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Sammendrag

| Norge destrueres 3 millioner verpehgns (Gallus gallus domesticus) hvert ar, noe som
tilsvarer 1,5 millioner kg rent hensekjott. Verpehgnene har i utgangspunktet hgy
erngringsverdi, og det er derfor etisk problematisk at de blir sendt til forbrenning som
risikoavfall. I tillegg utgjer destrueringen en stor kostnad for eggprodusentene. Restrastoff fra
verpehgns er en interessant rastoffkilde, som potensielt kan utnyttes i produksjon av
ingredienser til humant konsum og dyrefér. Den globale befolkningsveksten medfarer et
gkende behov for mat. For & dekke dette behovet er det viktig a utnytte tilgjengelige ressurser.
Selv om restrastoff av estetiske arsaker oppfattes som en lite attraktiv kilde til neering, vil det

bli ngdvendig a utnytte denne ressursen i fremtiden.

Malet med denne oppgaven har vert & studere muligheten for utnyttelse av restrastoff fra
verpehgns. Til dette formalet har tre ulike prosesseringsmetoder blitt brukt: varmebehandling,
enzymatisk hydrolyse og ensilering. Metodene er opprinnelig utviklet for utnyttelse av
restrastoff fra fisk, og det har derfor veert av interesse & se om de ogsa kan brukes til utnyttelse
av restrastoff fra verpehgns. Varmebehandling ble utfert pa kvernet restrastoff ved 100 °C i 15
minutter (naturlig pH), enzymatisk hydrolyse ble utfert pa kvernet restrastoff ved 50 °C i 60
minutter (naturlig pH) og ensilering ble utfert pa kvernet restrastoff ved 40 °C i 24 timer (pH

= 3). Prosesseringsmetodene ble evaluert med hensyn pa utbytte og produktenes kvalitet.

Varmebehandling og enzymatisk hydrolyse var egnet til & separere lipid fra resten av
komponentene i restrastoffet. Den separerte oljen (50,1-82,3 % av restrastoffets lipidinnhold)
var av god kvalitet, basert pa FFA (< 1,0 %) og TOTOX (< 3,9). Oljens
fettsyresammensetning ble pavirket av restrastoffets sammensetning, men ikke av
prosesseringsmetode. Varmebehandlingen ga et lavt proteinutbytte (1,9 - 2,9 %) i limvann, og
slammet hadde en fordgyelighet pa 42,3-58,0 %. Prosesseringsmetoden var derfor darlig
egnet til utnyttelse av restrastoffets proteininnhold. Enzymatisk hydrolyse med tilsetning av
0,1 % Protamex og 0,1 % Papain + Bromelain ga henseproteinhydrolysat (HPH) med et
signifikant hgyere proteininnhold (85,1-94,6 %), og et signifikant lavere lipidinnhold (0,3—
1,1 %), sammenlignet med autolytisk hydrolyse (proteininnhold: 64,8-72,3 %, lipidinnhold:
1,0-2,6 %). Dette indikerer at den endogene enzymaktiviteten var lav ved pH-betingelsene for
den enzymatiske hydrolysen. Peptidene i HPH fra hydrolyse med kommersielle enzymer
hadde en bredere molvektsfordeling, og en generelt hgyere molvekt, sammenlignet med
peptidene i HPH fra autolytisk hydrolyse. Tilsetning av 0,1 % Corolase PP ga HPH med et
lavere proteininnhold (77,7-88,5 %), og et hayere lipidinnhold (0,55-3,71 %), sammenlignet



