bruges til at beskrive forskellige mikroindkapslingsstrukturer. Eksempelvis
kan en emulsion stabiliseres af valleproteiner grundet proteinernes overfladeaktive egenskaber,
men ved at danne en proteinhydrogel i samme system, eksempelvis via varmebehandling, kan
systemet stabiliseres yderligere, og den dannede mikrostruktur vil blive placeret i graensefladen
mellem emulsion og hydrogel i Figur 5.1.

Figur 5-1 Typer af mikrostrukturer, som valleproteiner kan danne, og som kan anvendes til
mikroindkapsling af fedevareingredienser.

Fordelene ved at bruge valleprotein til mikroindkapsling er blandt andet, at proteinerne er helt
naturlige og bionedbrydelige, og der kreeves ingen kemiske stoffer til fremstillingen af mikro-
strukturerne. Derudover har valleprotein en hgj antioxidantaktivitet, som kan udnyttes funktio-
nelt nér valleprotein anvendes til indkapsling af oxidationsfglsomme ingredienser. Antioxidant-
aktiviteten af valleproteiner (koncentrat og isolat) er dokumenteret i flere studier (Gad, et al.,
2011) (Ries, Ye, Haisman, & Singh, 2010).

| de falgende afsnit gennemgéas nogle af de egenskaber ved valleprotein, som ggr det anvende-
ligt som mikroindkapslingsmateriale i forskellige sammenhaenge. Dette efterfalges af en prae-
sentation af en reekke eksempler pa fedevareingredienser og bioaktive komponenter, som er
blevet indkapslet ved brug af valleproteiner.

Hydrogeler

Der findes en lang raekke naturlige og syntetiske polymerer, der kan danne hydrogeler, her-
iblandt valleproteiner. En hydrogel er et netveerk af polymerer, som kan binde en betydelig
meengde vand. Evnen til at binde vand skyldes tilstedeveaerelse af hydrofile grupper i polymerer-
nes kemiske struktur. Valleproteinhydrogelers dannelse og struktur er beskrevet i flere udgivel-
ser (Gunasekaran, Whey protein hydrogels and nanoparticles for encapsulation and controlled
delivery of bioactive compounds, 2008).

Hydrogeler af valleproteiner kan dannes ved varmebehandling. Under varmebehandlingen ud-
foldes proteinernes polypeptidstruktur delvist, og hydrofobe aminosyrer, som far la skaermet i
proteinernes indre, bliver eksponeret til de vandige omgivelser og drives til selv-aggregering,
hvorved et netvaerk dannes. Vand kan bindes i dette netvaerk, som kan styrkes tredimensionelt
gennem forskellige typer interaktioner, blandt andet hydrogenbindinger, van der Waals og ioni-
ske interaktioner, og kovalente interaktioner (disulfidbroer). Indflydelsen af isaer disulfidbroerne
er blevet seerligt studeret (Hoffmann & van Mil, 1997), idet disulfidbroerne har vist sig at have
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stor indflydelse pa stabiliteten af valleproteinhydrogeler. En illustration af varmeinduceret gele-
ring af lactoglobulin er vist i Figur 5.2.

r varme-induceret gelering
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% Denatureret (delvist) lactoglobulin

Figur 5-2 Varmeinduceret gelering af lactoglobulin.

Varmeinducerede valleproteinhydrogeler finder mange anvendelser i forbindelse med mikro-
indkapsling af fadevareingredienser. Ingredienserne iblandes valleproteinoplgsningen, som
opvarmes og gelerer med ingrediensen indkapslet i den tredimensionelle hydrogelstruktur. Ek-
sempelvis indkapslede Vonasek (2014) bakteriofager i varmeinducerede valleproteinhydroge-
ler med henblik pa at danne en spiselig proteinfilm indeholdende bakteriofager, som potentielt
kan anvendes som patogenspecifikt antimikrobielt materiale til pakning af fedevarer (Vonasek,
Le, & Nitin, 2014).

Den varmeinducerede geleringsteknik er begraenset af behovet for varmebehandling, og meto-
den er mindre anvendelig til indkapsling af varmefalsomme stoffer. Alternativt kan indkapsling
af ingredienser i valleproteinhydrogeler forega ved cold-induced gelering, hvor proteinerne
forst varmebehandles og denatureres og dernaest keles og blandes med den ingrediens, der
skal indkapsles. Tilseetning af salte, eksempelvis salte af Ca2+, krydsbinder polypeptidkae-
derne gennem interaktion med carboxylgrupperne, hvorved en netvaerksstruktur dannes, hvori
ingrediensen er indkapslet. Ligeledes kan cold-induced gelering af valleproteiner forega ved at
justere pH-veerdien. Nar pH-vaerdien er langt fra proteinets isoelektriske punkt, er proteinet
elektrisk ladet, og de enkelte proteinenheder vil frastede hinanden (elektrostatisk frast@dning).
Omvendt, nar pH-vaerdien er teet pa
proteinets isoelektriske punkt, fremmes

interaktionen mellem proteinets enhe- Det isoelektriske punkt (pl) er den pH-veerdi

. . ved hvilken et protein har en nettoladning lig
der, og geleringen fremmes. Ingredien nul. Dette betyder ikke, at molekylet er uden

ser kan indkapsles i en cold-induced ladninger, blot at summen af alle ladninger
hydrogel af valleprotein ved farst at de- er nul.

naturere valleproteinerne ved opvarm-
ning ved en pH-vaerdi langt fra det iso-
elektriske punkt (hvor proteinenhederne frastader hinanden) og dernaest kale proteinoplasnin-
gen og tilsaette den ingrediens, der skal indkapsles. Herefter justeres pH-veerdien til proteinets
isoelektriske punkt, hvorved de elektrostatisk frastgdende kraefter mindskes, og geleringspro-
cessen fremmes. Ved at opbevare blandingen kgligt i en periode pa eksempelvis et dggn efter
denne proces, styrkes gelen, og disulfidbroer kan dannes, som styrker hydrogelens tredimen-
sionelle netveerk. Herefter kan hydrogelen justeres til den gnskede pH og/eller tarres alt efter
teenkt slutanvendelse.

Det isoelektriske punkt
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Mikropartikler af valleproteinhydrogeler kan dannes ud fra principperne om gelering ved at til-
saette en varmedenatureret proteinoplgsning indeholdende den aktive ingrediens, der snskes
indkapslet, til en oplgsning af krydsbindende salte med lav/hgj pH. Nar tilsaetningen sker drabe-
vis, dannes partikler af valleproteinhydrogel, hvis starrelse er delvist bestemt af drabestarrel-
sen. Saledes viste Doherty et al. (2011), at probiotiske bakterier kan indkapsles i mikropartikler
af valleprotein dannet ved tilsaetning af en varmedenatureret oplgsning af valleprotein, der inde-
holder det gnskede probiotika, til en natrium-acetat-buffer. De studerede indflydelsen af buffe-
rens pH-veerdi pa starrelsen og formen af valleproteinpartiklerne. Disse resultater er gengivet i
Figur 5.3, som viser, at hydrogelpartiklerne dannet ved pH 4,6 (det isoelektriske punkt for prote-
inet) er mest sfaeriske, mens hydrogelpartikler dannet ved hgjere eller lavere pH-vaerdier er
mere irreguleere (Doherty, et al., 2011).

Figur 5-3 Gelering af valleproteinhydrogel-partikler i buffer ved varierende pH-veerdi
(Doherty, et al., 2011).

Styrken og vandbindingskapaciteten af valleproteinhydrogeler kan altsa styres ved at justere pa
en eller flere variable parametre, sdsom proteinkoncentrationen, pH, ionstyrken og/eller gele-
ringstemperaturen. Herved kan valleproteinhydrogelerne designes, s den gnskede permeabili-
tet, pH-falsomhed og mekaniske styrke opnas. Singh et al. (2014) viste, hvordan mikrostruktu-
ren af en valleproteinhydrogel kan varieres ved at variere pH-veerdien af proteinoplgsningen un-
der varmebehandlingen samt omrgringshastigheden under geleringsprocessen (Singh, Jiseth,
Lundin, & Day, 2014). Figur 5.5 viser mikroskopibilleder af fire valleproteinhydrogeler, dannet
ved henholdsvis pH 4,6 (hajre) og pH 6,8 (venstre), med eller uden omrgring under gelerings-
processen. De viste, at nar overfladeladningen var lav, og de elektrostatiske, frastgdende kraef-
ter dermed var lave (ved pH 4,6, taet pa proteinets isoelektriske punkt), samledes proteinmole-
kylerne i sfeeriske aggregater pa ca. 2 ym, som igen samledes i starre aggregater. Nar gelerin-
gen foregik under omrgring dannedes adskilte aggregater, hvor de sfaeriske partikler var teet-
tere pakket og porestgrrelsen dermed var mindre. Nar pH-veerdien derimod var lsengere fra
proteinets isoelektriske punkt (pH 6,8), samledes proteinerne sig i finere strukturer ("stranded
network”), som samledes i starre agglomerater nar geleringsprocessen forgik under omrgring.
Mikrostrukturen, og dermed styrken og frigivelsesprofilen af valleproteinhydrogeler, kan altsa
styres ved at justere pa simple procesparametre. Lignende studier er udfgrt blandt andet af Gu-
nasekaran et al. (Gunasekaran, Ko, & Xiao, Use of whey proteins for encapsulation and con-
trolled, 2007).
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Figur 5-4 Mikrostrukturerne af valleproteinhydrogeler dannet ved henholdsvis pH 4,6 og pH
6,8, med eller uden omrgring under geleringsprocessen (Singh, Jiseth, Lundin, & Day, 2014).