med tilsetning av 0,1 % Protamex og 0,1 % Papain + Bromelain. Oppskalering av enzymatisk
hydrolyse med 0,1 % Papain + Bromelain ga et hgyt terrstoffutbytte i HPH (8,0-8,5 g/ 100 g
rastoff (vatvekt)), sammenlignet med labskala (5,5 g/ 100 g rastoff (vatvekt)). Dette tyder pa
at prosesseringen ogsa er egnet til bruk pa sterre mengder restrastoff, i en industriell
sammenheng. Enzymatisk hydrolyse var derfor egnet til utnyttelse av bade lipid- og
proteininnholdet i restrastoffet. Ensilering av restrastoff med innmat ga en bedre
oljeseparasjon (53,1-65,7 % av restrastoffets lipidinnhold), sammenlignet med restrastoff
uten innmat (14,0-42,5 % av restrastoffets lipidinnhold). Dette indikerer at den endogene
enzymaktiviteten var hgy ved pH-betingelsene for ensileringen. Den separerte oljen var av
darlig kvalitet, basert pa TOTOX (13,2-72,3). Peroksidverdiene viste at sulfitt virket
antioksiderende ved ensilering. Ensilasjen hadde en fordgyelighet pa 63,2-79,7 %. Ensilering

var derfor egnet til utnyttelse av proteininnholdet i restrastoffet.

Det kan konkluderes med at prosesseringsmetoder utviklet for utnyttelse av restrastoff fra
fisk, ogsd kan brukes til utnyttelse av restrastoff fra verpehgns. Produkter fra
varmebehandling og ensilering kan brukes som ingredienser i dyrefér, mens produkter fra

enzymatisk hydrolyse kan brukes som ingredienser i matvarer.



Abstract

In Norway, 3 million discarded egg-laying hens (Gallus gallus domesticus) are destructed
annually. This equates to the amount of 1,5 million kg pure hen meat. Even though the
nutritional value of the laying hens is high, they are destructed as high risk waste. This
handling of a potential food resource raises ethical questions. In addition, the destruction
constitutes an economical burden for the egg-farmers. If processed in a suitable matter, rest
raw material from laying hens can be utilized to produce ingredients for human consumption
and animal feed. This makes it an interesting resource. The global increase in population leads
to a higher demand for food. It is important to utilize the available resources to accommodate
this increased need. Rest raw material might be little appealing as a source of food due to
esthetical reasons. Despite this, it will become necessary to utilize this resource for the benefit

of future generations.

The aim of this thesis has been to study the possibility of utilizing rest raw material from
laying hens. For this purpose, the three different processing methods rendering, enzymatic
hydrolysis and silaging have been used. These methods were originally developed for
utilizing rest raw material from fish, and it has therefore been of interest to see if they can be
used for the utilization of rest raw material from laying hens as well. Rendering was
conducted on minced rest raw material at 100 °C for 15 minutes (natural pH), enzymatic
hydrolysis was conducted on minced rest raw material at 50 °C for 60 minutes (natural pH),
and silaging was conducted on minced rest raw material at 40 °C for 24 hours (pH = 3). The
three different processing methods were evaluated based on the yield and quality of the

products, after processing.

Rendering and enzymatic hydrolysis were both suitable for separating lipids from the rest of
the components of the rest raw material. The quality of the separated oil (50,1-82,3 % of the
total lipid content in the rest raw material) was good based on FFA (< 1,0 %) and TOTOX (<
3,9). The fatty acid composition of the oil was not influenced by the processing method used
for separation, but rather on the composition of the rest raw material itself. The protein yield
in the stickwater fraction obtained from rendering was low (1,9-2,9 %), and the digestibility
of the insoluble fraction was found to be 42,3-58,0 %. This indicates that the processing
method is not suitable for utilizing the proteins in the rest raw material. Enzymatic hydrolysis
with addition of 0,1 % Protamex or 0,1 % Papain + Bromelain gave hen protein hydrolysates
(HPH) with a significantly higher protein content (85,1-94,6 %), and a significantly lower
lipid content (0,3-1,1 %), compared to autolytic hydrolysis (protein content: 64,8-72,3 %,