Mikrostrukturen af valleproteinhydrogeler dannet ved tilsaetning af salte er blandt andet stude-
ret af Romendetto et al. (Romendetto , Paquin, & Subirade, 2002). De viste blandt andet, at
mikrostrukturen er under indflydelse af forholdet mellem proteinkoncentrationen og ionstyrken.
De studerede strukturen af en hydrogel dannet fra beta-lactoglobulin ved tilsaetning af jern
(Fe?*) ioner. De fandt, at tradformede geler bestaende af fleksible, lineaere strenge, som havde
hgj elasticitet og var meget modstandsdygtige, blev dannet ved lav jernkoncentration; mens en
partikulaer hydrogel med mindre elasticitet og modstandsdygtighed blev dannet ved hgjere
jernkoncentrationer (Figur 5.5). Frigivelsesprofilen fra disse hydrogeler var markant forskellige,
hvilket illustrerer endnu et eksempel p3, at valleproteinhydrogeler kan designes til at have de
gnskede egenskaber ved at justere procesparamenterne.

Figur 5-5 SEM-billeder af valleproteinhydrogeler dannet ved lav Fe?*-koncentration (venstre)
og hgj Fe?*-koncentration (hgjre) (Romendetto , Paquin, & Subirade, 2002).

Kompleks coacervation

Coacervation betyder "at samles”, og begrebet kompleks coacervation henviser til en saerlig
type faseadskillelse, som opstar, nar en vandig oplgsning af en polymer adskilles i to faser: én
med lav koncentration af polymeren, og én med hgj koncentration af polymeren. Polymeren er
alts& samlet i den polymerrige fase. Faseadskillelsen udlgses ved tilsaetning af eksempelvis et
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solvent, der er blandbart med vand, men som ikke kan oplgse polymeren (eksempelvis
ethanol), eller ved tilsaetning af elektrolytter (salte), som vil interagere med den ladede polymer,
og krydsbinde denne. Polymeren samles saledes i en seerlig struktur i den polymerrige fase,
som kaldes coacervatet. Kompleks coacervation henviser til coacervation (samling) af to poly-
merer i samme system. Samlingen drives af elektrostatiske interaktioner imellem to modsatla-
dede makromolekyler, eksempelvis et positivtladet protein og et negativtladet polysakkarid. Pro-
cessen forlgber i vandig oplasning og styres ved at justere pH-vaerdien og dermed ladningen af
de to makromolekyler. Ud over de elektrostatiske tiltreekningskreefter bidrager ogsa hydrogen-
bindinger og hydrofobiske interaktioner til dannelsen af komplekse coacervater. Processerne og
kemien bag kompleks coacervation er gennemgaet i flere udgivelser (de Kruif, Weinbreck, & de
Vries, 2004) (Schmitt & Turgeon, 2011) (Turgeon, Schmitt, & Sanchez, 2007). Kompleks
coacervatdannelse mellem to modsatladede polymerer er illustreret i Figur 5.6.

@

Anionisk polymer Kationisk polymer Kompleks coacervat

Figur 5-6 Kompleks coacervatdannelse mellem to modsatladede polymerer.

Et af de mest kendte systemer er baseret pa kompleks coacervation mellem valleproteiner og
gummi arabikum. Gummi arabikum er et naturligt gummistof, udvundet fra visse arter akacie-
trae, som bruges blandt andet i fadevareindustrien som stabilisator. Vigtige studier af kompleks
coacervatdannelse mellem valleproteiner og gummi arabikum blev udfert af Weinbreck og for-
skerteam, og seerligt to af deres udgivelser fra 2003 og 2004 er meget citeret i litteraturen
(Weinbreck, de Vries, Schrooyen, & de Kruif, 2003) (Weinbreck, Tromp, & Kruif, 2004). De stu-
derede indflydelsen af en reekke parametre pa dannelsen af komplekse coacervater, sdsom po-
lymerkoncentration, ionstyrke, pH, temperatur, omrgringshastighed, processeringstid og flere
og vigtige informationer om komplekse coacervater kan findes i disse udgivelser.

Coacervatdannelse kan kombineres med valleproteiners emulgerende egenskaber, nar hydro-
fobe ingredienser skal indkapsles. Eksempelvis viste Jain et al. (2015), at beta-karoten kan ind-
kapsles i en emulsion bestadende af en oliefase, hvori beta-karoten var oplgst, og en vandig op-
Izsning af valleprotein, som oliefasen var emulgeret ind i. Efter emulgeringsprocessen blev pH-
veerdien seenket, og gummi arabikum blev tilsat. Coacervater blev dannet under omrgring og
blev slutteligt krydsbundet ved brug af gluteraldehyd; et kemikalie, der kan krydsbinde protei-
ner. Indkapslingen gav beskyttelse til beta-karoten under opbevaringen og sikrede, at det blev
frigivet korrekt i fadevaren (Jain, Thakur, Ghosal, Katare, & Shivhare, 2015).

Emulsion

En simpel emulsion bestar af to ikke-blandbare veesker, eksempelvis olie og vand, hvor den
ene vaeske er fordelt som draber i den anden vaeske; eksempelvis oliedraber fordelt i vand
(olie-i-vand-emulsion). Emulsioner er ustabile, og de to faser vil adskilles over tid, men ved at
tilseette en stabilisator kan emulsionen stabiliseres. En illustration af simple emulsioner er vist i
Figur 5.7.
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Figur 5-7 Mikrostruktur af simple emulsioner.

Emulsioner benyttes ofte i forbindelse med mikroindkapsling, eksempelvis til indkapsling af
sunde olier, sasom fiskeolie. Den sunde olie emulgeres i vand ved brug af en passende stabili-
sator (en emulgator), og emulsionen kan herefter tgrres, eksempelvis ved sprayterring eller
frysetarring, hvorved der dannes et pulver, som kan anvendes i fedevareprodukter. Princip-
perne bag emulsioners kemi og emulsioners anvendelse som mikroindkapslingsstruktur er
blandt andet gennemgaet af McClements (McClements, 2010).

Valleproteiner har bade hydrofile og hydrofobe regioner og er saledes gode emulgatorer og er
dermed anvendelige som stabilisatorer af emulsioner. Nar olie og vand homogeniseres med
valleproteiner, adsorberes proteinerne til overfladen af oliedraberne, nar disse dannes i lgbet
af homogeniseringsprocessen. Saledes danner proteinerne et beskyttende lag omkring olie-
draberne, hvilket forhindrer, at oliedraberne samler sig igen (sterisk hindring). Afhaengigt af
pH-veerdien i emulsionen kan valleproteinerne vaere positivt eller negativt ladede, hvilket stabi-
liserer emulsionen yderligere, idet elektrostatiske frastedningskreefter forhindrer oliedraberne i
at samle sig. Nar ionstyrken gges, saenkes den elektrostatiske frastgdning, idet modioner fra
vandfasen interagerer med de ladede oliedrabeoverflader og skaermer dem (Demetriades,
Coupland, & McClements, 1997).

Der er adskillige eksempler pa brug af valleproteiner til indkapsling af olier i simple olie-i-vand-
emulsioner, eksempelvis fiskeolie (Na, Kim, Kim, & Lee, 2011), chiaolie (Rodea-Gonzalez et
al., 2012) og rosmarinolie (Turasan, Sahin, & Sumnu, 2015). Endvidere findes eksempler pa
indkapsling af hydrofobe ingredienser med valleproteiner. Her oplgses den felsomme hydro-
fobe ingrediens forst i en passende olie, som herefter emulgeres i vand med valleproteiner,
eventuelt i kombination med andre stabilisatorer. Eksempler herpa inkluderer indkapsling af
astaxanthin (Shen & Quek, 2014) og beta-karoten (Jain, Thakur, Ghosal, Katare, & Shivhare,
2015).

Simple olie-i-vand-emulsioner med valleprotein som emulgator kan stabiliseres yderligere ved
at varmebehandle valleproteinet, hvorved en hydrogelstruktur dannes i kombination med
emulsionsstrukturen. Et sadant indkapslingssystem vil placeres i greensefladen mellem emul-
sion og hydrogel i Figur 5.1, og et eksempel herpa er demonstreret af Dybowska (2011), som
viste, at stabiliteten af en raps olie-i-vand-emulsion stabiliseret med valleprotein kunne gges
ved varmebehandling af valleproteinerne (Dybowska, 2011).

Simple emulsioner kan enten tgrres og/eller anvendes, som de er, eller stabiliseres yderligere
ved at coate med endnu et eller flere lag stabilisatorer (flerlagsemulsioner). Til dette anvendes
delvist samme princip som ved kompleks coacervation, nemlig at modsatladede polymerer til-
traeekkes. Saledes kan en olie-i-vand-emulsion stabiliseret med valleprotein, som er positiv tla-
det ved lav pH, stabiliseres yderligere ved tilsaetning af et negativt ladet polysakkarid som ek-
sempelvis gummi arabikum, som vil tiliraekkes af de positivt ladede olieoverflader.

Dobbeltemulsioner bestar af flere end to ikke-blandbare vaesker, som er emulgeret i en dob-
beltstruktur, eksempelvis vand-i-olie-i-vand-emulsioner. Ingredienser kan indkapsles i sddanne
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emulsioner ved at oplgse dem i den inderste vandfase, som emulgeres ind i en olie ved brug af
en stabilisator (den primeere emulsion). Denne primeere emulsion emulgeres ind i en vandfase,
hvorved den sekundaere emulsion dannes. lllustrationer af simple og dobbeltemulsioner er vist i

Figur 5.8.
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Figur 5-8 Simple emulsioner (venstre) og dobbeltemulsioner (hgjre).

Der findes eksempler pa brug af valleproteiner til stabilisering af bade den primaere og sekun-
daere emulsion i dobbeltemulsioner. Pimentel-Gonzalez (2009) indkapslede probiotiske bakte-
rier i en vand-i-olie-i-vand-emulsion ved at tilsaette bakterierne til den inderste fase, som bestod
af en vandig oplgsning af valleproteiner, og emulgere denne vandfase ind i rapsolie. Yderligere
emulgatorer blev tilsat i form af Panodan SDK og PGPR 90. Denne vand-i-olie-emulsion blev
dernaest emulgeret ind i en vandfase stabiliseret med valleproteiner (Pimentel-Gonzalez, Cam-
pos-Montiel, Lobato-Calleros, Pedroza-Islas, & Vernon-Carter, 2009).

Dobbeltemulsioner har ogsa den egenskab, at de kan indkapsle bade hydrofile og hydrofobe
aktive ingredienser i et og samme system. Eksempelvis viste Li et al. (2011), at det fedtoplgse-
lige vitamin E og det vandoplgselige vitamin B2 kan indkapsles i samme vand-i-olie-i-vand-
emulsion, stabiliseret af valleproteiner og coatet med polysakkarider (gummi arabikum og guar-
gummi) (Li, et al., 2011).

Dobbeltemulsioner kan ogsa stabiliseres ved at coate flere lag stabilisator i graensefladerne
mellem olie og vandfaserne. Eksempelvis viste Esfanjani et al. (2015), at safran kan indkapsles
i den inderste vandfase af en vand-i-olie-i-vand-emulsion, hvor den sekundeere emulsion stabili-
seres med valleprotein og pektin, som adsorberes til oliedraberne sekventielt. Alisa stabiliseres
den sekundaere emulsion (olie-i-vand) fgrst med valleprotein, som tilssettes under homogenise-
ringsprocessen, og denne emulsion tilsaettes dernzest til en oplagsning af pektin, som tilfajer et
yderligere lag coatning (Esfanjani, Jafari, Assadpoor, & Mohammadi, 2015). Hele systemet blev
slutteligt spraytarret, hvorved et pulver med en gennemsnitlig partikelsterrelse pa ca. 480 nm
blev dannet.

5.1.3 Eksempler pa fodevareingredienser indkapslet i valleproteiner
Adskillige forskelligartede ingredienser er blevet indkapslet i mikrostrukturer baseret pa valle-
proteiner. Naevnevaerdigt er der foretaget mange studier vedrgrende indkapsling af sunde olier
og probiotiske bakterier, som derfor er beskrevet saerskilt i de falgende afsnit og listet i Figur
5.9 og Figur 5.10. Derudover er der udfgrt studier vedrgrende indkapsling af en raekke gvrige
ingredienser i valleproteiner; ingredienser, som ofte bade har en funktionel og en bioaktiv funk-
tion, eksempelvis farvestoffer, som ogsa har antioxidant aktivitet. Indkapsling af funktionelle
og/eller bioaktive ingredienser i valleproteinstrukturer er listet i Figur 5-11

Indkapsling af olier

Fiskeolie har et hgjt indhold af omega-3-fedtsyrer, og et hgjt indtag af fisk og fiskeolieprodukter
er forbundet med en raekke sundhedsgavnlige effekter, blandt andet vedregrende hjerte-kar-syg-
domme. Der er derfor stor interesse i at gge indtaget af fiskeolie, isaer hos den befolkning i den
vestlige del af verden, hvis kost generelt indeholder for lave maengder fisk og fiskeprodukter.
Dette kan opnas ved at tilsaette fiskeolie til fedevarer, som jaevnligt indtages (Taneja & Singh,
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2012). Udfordringen er, at fiskeolie er meget ustabil pa grund af det hgje indhold af flerumaet-
tede fedtsyrer og derfor nemt oxiderer. Ved oxidation af fiskeolie dannes smag- og lugtstoffer,
som er uacceptable i fadevarer, og endvidere har oxiderede omega-3-fedtsyrer ikke de
samme sundhedsgavnlige effekter.

Andre olietyper, eksempelvis rosmarinolie, har et hgjt indhold af eksempelvis fenoler, som gi-
ver olien en reekke sundhedsgavnlige effekter, blandt andet pa grund af den hgje antioxidant-
aktivitet. Der er derfor interesse i at tilsaette saddanne olier til fadevareprodukter, men olien
kraever stabilisering/mikroindkapsling, inden den kan tilsaettes til fadevaren.

Fiskeolie og andre olier kan indkapsles ved fgrst at emulgere olien i vand ved brug af en egnet
emulgator og dernaest spraytarre emulsionen, hvorved der dannes et pulver med mikroind-
kapslet olie. For at forhindre oxidation af olien tilseettes ofte en antioxidant, som inkorporeres i
indkapslingsmaterialet. Valleprotein er en meget velegnet emulgator til formalet, idet den bade
fungerer som emulgator og som antioxidant (Djordjevic, McClements, & Decker, 2004). Ind-
kapsling af fiskeolie og andre omega-3 rige olier i en emulsion stabiliseret med valleprotein er
illustreret adskillige gange, sammenfattet i Figur 5.9.

5.1.4 Indkapsling af probiotika

Probiotika er levende mikroorganismer, der, nar de tilfgres i tilstraekkelige maengder, bevirker
en gavnlig helbredseffekt pa modtageren. Udfordringen ved indtag af probiotika er, at bakteri-
erne skal passere maven pa deres vej til tarmsystemet. | maven mgdes bakterierne af mave-
syre og galdesalte, og probiotiske bakterier skal derfor vaere resistente overfor lav pH-vaerdi
og galdesalte for at kunne give modtageren den sundhedsgavnlige effekt. Visse typer bakte-
riestammer har vist sig at veere mere naturligt resistente over for mavesyre end andre stam-
mer, men generelt er det en udfordring for kosttilskudsindustrien, at bakterierne i deres frie
form ikke overlever turen gennem maven (Burgain, Gaiani, & Scher, 2011).

For at overkomme disse udfordringer er det vist, at probiotiske bakterier kan indkapsles i syre-
resistente materialer, som kan beskytte dem pa turen gennem maven. Der er eksempler pa
probiotiske bakterier, som er indkapslet ved brug af emulsioner stabiliseret med valleproteiner,
eksempelvis dobbeltemulsioner (Pimentel-Gonzalez, Campos-Montiel, Lobato-Calleros, Pe-
droza-Islas, & Vernon-Carter, 2009). Der er ogsa eksempler pa probiotiske kulturer, hvor valle
er tilsat direkte til fermenteringsblandingen, som sa er sprayterret (Jantzen, Gopel, & Beer-
mann, 2013). En oversigt over studier vedrgrende indkapsling af probiotiske bakterier i valle-
proteiner er givet i Figur 5.10.

Miljgstyrelsen / Bedre udnyttelse af valle pa mindre mejerier 35



Figur 5-9 Indkapsling af olier i valleproteiner.

Indkapslet olie- Indkapslingsstruktur Vallefraktion Reference
type
Fiskeolie Olie-i-vand emulsion, stabiliseret med valleprotein kon- Valleprotein kon- (Na, Kim, Kim, & Lee,
centrat, cyclodextrin og xanthan gummi. Frysetgrret. centrat (ukendt 2011)
proteinindhold)
Fiskeolie Olie-i-vand emulsion, stabiliseret med valleprotein. Kom- Valleprotein iso- (Eratte, Wang,
pleks coacervatdannelse med gummi arabikum. Spray- lat (WPI 895TM) Dowling, Barrow, &
eller frysetarret. Adhikari, 2014)
Fiskeolie Olie-i-vand emulsion, stabiliseret i flere lag med vallepro- Valleprotein iso- (Taherian, Britten, Sa-

tein og gelatine.

lat (HilmarTM
9400)

bik, & Fustier, 2011)

Chia olie (hgijt
omega-3 ind-
hold)

Simpel olie-i-vand emulsion, stabiliseret med valleprotein
og gummi arabikum eller gummi mesiquite. Spraytgrret.

Valleprotein kon-
centrat (80 %
protein)

(Rodea-Gonzalez, et
al., 2012)

Rosmarin olie
(hej antioxidant
aktivitet)

Simpel olie-i-vand emulsion stabiliseret med valleprotein
og/eller maltodextrin. Frysetgrret.

Valleprotein kon-
centrat (80 %
protein)

(Turasan, Sahin, &
Sumnu, 2015)

Hvedekimolie

Simpel olie-i-vand emulsion stabiliseret med valleprotein
og maltodextrin. Frysetarret.

Valleprotein kon-
centrat (80 %
protein).

(Yazicioglu, Sahin, &
Sumnu, 2015)

Figur 5-10 Indkapsling af probiotiske bakterier i valleprotein.

Indkapslet pro-
biotisk stamme

Indkapslingsstruktur

Vallefraktion

Reference

Lactobacillus

Dobbeltemulsion (vand-i-olie-i-vand) med probiotika og

Hel valle (sad)

(Pimentel-Gonzalez,

rhamnosus valle i inderste vandfase; rapsolie; og mono- og diglyceri- med 14,5 g/L Campos-Montiel, Lo-
der og PGPR som stabilisatorer. protein og 47,0 bato-Calleros, Pe-
g/L laktose droza-Islas, & Vernon-
Carter, 2009)
Lactobacillus Hel valle tilsaettes til fermenteringsblandingen, som Hel valle (Jantzen, Gopel, &

reuteri

spraytarres.

Beermann, 2013)

Lactobacillus
rhamnosus GC

Cold-induced hydrogel mikropartikler, dannet ved drabe-
vis tilseetning af proteinopl@sning med probiotika til na-
trium acetatbuffer ved pH 4,6.

Valleprotein iso-
lat (98 % protein)

(Doherty, et al., 2011)

Lactobacillus
acidophilus

Probiotika tilsat til en emulsion af mzelkefedt og vandig
pektin. Emulsionen forstgves i CaCl2, hvorved mikropar-
tikler dannes. Mikropartiklerne coates dernaest med valle-
protein ved pH 4,0.

Valleprotein kon-
centrat (Lacpro-
dan 80, Arla
Food Ingredi-
ents)

(Gebara, et al., 2013)

Bifidobacterium
BB-12

Probiotisk suspension tilseettes til sed valle, som spray-
tgrres.

Hel valle (sgd)

(Pinto, et al., 2015)

Lactobacillus
plantarum

Probiotisk cellekoncentrat tilseettes vandig oplgsning af
valleprotein (nativt eller denatureret) og alginat. Spray-
eller frysetarres.

Valleprotein iso-
lat (ukendt pro-
tein indhold)

(Rajam, Karthik, Par-
thasarathi, Joseph, &
Anandharamakrishnan,
2012)
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Figur 5-11: Indkapsling af funktionelle og bioaktive ingredienser i valleprotein

Indkapslet ingredi- Indkapslingsstruktur

ens

Vallefraktion

Reference

Safran

Dobbeltemulsion (vand-i-olie-i-vand) med safran i inderste
vandfase, stabiliseret med valleprotein og maltodextrin. V-
O-V emulsion stabiliseret med valleprotein med kompleks
coacervatdannelse med pektin. Spraytarret.

Valleprotein kon-
centrat (80% pro-
tein)

(Esfanjani, Jafari, Assad-
poor, & Mohammadi,
2015)

Astaxanthin

Simpel emulsion med solsikke olie og astaxanthin, stabilise-
ret med valleprotein og soluble corn fiber. Spraytarret.

Valleprotein isolat
(ukendt proteinind-
hold)

(Shen & Quek, 2014)

Beta-karoten

Simpel emulsion med soyaolie indeholdende beta-karoten,
stabiliseret med valleprotein. Kompleks coacervatdannelse
med gummi arabikum. Krydsbinding med tilseetning af glute-
raldehyd. Frysetgarret.

Valleprotein isolat
(ukendt protein ind-
hold)

(Jain, Thakur, Ghosal,
Katare, & Shivhare, 2015)

Vitamin E og vita-
min B2

Dobbeltemulsion (vand-i-olie-i-vand) med vitamin B2 i inder-
ste vandfase, og vitamin E i oliefasen (soyaolie). V-O-V
emulsion stabiliseret med valleprotein og guar gummi eller
gummi arabikum. Frysetgrret.

Valleprotein isolat
(97% protein)

(Li, etal., 2011)

Vanillin

Vanillin homogeniseret med vandig valleproteinoplgsning og
tarret (spray-, fryse eller spray-fryse).

Valleprotein isolat
(ukendt protein ind-
hold)

(Hundre, Karthik, &
Anandharamakrishnan,
2015)

Ehtyl hexanoat

Valleproteinhydrogeler, dannet ved pH-justering og tilseet-

Valleprotein isolat

(Giroux & Britten, 2011)

(aroma) ning af CaCl2, krydsbundet med disulfidbroer gennem 22 ti- (92,6% protein)
mer ved 4°C. Homogeniseret.
5.2 Aktivitet 3.2 Indkapsling af valgte aktivstoffer

Der blev i projektet fokuseret pa at indkapsle smagsstoffer til brug i tyggegummi. Nar smags-
stoffer til tyggegummi indkapsles, kan man opna en forleenget smagsoplevelse, sammenlignet
med nar smagsstoffet tilseettes i sin frie form.

Der blev fgrst udfart en reekke forseg, som fokuserede pa at afprgve forskellige koncepter for
anvendelse af valle som indkapslingsmateriale. | disse forsgg blev der ikke indkapslet et aktiv-
stof, men forsggene blev udfgrt for at teste valles egenskaber som indkapslingsmateriale.
Koncepterne, der blev testet, var anvendelse af valle til brug i komplekse coacervater samt
som stabilisator af olie-i-vand-emulsioner.

Dernaest blev der udvalgt et modelstof, carvon, som blev indkapslet i valle. Der blev fremstillet
en reekke indkapslede produkter: med egen valle, med kommerciel valle, med maltodextrin
som hjaelpestof og med ren maltodextrin.

5.21 Komplekse coacervater — indledende forsgg uden aktivstof
Der blev udfart forsgg dels med kommerciel valle (Whey 100 fra Laprodan), dels med valle
produceret i projektet (batch 6 og 8).

Oplagsninger af valle (kommerciel valleprotein i 3 %-oplagsning eller valle fra projektet i 3 %- el-
ler 20 %-opl@sning) samt af gummi arabikum (20 % eller 3 % i vand) blev fremstillet. Der blev
brugt 3 forskellige typer gummi arabikum, som ikke er yderligere specificeret. De angives med
numrene 1063, 1064 og 1062. | nogle forsag blev vallen forsuret ved at seenke pH-veaerdien til
4 og centrifugere vallen i 20 min ved 3.000 rpm og fjerne bundfaldet.
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Til fremstilling af coacervaterne blev 30 ml valleoplagsning blandet med 15 ml gummi arabikum-
oplgsning ved 25 °C. Omrgringen blev udfgrt med Silverston Homogenisator ved 4.500 rpm.

pH-veerdierne af hver pragve blev malt. En oversigt over prgverne er vist i Figur 5-12.

Figur 5-12 Prgveoversigt, komplekse coacervater.

Prove nr. Gummi arabikum-type og Valletype og - pH ved forsuring pH inden
-koncentration koncentration coacervation
1 1063, 3 % Laprodan, 3 % Ingen forsuring 6,80
2 1064, 3 % Laprodan, 3 % Ingen forsuring 6,71
3 1062, 3 % Laprodan, 3 % Ingen forsuring 6,73
4 1063, 3 % Laprodan, 3 % 4,75 5,11
5 1063, 3 % Laprodan, 3 % 4,75 4,93
6 1063, 3 % Batch 6, direkte Ingen forsuring 6,66
7 1064, 3 % Batch 6, direkte Ingen forsuring 6,95
8 1063, 20 % Batch 8, direkte Ingen forsuring 6,63
9 1064, 20 % Batch 8, direkte Ingen forsuring 6,43
10 1063, 3 % Batch 8, 3 % 3,84 6,79
11 1064, 3 % Batch 8, 3 % 4,75 N/A
12 1063, 3 % Batch 8, 3 % 4,75 N/A
13 1063, 20% Batch 8, 20 % 4,75 N/A

pH-veerdierne blev herefter saenket til 4 med HCI (1 M og 0,1 M). Opl@sningerne blev heeldt i 2x
50 ml rgr og blev opbevaret ved 25°C uden omrgring. Hejden af coacervaterne blev malt efter 5
minutters henstand samt efter 1 degn og 2-4 dagn. Desuden blev coacervaternes oplgselighed
i vand vurderet. Resultater er sammenfattet i Figur 5-13.
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Figur 5-13 Resultatoversigt, komplekse coacervater.

Prove Henstand 5 Henstand 1 Henstand 2-4 Coacervaternes oplgselighed i
nr. min (cm) dogn (cm) dogn (cm) vand

1 0 1,0 N/A Ikke oplgselig

2 0 0,4 0,5 N/A

3 0 0,5 0,5 N/A

4 0 0,7 0,7 N/A

5 0 0,8 N/A Ikke oplgselig

6 0 0 0 N/A

7 0 0 04 N/A

8 0 0 0 N/A

9 0 0 2 Bundfald, ikke flydende
10 0 0,7 0,8 Ikke oplgselig

11 0 0 0,4 Bundfald, ikke flydende
12 0 0,6 0,8 Ikke oplgselig

13 0 0 0 N/A

Nogle af coacervaterne var vaeskelignende, mens andre dannede et ikke-flydende bundfald.
Efter opbevaring natten over blev coacervatdannelse i prgverne 1-5 fotograferet. Billederne er

vist i Figur 5-14.

Forsgg 1. Der er
dannet coacerva-
ter

Forsgg 2. Der er
dannet meget lidt
coacervater.

Forsgg 3. Meget
lidt coacervater,
men mere end for-

Fors@g 4. Der er dannet
mindre coacervater end
med ikke-forsuret valle.

Fors@g 5. Der er
dannet mere
coacervat en med

sag 2. ikke-forsuret valle.

L i

Figur 5-14 Komplekse coacervater.

Praver blev udtaget og analyseret under mikroskop. Dette viste, at coacervaterne mindende
om sma partikler. Mikroskopibillederne af coacervaterne i Prgve 1 og Prgve 2 er vist i Figur
5-16 og Figur 5-17.
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Figur 5-15 Mikroskopibillede af coacervater i Prave 1.

——20 ym—|

Figur 5-16 Mikroskopibillede af coacervater i Prave 2.

Fors@gene viste, at vallen produceret i projektet ikke er egnet til at lave coacervater. Der foku-
seres derfor pa at anvende vallen til at stabilisere emulsioner.

5.2.2 Olie-i-vand-emulsioner — indledende forsgg uden aktivstof
Der blev fremstillet to praver af olie-i-vand-emulsioner stabiliseret med enten kommerciel valle

kombineret med maltodextrin eller valle produceret i projektet (batch 6).

Emulsionernes vandfase og oliefase blev fremstillet jf. Figur 5-17, og disse blev emulgeret ved
brug af Silverston Homogenisator ved 6.000 rpm i 2 min efterfulgt af 4 runder hgjtrykshomoge-

nisering ved 800 bar.

Figur 5-17 Prgveoversigt, emulsioner.

Prgve nr. Vandfase Oliefase Blandingsforhold
20 g Whey 100/ 100 g . ) )

14 . Solsikkeolie 0,6 g oliefase og 120 g vandfase
20 g maltodextrin / 100 g

15 Batch 6, fortyndet 1:1 Solsikkeolie med 1 10 g oliefase og 190 g vandfase

% limonen
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Drabestgrrelserne blev malt efter hver homogeniseringsproces (Zetasizer). Resultaterne er
vist i Figur 5-18.

Figur 5-18 Resultatoversigt, emulsioner. Alle veerdier i nm.

Prove Efter homogeni- Efter 1. runde hgj- Efter 2. runde Efter 3. runde hgj- Efter 4. runde hgj-

nr. sering med Sil- trykshomogeni- hajtrykshomo- trykshomogeni- trykshomogenise-
verston sering genisering sering ring

14 211,9 189,0 185,0 185,0 180,0

15 327,1 308,8 233,2 2141 N/A

Draberne i prave 15 var starre end i preve 14, hvilket sandsynligvis skyldes, at der blev an-
vendt mere olie til fremstilling af prave 15. Emulsionerne blev vurderet til at vaere stabile efter
et degn ved opbevaring pa kel, se Figur 5-19

Figur 5-19 Stabil emulsion.

Forsagene viste, at vallen har lovende egenskaber som stabilisator af olie-i-vand-emulsioner.
Der arbejdes videre med denne indkapslingsstrategi i neeste afsnit.

5.2.3 Indkapsling af carvon i sprayterrede olie-i-vand-emulsioner
Carvon blev valgt som modelstof, idet der allerede er etableret en god analysemetode af car-
von ved brug af gaskromatografi (GC).

Der blev fremstillet en raekke olie-i-vand-emulsioner med carvon som modelstof i henhold til

Figur 5-20. Alle emulsionerne blev fremstillet ved brug af Silverston Homogenisator ved 6.000
rpm i 2 min efterfulgt af 3 runder hgjtrykshomogenisering ved 800 bar.
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Figur 5-20 Prgveoversigt, carvon indkapslet i emulsioner.

::ave Vandfase Oliefase Blandingsforhold
Solsikkeolie med 190 g vandfase +
14 L. 10 9
aprodan, 10 % 10 % carvon 10 g oliefase
) ) R
15 Maltodextrin, D.E. 12-16, 10 % Solsikkeolie med 190 g \{andfase
10 % carvon 10 g oliefase
16 Maltodextrin D.E. 4,585, 10% SO sikkeolie med 190 g vandfase +
10 % carvon 10 g oliefase
17 Maltodextrin D.E. 12-16, 5 % Solsikkeolie med 190 g vandfase +
Laprodan 5 % 10 % carvon 10 g oliefase
18 Batch 12, fortyndet til 10 % Solsikkeolie med 190 g vandfase +

10 % carvon 10 g oliefase

Drabestgrrelserne blev malt efter hver homogeniseringsproces (Zetasizer). Resultaterne er vist

i Figur 5-21.
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Figur 5-21 Drabestgrrelser af hver prave efter hver homogeniseringsproces.

Det ses, at de mindste draber blev opnaet, nar der blev anvendt valle til indkapsling, og at
maltodextrin alene ikke kan stabilisere emulsionen tilstraekkeligt (store drabestgarrelser).
Emulsionerne blev herefter spraytgrret ved 80 °C ved luftflow 0,3 m3/time, fadestram 3,4 ml/min
og 0,8 um dyse. Udbyttet af pulver efter spraytarring er vist i Figur 5-22.

Figur 5-22 Pulverudbytte efter spraytgrring.

Prove nr. Udbytte (g) Teoretisk udbytte (g) Udbytte (%)
14 12,78 29 44,1

15 0,54 29 1,9

16 2,25 29 7,8

17 1 29 3,4

18 18 29 62,1
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Udbyttet af pulver var hgjere, nar der blev anvendt valle.

Det teoretiske indhold af carvon i alle pulverpraverne var 3,4 %. Dette kan gges ved eksem-
pelvis at anvende ren carvon som oliefase (teoretisk carvonindhold bliver herved 34 %).
Et billede af Prave 18 (fremstillet med egen valle) er vist i Figur 5-23.

Figur 5-23 Indkapslet carvon i egen valle
(Prove 18 efter spraytgrring).

5.3 Aktivitet 3.3 Evaluering af indkapslede produkt

De indkapslede produkter (spraytagrrede praver 14-18) blev testet i tyggegummi. Forsggene er
indledende, og blev udfert for at give et indblik i de indkapslede produkters funktioner. Flere
forseg er pakraevet i forbindelse med egentlig produktudvikling.

Tyggegummi blev fremstillet ved brug af kit "make your own chewing gum kit” indeholdende
gummibase, flormelis og majsstivelse (se Figur 5-24).

fges 6 & Up

MAKE YOUR Own

CHICLE FROM THE ARINFOREST :
1S WHAT GIVES THIS GUM
ITS CHEW!

€ASY TO MAKE ON
netiot, 6.5 oz. (184 grams) m STOVE OR IN MiCROWAVE M

Figur 5-24 Make your own chewing gum kit.

Til tyggegummimassen blev tilsat enten frit carvon i olieopl@sning eller indkapslet carvon. Frit
carvon blev tilsat i form af en 10 % carvonoplgsning i solsikkeolie.

Tyggegummimassen kunne maksimalt optage ca. 0,15 g pulver pr. 1 g tyggegummimasse.
0,15 g pulver indeholder teoretisk 0,005 g carvon. Til prgven med frit carvon (tilsat som 10 %
oplgsning) skulle der saledes tilseettes 0,05 g carvonoplgsning pr. 1 g tyggegummimasse for
at opna samme carvonkoncentration. Ved en fejl blev der tilsat den dobbelte maengde (0,18 g
carvonoplgsning).
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Meengden af tyggegummimasse og carvontilseetning i de forskellige prgver er vist i Figur 5-25.
Til test af Prgve 15 burde have vaeret anvendt 0,75 g, men udbyttet fra spraytgrringsprocessen
var kun 0,54 g, sa derfor er denne maengde anvendt.

Figur 5-25 Oversigt over tyggegummiprgver.

Prove Tyggegummimasse (g) Pulver (g) (C;I)ie
14 60 8,7

15 5 0,54

17 5 0,75

18 20 3,0

Frit carvon (olieopl.) 18 1,8

Et billede af tyggegummi efter fremstilling er vist i Figur 5-26.

Figur 5-26 Tyggegummiprgve med carvon.

Indholdet af carvon i tyggegummiprgverne blev ikke analyseret i projektet. Frigivelse af carvon
ved tygning blev malt ved brug af en tyggemaskine. Der blev anvendt en tyggebuffer, som blev
fremstillet som faelger: 2,72 g kaliumphosphat oplgses i 1.000 ml demineraliseret vand. pH ju-
steres med NaOH til pH 7,4.

Frigivelsen af carvon fra tyggegummiprgver med Prave 15 (fremstillet med maltodextrin), Prave
18 (fremstillet med egen valle) samt tyggegummi med frit carvon blev testet. 1-1,5 g tygge-
gummi blev testet pr. gang i 20 ml tyggebuffer. Prgverne blev testet i duplikater. Der blev udta-
get praver af tyggebufferen efter 2, 5, 15 og 30 min. Carvonkoncentrationen i alle prgverne blev
analyseret med GC. Frigivelsesprofilerne er preesenteret i Figur 5-27.
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Figur 5-27 Frigivelsesprofiler for tyggegummi.

Meengden af frigivet carvon fra tyggegummi med Prave 15 var meget lavt. Dette kan skyldes,
at meengden af carvon i pulveret var meget lav fra start pa grund af det store tab under spray-
tarringsprocessen. Ligeledes ser det ud til, at maengden af carvon i tyggegummi med Prgve
18 er mindre end halvt sa lavt sammenlignet med carvonindholdet i tyggegummi med frit car-
von. Dette kan skyldes procesvariationer.

Carvon i fri form frigives hurtigere sammenlignet med indkapslet carvon, men tyggegummi
med frit carvon har i sig selv en fin frigivelsesprofil.

Uden kendskab til indholdet af carvon i tyggegummiprgverne er en vurdering af frigivelsespro-
filen sveer. Det vurderes umiddelbart, at indkapslingen ikke har forlaenget frigivelsen af carvon,
men samtidig vurderes det pa baggrund af litteraturen at man ved at variere procesparamet-
rene kan opna et produkt, hvor frigivelsesprofilen er modificeret.

En fordel ved indkapslingsprocessen er, at carvon kan tilsaettes pa pulverform, hvilket typisk er
lettere at handtere sammenlignet med olieformen.

5.4 Aktivitet 3.4 Vurdering af forretningspotentiale for
indkapslet produkt

| de udfarte forse@g er maltodextrin anvendt til sammenligning, idet Alkalon oplyser, at der ty-

pisk anvendes maltodextrin til indkapsling af aktivstoffer i dag. Forretningspotentialet for det

indkapslede carvonprodukt vurderes derfor i forhold til det tilsvarende produkt indkapslet i

maltodextrin.

Faelles for indkapslingsprocesserne udfgrt med valle og med maltodextrin er homogenise-
ringsprocessen samt spraytarringsprocessen. Omkostningerne til disse processer vurderes at
veere uafhaengige af indkapslingsmaterialet (maltodextrin eller valle).

Prisen pa maltodextrin varierer, men er typisk 5-25 $/kg. Til fremstilling af en 10 % maltodextri-
noplgsning, som blev testet i projektet, vil udgiften til maltodextrin altsa vaere 3,5-17,5 kr. pr.
kg opl@sning. Hertil kommer udgifterne til det vand, som maltodextrinen skal oplgses i. Til
sammenligning vil prisen for valle produceret i projektet vaere under 1 kr./ kg.
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Indkapslingsprocessen er udfgrt med henblik pa at fa et godt resultat ved brug af valle. Malto-
dextrin blev anvendt til sammenligning, men pulverudbyttet ved brug af maltodextrin var meget
lavt. Det er ikke testet, om dette udbytte kan @ges ved at aendre procesparametrene. | en vur-
dering af forretningspotentialet ber de to processer sammenlignes under hver deres optimale
produktionsbetingelser.

Alkalon har ikke tal for, hvor meget smag og aroma, der anvendes i tyggegummiproduktionen i
dag, hvilket vanskeligger en yderligere vurdering af forretningspotentialet.
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6. Arbejdspakke 4 — Udvikling
af ingrediens til drikkeligt
produkt

Markedet for proteinberigede produkter har igennem de senere ar veeret i kraftig vaekst. Sale-
des er det i dag muligt at kebe proteinberigede drikkeprodukter i neesten alle supermarke-
der/tankstationer, hvilket ikke var tilfeeldet for fa ar siden. Alene i 2015 blev der lanceret ca.
2.400 produkter med anmaerkningen "hgj protein”. For at kunne anvende denne "hgj protein”-
anmeerkning skal mindst 20 % af energiindholdet i fadevaren ifglge EU’s krav (regulation (EU)
No 1924/2006, No 1047/2012) komme fra protein. Anmeerkningen med "hgj protein” er steget
med 530 % fra 2005 til 2015 og forventes at stige yderligere 1,1 % i 2016 i forhold til 2015
(Mintel, 2016). Det er primaert snacks, mejeriprodukter, drikkelige produkter, bageriprodukter
og feerdigretter der undergar en proteinberigelse. | drikkelige produkter anvendes i dag pri-
meert vallepulver.

Indevaerende arbejdspakke havde til formal at udvikle et drikkeligt produkt af tilsvarende kvali-
tet som allerede eksisterende kommercielle pulver med udgangspunkt i flydende valleprotei-
nisolaterne fra arbejdspakke 1.

6.1 Aktivitet 4.1 Fastlzeggelse af egenskaber for det anvendte
valleprotein
Kvalitetskravene til ingredienser anvendt i drikkelige produkter varierer og athaenger bl.a. af
gnskerne om produktets smag og pH og af, hvor tyktflydende produktet skal veere. Det bety-
der, at nogle af kravene til kommercielt tilgeengelig ingredienser anvendt i drikkelige produkter
eksempelvis er pulverets udseende og viskositetsgivende egenskaber samt neutral smag og
god genoplgselighed. De funktionelle og kvalitetsmaessige egenskaber af flydende proteiner
fra oprensningerne i projektet er derfor afggrende for deres kvalitet og anvendelsespotentiale.
To kommercielle pulverprodukter blev derfor testet for smag, reoplgselighedsevner og viskosi-
tetsgivende egenskaber.

Ved fremstilling af drikkelige produkter skal proteiningrediensen farst oplgses. Partikler, som
ikke er oplgst, kan potentielt have stor indflydelse pé viskositet, tekstur og smag af det feerdige
produkt. Uoplgste partikler risikerer desuden at ende som bundfald i det feerdige produkt. Test
at to kommercielle valleproteinpulvere viste, at reoplgseligheden 1& pa omkring 90 % til 92 %
ved kort tids mixning (1 min), og der kunne ikke oplgses signifikant mere ved gget mixning (Fi-
gur 6-1).
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Figur 6-1 Test af pulverreoplgseligheden ved stuetemperatur og anvendelse af hgjhastigheds-
miksning 1 minut og 5 minutter af to forskellige kommercielle valleproteinpulvere.

Viskositeten af forskellige isolerede vallefraktioner blev testet og sammenlignet med de to kom-
mercielle pulvere. Testen viste, at valleproteinfraktion batch 6 gav hgjere viskositet end batch
12, 9 og 8 (Figur 6-2). Inden test blev pr@gverne fortyndet til samme proteinkoncentration, sale-
des at prgverne kan sammenlignes indbyrdes. De to kommercielle pulver gav sammenlignelige
viskositeter som batch 8, 9 og 12.

Viskositet

valle sarch 12 |
velle sech >
valle sach s
valle sach ¢

0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000
Viskositet [mPa*s]

Figur 6-2 Resultatet af viskositetsmalinger pa forskellige batch af oprensede vallefraktioner.
Testet ved 4 % proteinkoncentration, 22 grader og 50s-1 i omdrejningshastighed.

I kommercielle drikkelige produkter anvendes typisk forskellige typer af stabilisatorer til at skabe
mere viskositet, da proteinerne i sig selv ikke giver de gnskede konsistenser.
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6.2 Aktivitet 4.2 Anvendelse af koncentrerede vallefraktioner i
drikkelige produkter

| indeveerende aktivitet blev der med udgangspunkt i producerede valleproteinisolater udviklet

en drikkelig proteindrik af MyDrink Beverages, som er partner i projektet. | udviklingen af drik-

kelige produkter er der en lang reekke af parametre herunder smag, surhedsregulering, sade-

stoffer og farve, som skal tages i betragtning. | de nedenstaende afsnit beskrives disse kort.

Smag: De mest almindelige smagsvarianter pa markedet for drikkelige produkter er banan,
jordbaer og andre baersmage, og der anvendes ofte naturlige smagsstoffer. | de udarbejdede
prototyper blev der anvendt jordbsersmag.

Surhedsregulering: Valleprotein har en stor bufferkapacitet med en pH pa ca. 6,5. For at for-
bedre holdbarheden er det ngdvendigt at seenke pH til omkring 3,5. Det mest almindelige sur-
hedsregulerende middel i drikkelige produkter er citronsyre. Denne syre er en svag syre, hvil-
ket bevirker, at der skal anvendes store maengder i drikke med et hgjt indhold af protein for at
opna det gnskede niveau. Dette kan i mange tilfeelde influere negativt pa smagen.

Maelke- og/eller fosfatsyre anvendes derfor ofte som surhedsregulerende middel i drikke med
et hgijt proteinindhold. Da fosfatsyre har en mindre effekt pa smagen, er denne anvendt til de
udviklede prototyper.

Sedemiddel: Til at sede drikkeprodukter anvendes der enten kunstige eller naturlige sgde-
midler som eksempelvis stevia og sukrose. | drikkeprodukter med lave kalorievaerdier anven-
des der typisk sgdemidlet sucralose. Dette sedemiddel har ogsa den fordel, at det er stabilt
ved hgje temperaturer, som bruges ved pasteurisering, og har mindre eftersmag i forhold til
gvrige kunstige sedemidler. | udvikling af prototyperne blev der afprgvet forskellige kombinati-
oner af sgdemidler.

Farve: Farven pa de anvendte vallekoncentrater var 'maelket’; dog var en enkelt mere transpa-
rent, sammenlignelig med juice. Produktet blev farvet lyserad ved tilsaetning af farvestof.

Proteinindholdet i kommercielle proteindrikkeprodukter pa det danske marked varierer mellem
4 0og 10 %. | projektet blev der udviklet forskellige drikkelige produkter med forskelligt protein-
indhold ved anvendelse af forskellige vallekoncentrater fra arbejdspakke 1. Et eksempel pa en
udviklet prototype kan ses i Figur 6-3.

ol '
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Figur 6-3 Udarbejdet prototype af drikkelige produkt med jordbaersmag ud fra oprenset valle-
protein, batch 8 med 4 g protein/100 ml. Prototype udarbejdet af partner i projektet MyDrink Be-
verages.

6.3 Aktivitet 4.3 Evaluering af det drikkelige produkt

| denne aktivitet blev prototypen indeholdende vallekoncentrat fra batch 8 sammenholdt med en
reekke kommercielt tilgeengelige drikkeprodukter fra det danske marked. Batch 8 blev valgt som
en repraesentativ prgve for et koncentrat uden saltreduktion til fremstilling af prototypen. For
prototypen og de kommercielle produkter blev testet vigtige parametre som viskositet, tekstur
0g smag.

Analyserne viste, at produkterne overordnet set kan kategoriseres i produkter med enten hgj
eller lav viskositet. Ud af ni kommercielle produkter havde tre af produkterne lav viskositet (<4
mPa*s), hvorimod de resterende seks produkter havde hgj viskositet (14 til 54 mPa*s), se Figur

6.5. Den fremstillede prototype fra batch 8 havde en lav viskositet p4 omtrent samme niveau
som de tre kommercielle produkter med lav viskositet (Figur 6.4).

Viskositet

vend
Kommerciel produkt 3 —
ommerciel produic 2
ommercie produit 1 N
Prototype MyDrink batch 8 —

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Viskositet [mPa-s] ved 50 (1/s)

Figur 6-4 Produkter med lav viskositet. Malt som mPa-s, ved 50 1/s og 22 grader.

50 Miljgstyrelsen / Bedre udnyttelse af valle p4 mindre mejerier



Viskositet

Kommerciel produkt 9  [INNENEGE-
Kommerciel produkt 8 |-
Kommerciel produkt 7 I
Kommerciel yoghurt produkt 6 I
Kommerciel yoghurt produkt 5 I
Kommerciel produkt 4 I
0 10 20 30 40 50 60 70

Viskositet [mPa-s] ved 50 (1/s)

Figur 6-5 Kommerciel produkter nr. 4-9 med hgj viskositet. Malt som mPa-s, ved 50 1/s og 22
grader.

Viskositeten blev ogsa malt som funktion af omdrejningshastigheden. Ved denne analyse viste
prototypen (batch 8) svagt hastighedsfortyndende egenskaber. De kommercielle produkter
med lav viskositet viste enten ingen sammenhaeng mellem viskositet og omdrejningshastighed
(newtonsk opfgrsel) eller svagt hastighedsfortyndende egenskaber. Alle de kommercielle pro-
dukter med hgj viskositet besad den fysiske egenskab der kaldes tixotropisk, der bevirker, at
de eendre viskositet med tiden ved en konstant omdrejningspavirkning. Det betyder, at de viste
kraftigt hastighedsfortyndende egenskaber, og at viskositet ikke kommer tilbage til udgangs-
punktet, nar omdrejningshastigheden aendres. Dette er helt normalt for yoghurt og eksempel-
vis maling. | kategorien med hgjere viskositet var to proteinberigede drikkeyoghurter. Viskosi-
teten for to produkter 1& omkring 15 mPa*s, og fire produkter inkl. drikkeyoghurt har ca. 4
gange hgjere viskositet (43-56 mPa*s) (Figur 6.5).

De teksturelle egenskaber viste, at kun 3 kommercielle drikkeprodukter (alle med hgj viskosi-
tet) viste viskoelastiske egenskaber. Det betyder, at produkterne er bade viskgse og elastiske
pa samme tid. Dette kan give en sendret mundfelelse ved indtag i forhold til, hvis produktet
ikke udviser viskoelastiske egenskaber. @vrige kommercielle produkter samt udviklet proto-
type havde ikke viskoelastiske egenskaber, og produkterne var uden hastighedsafheengighed.
Smag, mundfglelse og eftersmag blev vurderet for alle produkter. De fleste produkter, bade de
kommercielle, som er pa markedet, samt prototypen, viste klar eftersmag fra proteinerne. Ef-
tersmagen beskrives som proteineftersmag, som kan vaere lidt sur og udtgrrende (astringe-
rende).

6.4 Aktivitet 4.4 Vurdering af potentiale for drikkeligt produkt
Sports- og energidrikkeprodukter udgar 8 % af det totale europaeiske marked for drikkeproduk-
ter (Innova Market insights, 2014). Markedet er vokset, og der bliver til stadighed lanceret nye
proteinprodukter. England er det land i Europa, hvor der lanceres flest nye produkter, dobbelt
sa mange som for eksempel Spanien, Tyskland og ltalien. | England blev der lanceret 293 nye
proteinprodukter i 2015 og 260 indtil august 2016 (Mintel, 2016). Drikkelige produkter med "hgj
protein” udger 12 % af det totale marked for proteinberigede produkter (Mintel, 2016).

Det vurderes, at den udviklede prototype pa et drikkeligt produkt, hvor opkoncentreret valle fra

de deltagende mejerier benyttes, har sammenlignelige fysiske og smagsmaessige egenskaber
med lignede kommercielle produkter, der allerede er pa marked. Den udviklede prototype med
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flydende proteiningrediens afviger saledes ikke vaesentligt i forhold til produkter pa markedet,
hvori der anvendes pulver. Resultaterne for den udviklede prototype viste smag, udseende, ef-
tersmag og mundfornemmelse, som blev vurderet bedre end eller pA samme niveau som pro-
dukter pa markedet indeholdende valleproteinpulver. Den bedre smag blev opnaet pa produktet
ved at kombinere s@destofferne, hvor indholdet af det kunstige sedemiddel sucralose er noget
mindre end i lignende konkurrerende produkter pa marked. Kalorieindholdet i den udviklede
prototype blev evalueret i forhold til teoretiske beregninger og viste et lavt indhold pa ~60
Kcal/100 ml i forhold til gvrige kommercielle produkter.

52 Miljgstyrelsen / Bedre udnyttelse af valle pa mindre mejerier



7. Referencer

e Barrow, C., & Shahidi, F. (2007). Marine Nutraceuticals and Functional Foods. CRC Press.
e Barzin, J., C. Feng, K.C. Khulbe, T. Matsuura, S.S. Madaeni & H. Mirzadeh (2004): Charac-
terization of Polyethersulfone Hemodialysis Membrane by Ultrafiltration and Atomic Force

Microscopy. Journal of Membrane Science, Vol. 237, July 2004, issue 1-2, p77-85.

e Burgain, J., Gaiani, C., & Scher, J. (2011). Encapsulation of probiotic living cells: From la-
boratory scale to industrial applications. Journal of Food Engineering, s. 467-483.

e Bylund, G. (1995). Dairy processen handbook. Tetra Pak Processing Systems AB, Lund,
Sverige.

o de Kruif, C., Weinbreck, F., & de Vries, R. (2004). Complex coacervation of proteins and ani-
onic polysaccharides. Current Opinion in Colloid & Interface Science, s. 340—-349.

o Demetriades, K., Coupland, J., & McClements, D. (1997). Physical Properties of Whey Pro-
tein Stabilized Emulsions as. Journal of Food Science, s. 342-347.

e Djordjevic, D., McClements, D., & Decker, E. (2004). Oxidative Stability of Whey Protein-sta-
bilized Oil-in-water Emulsions at pH 3: Potential w-3 Fatty Acid Delivery Systems (Part B).
Journal of Food Science, s. 356-362.

e Doherty, S., Gee, V., Ross, R., Stanton, C., Fitzgerald, C., & Brodkorb, A. (2011). Develop-
ment and characterisation of whey protein micro-beads as potential matrices for probiotic
protection. Food Hydrocolloids, s. 1604-1617.

e Dybowska, B. (2011). Whey protein-stabilized emulsion properties in relation to thermal
modification of the continuous phase. Journal of Food Engineering, s. 81-88.

e Eratte, D., Wang, B., Dowling, K., Barrow, C., & Adhikari, B. (2014). Complex coacervation
with whey protein isolate and gum arabic for the microencapsulation of omega-3 rich tuna
oil. Food & Funktion, s. 2743-2750.

o Esfanjani, A., Jafari, S., Assadpoor, E., & Mohammadi, A. (2015). Nano-encapsulation of
saffron extract through double-layered multiple emulsions of pectin and whey protein con-
centrate. Journal of Food Engineering, s. 149-155.

e Fox, P.F., & McSweeney, P.L.H. (1998a). Production and utilization of milk. Dairy chemistry
and biochemistry (1 st ed., pp 1-20). London, UK: Blackie Academic & Professional.

e Fox, P.F., & McSweeney, P.L.H. (1998b). Milk proteins. Dairy chemistry and biochemistry (1
st ed., pp 146-237). London, UK: Blackie Academic & Professional.

e Frandsen, C. (2015). Personlig samtale med Carsten Frandsen. Direktar pa Endrup Andels-
mejeri. Bygaden 43, 6740 Bramming.

e Fresenius, 2007. Produktbrochure fra Fresenius Medical Care AG, Hamburg: Haemodialysis
- Dialysis and Filters — Product Range. www.fmc-ag.com.

e Gad, A., Khadrawy, Y., EI-Nekeety , A., Mohamed, S., Hassan, N., & Abdel-Wahhab, M.
(2011). Antioxidant activity and hepatoprotective effects of whey protein and Spirulina in
rats. Nutrition, s. 582-589.

e Gebara, C., Chaves, K., Ribeiro, M., Souza, F., Grosso, C., & Gigante, M. (2013). Viability of
Lactobacillus acidophilus La5 in pectin-whey protein microparticles during exposure to simu-
lated gastrointestinal conditions. Food Research International, s. 872-878.

e Giroux, H., & Britten, M. (2011). Encapsulation of hydrophobic aroma in whey protein nano-
particles. Journal of Microencapsulation, s. 337-343.

e Gunasekaran, S. (2008). Whey protein hydrogels and nanoparticles for encapsulation and
controlled delivery of bioactive compounds. | C. Onwulata, & P. Huth, Whey processing,
functionality and health benefits. Wiley-Blackwell.

e Gunasekaran, S., Ko, S., & Xiao, L. (2007). Use of whey proteins for encapsulation and con-
trolled. Journal of Food Engineering, s. 31-40.

Miljgstyrelsen / Bedre udnyttelse af valle pa mindre mejerier 53


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0376738804001784
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0376738804001784
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0376738804001784
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0376738804001784
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0376738804001784
http://www.fmc-ag.com/

e Hambreeus, L. & Lénnerdal (2003). Nutritional aspects of milk proteins. In P.F. Fox & P.L.H.
McSweeney (Eds.), Advanced dairy chemistry, volume 1, proteins, part A (3rd ed., 605-640).
New York, NY, USA: Kluwer Academic / Plenum Publishers.

e Hoffmann, M., & van Mil, P. (1997). Heat-Induced Aggregation of b-Lactoglobulin: Role of the
Free Thiol Group and Disulfide Bonds. Journal of Agricultural and Food Chemistry, s.
2942-2948.

e Holm, H. (2015). Personlig telefonsamtale, december 2015. Dialysekonsulent firma Fresenius
Medical Care, tel 4322 6100, henrik.holm@fma-ag.com.

e Hundre, S., Karthik, P., & Anandharamakrishnan, C. (2015). Effect of whey protein isolate
and b-cyclodextrin wall systems on stability of microencapsulated vanillin by spray—freeze
drying method. Food Chemistry, s. 16-24.

e Jacobsen, Brian H., et al. Biogasproduktion i Danmark—Vurderinger af drifts-og samfundsgko-
nomi. Institut for Fadevare-og Ressourcegkonomi, Kgbenhavns Universitet, 2013.

e Jain, A, Thakur, D., Ghosal, G., Katare, O., & Shivhare, U. (2015). Microencapsulation by
Complex Coacervation Using Whey Protein Isolates and Gum Acacia: An Approach to Pre-
serve the Functionality and Controlled Release of 3-Carotene. Food Bioprocess Technology,
s. 1635-1644.

e Jantzen, M., Gopel, A., & Beermann, C. (2013). Direct spray drying and microencapsulation
of probiotic Lactobacillus reuteri from slurry fermentation with whey. Journal of Applied Micro-
biology, s. 1029-1036.

o Kielberg, V. & Rasmussen, L. (2000). Proteiner — Oprensning og karakterisering. Gads For-
lag. Kgbenhavn.

o Kgnigsfeldt, P. (2013). Personlig samtale, april 2013. MSc udviklingsingenigr ved. Danmark
Protein A/S (Arla), Videbaek.

e Li, B, Jiang, Y., Liu, F., Chai, Z., Li, Y., & Leng, X. (2011). Study of the Encapsulation Effi-
ciency and Controlled Release Property of Whey Protein Isolate—Polysaccharide Complexes
in W1/0O/W2 Double Emulsions. International Journal of Food Engineering.

e Loryn,L. (2014). Evaluation of Sensory Thresholds and Perception of Sodium Chloride in
Grape Juice and Wine.Am.J.Enol.Vitic, 65:1, s.124-133.

e McClements, D. (2010). Emulsion Design to Improve the Delivery of Functional Lipophilic
Components. Annu. Rev. Food Sci. Technol., s. 241-269.

e Na, H., Kim, J., Kim, J., & Lee, K. (2011). Encapsulation of Fish Oil Using Cyclodextrin and
Whey Protein. Biotechnology and Bioprocess Engineering(16), s. 1077-1082.

¢ Nielsen, W. E. (2000). Omdannes i ost under syrning og modning. Jordbrugsforlaget. Kaben-
havn.

e Pimentel-Gonzalez, D., Campos-Montiel, R., Lobato-Calleros, C., Pedroza-Islas, R., & Ver-
non-Carter, E. (2009). Encapsulation of Lactobacillus rhamnosus in double emulsions formu-
lated with sweet whey as emulsifier and survival in simulated gastrointestinal conditions.
Food Research International, s. 292-297.

e Pinto, S., Verruck, S., Vieira, C., Prudencio, E., Amante, E., & Amboni, R. (2015). Influence of
microencapsulation with sweet whey and prebiotics on the survival of Bifidobacterium-BB-12
under simulated gastrointestinal conditions and heat treatments. LWT - Food Science and
Technology, s. 1004-1009.

e Poulsen, C. (2015). Personlig samtale omkring valle og valleprodukter. Videbaek, Danmark:
Arla Foods Ingredients.

e Rajam, R., Karthik, P., Parthasarathi, S., Joseph, G., & Anandharamakrishnan, C. (2012). Ef-
fect of whey protein — alginate wall systems on survival of microencapsulated Lactobacillus
plantarum in simulated gastrointestinal conditions. Journal of Functional Foods, s. 891-898.

¢ Ries, D., Ye, A., Haisman, D., & Singh, H. (2010). Antioxidant properties of caseins and whey
proteins in model oil-in-water emulsions. International Dairy Journal, s. 72-78.

¢ Rodea-Gonzalez, D., Cruz-Olivares, J., Roman-Guerrero, A., Rodriguez-Huezo, M., Vernon-
Carter, E., & Pérez-Alonso, C. (2012). Spray-dried encapsulation of chia essential oil (Salvia
hispanica L.) in whey. Journal of Food Engineering, s. 102-109.

54 Miljgstyrelsen / Bedre udnyttelse af valle pa mindre mejerier



Romendetto , G., Paquin, P., & Subirade, M. (2002). Cold gelation of b-lactoglobulin in the
presence of iron. Food Chemistry and Toxicology(2), s. 586-595.

Schaafsma, G., Lactose and lactose derivatives as bioactive ingredients in human nutrition.
International Dairy Journal 18 (2008) 458—465.

Schmitt, C., & Turgeon, S. (2011). Protein/polysaccharide complexes and coacervates in
food systems. Advances in Colloid and Interface Science, s. 63-70.

Shen, Q., & Quek, S. (2014). Microencapsulation of astaxanthin with blends of milk protein
and fiber by spray drying. Journal of Food Engineering, s. 165-171.

Shi, J. (2016). Functional food ingredients and nutraceuticals (Arg. 2). CRC Press, Taylor
and Francis Group.

Singh, T., QGiseth, S., Lundin, L., & Day, L. (2014). Influence of heat and shear induced pro-
tein aggregation on the in vitro digestion rate of whey proteins. Food an Function, s. 2686—
2698.

Smith, J., & Charter, E. (2010). Functional food product development. (F. Shahidi, Red.)
Wiley-Blackwell.

Somasundaran, P. (2006). Encyclopedia of Surface and Colloid Science. Taylor and Fran-
cis.

Sarensen, H. (2014). Analysis and application of whey protein depleted skim milk systems —
In relation to micreostructure caused by microfiltration and ultra-high pressure homogeniza-
tion (PhD, KU-LIFE)., 1-77 (Frederiksberg, Denmark).

Sarensen, H., Mortensen, K., Humborstad, G., Larsen, F-H, Paulsson, M. & Ipsen, R.
(2014). Dynamic ultra-high pressure homogenisation of milk casein concentrates: Influence
of casein content. Innovative Food Science and Emerging Technologies 12: 122-131.
Staunsbaek, N. (2015). Personlig samtale med Niels Staunsbeaek. Teknisk direkter paA Mam-
men Mejeri A/S. Mammen Byvej 32, 8850 Bjerringbro.

Taherian, A., Britten, M., Sabik, H., & Fustier, P. (2011). Ability of whey protein isolate
and/or fish gelatin to inhibit physical separation and lipid oxidation in fish oil-in-water bever-
age emulsion. Food Hydrocolloids, s. 868-878.

Taneja, A., & Singh, H. (2012). Challenges for the Delivery of Long-Chain n-3 Fatty Acids in
Functional Foods. Annu. Rev. Food Sci. Technol., s. 105-123.

Toft, H. (2015). Personlig samtale med Henrik Toft. Mejeri Chef pa Lagismose Mejeri. Ny
Vestergade 2-4, Allested, 5672 Broby.

Turasan, H., Sahin, S., & Sumnu, G. (2015). Encapsulation of rosemary essential oil. LWT -
Food Science and Technology, s. 112-119.

Turgeon, S., Schmitt, C., & Sanchez, C. (2007). Protein — polysaccharide complexes and
coacervates. Current Opinion in Colloid & Interface Science, s. 166-178.

Vonasek, E., Le, P., & Nitin, N. (2014). Encapsulation of bacteriophages in whey protein
films for extended. Food Hydrocolloids, s. 7-13.

Weinbreck, F., de Vries, R., Schrooyen, P., & de Kruif, C. (2003). Complex Coacervation of
Whey Proteins and Gum Arabic. Biomacromolecules, s. 293 - 303.

Weinbreck, Tromp, R., & Kruif, C. (2004). Composition and Structure of Whey Protein/Gum
Arabic Coacervates. Biomacromolecules, s. 1437-1445.

Yazicioglu, B., Sahin, S., & Sumnu, G. (2015). Microencapsulation of wheat germ oil. J Food
Sci Technol, s. 3590-3597.

Miljgstyrelsen / Bedre udnyttelse af valle pa mindre mejerier 55



Bilag 1. @konomisk beregning

Ngdvendige membranareal A= Qp / ®
Hvor:
A: membran areal [m?]
Qp : Permeatflow [m%/h]
@ : Specifik permeatflux [m/h]
Antaget ® = 0,015 m/h (for begge filtre, se Figur 3-2)
A =48 m3/h /0,015 m/h = 3200 m?
Arligudgit U=A-P/T
Hvor:
T: Membranlevetid [ar]

P: Membranpris (enhedspris / areal pr enhed) [kr./m?]

Antaget:
Tdialysefilter = 1/365 ar, Tspiralmoduler = 2 ar (se Figur 3-2)

Dialysefilter U = 3200 m? - 64 kr./m? /(1/365) ar = 74,8 mio. kr./ar
Traditionelt spiralfilter U = 3200 m? - 160 kr./m? / 2 &r = 256.000 kr./ar
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Bedre udnyttelse af valle pa mindre mejerier

Projektet har arbejdet med at finde alternative anvendelser for flydende valle, sa de
mindre mejerier kan springe tgrreprocessen over og optimere deres indtjening. Val-
len fra mejerierne er blevet opkoncentreret ved forskellige membranbehandlinger og
der er undersggt to anvendelsesomrader: Et hvor den flydende valle anvendes di-
rekte til fitnessdrikke og et andet, hvor vallen bruges som indkapslingsmateriale i tyg-
gegummi.

De fitnessdrikke, der kan kebes pa markedet i dag forudseetter brugen af terret valle.
Derfor har man arbejdet med at oprense sma maengder flydende valle via membran-
filtrering, som herefter er blevet afprovet til drikke tilsat forskellige smage. Smagstest
viste, at produkterne er pa hgjde med de kommercielle drikke fremstillet pa vallepul-
ver. Udfordringen er pa nuvaerende tidspunkt den flydende valles begraensede hold-
barhed der stiller krav til logistikken.

Den anden anvendelsesmulighed, der er undersegt i projektet, er brugen af flydende
valle til indkapsling af eksempelvis smagsstoffer i tyggegummi. | dag anvender man
ofte maltodextrin, men indtil videre tegner brugen af flydende valle lovende.
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