lipid content: 1,0-2,6 %). This indicates that the endogenous enzyme activity, under the pH-
conditions of the enzymatic hydrolysis, was low. The molecular weight distribution of the
peptides in HPH from hydrolysis with commercial enzymes was more diverse compared to
peptides in HPH from autolytic hydrolysis. Generally, the peptides also had a larger molecular
weight. Addition of 0,1 % Corolase PP resulted in HPH with a lower protein content (77,7-85
%), and a higher lipid content (< 3,71 %), compared to addition of 0,1 % Protamex and 0,1 %
Papain + Bromelain. Upscaling of the enzymatic hydrolysis, with addition of 0,1 % Papain +
Bromelain, resulted in a high dry matter yield in HPH (8,0-8,5 g/ 100 g raw material (wet
weight)) compared to lab scale (5,5 g/ 100 g raw material (wet weight)). This indicates that
this type of processing can be used on larger amounts of rest raw material for industrial
purposes as well. Enzymatic hydrolysis can therefore enable utilization of both the lipid and
the protein content of the rest raw material. Silaging of rest raw material from laying hens
including offal resulted in a better oil separation (53,1-65,7 % of the total lipid content in the
rest raw material) compared to silaging of rest raw material not containing offal (14,0-42,5 %
of the total lipid content in the rest raw material). This indicates that the endogenous enzyme
activity, under the pH-conditions of the silaging, was high. The oil separated from the rest raw
material by silaging was of bad quality based on TOTOX (13,2-72,3). The peroxide values
showed that sulfite has an antioxidative function during silaging. The silage had a digestibility
of 63,2-79,7%. These results indicate that silaging, of rest raw material including offal, can be

used to utilize the protein content of the rest raw material.

In conclusion, processing methods originally developed for the utilization of rest raw material
from fish, can be used for the utilization of rest raw material from egg-laying hens as well.
Products from rendering and silaging can be used as ingredients in animal feed, while

products from enzymatic hydrolysis can be used as ingredients in food.



Akronymer

AV Anisidine Value (anisidinverdi)

Bl Restrastoff uten tilsatt kommersielle enzym (blank, endogene enzym)
DH Degree of Hydrolysis (hydrolysegrad)

E Ensilering (40 °C, 24 timer)

Ed Restrastoff tilsatt eddiksyre

Ed.S Restrastoff tilsatt eddiksyre + natriumbisulfitt (0,1 %)

FFA Free fatty acids (frie fettsyrer)

GC Gas Chromatography (gasskromatografi)

H Enzymatisk hydrolyse (50 °C, 60 minutter)

HPH Hanseproteinhydrolysat

HPH1 Hanseproteinhydrolysat fra enzymatisk hydrolyse av restrastoff H1
HPH2 Hgnseproteinhydrolysat fra enzymatisk hydrolyse av restrastoff H2
HPLC High Performance Liquid Chromatography

Ma Restrastoff tilsatt maursyre

Ma.S Restrastoff tilsatt maursyre + natriumbisulfitt (0,1 %)

O Uten hydrolyse (nullprgve)

P+B Restrastoff tilsatt Papain + Bromelain (0,05 % + 0,05 %)

PP Restrastoff tilsatt Corolase PP (0,1 %)

Pr Restrastoff tilsatt Protamex (0,1 %)

PV Peroxide Value (peroksidverdi)

Restrastoff H1 Hel hgne uten innmat, hode og fjer (finkvernet)

Restrastoff H2 Hel hgne uten innmat, hode og fjeer (grovkvernet)

Restrastoff M Hel hgne med innmat, hode og fjeer

Restrastoff U Hel hgne uten innmat, hode og fjeer

RS Rastoff

SD Kyllingkjattkaker tilsatt 4 % vann (standard)

SP Kyllingkjettkaker tilsatt 4 % vann + 1 % ScanPro

T Varmebehandling / Termisk behandling (100 °C, 15 minutter)
TOTOX Total Oxidation Value (total oksidasjonsverdi)

TS Tarrstoff

vV Vatvekt
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1 Innledning

1.1 Utnyttelse av animalsk restrastoff

Animaliebiproduktforskriften definerer animalske biprodukter som hele kropper eller deler av
dyr som ikke skal brukes til humant konsum [Animaliebiproduktforskriften (2016)].
Biprodukter er ikke salgbare, og blir derfor kastet, brent eller destruert pa annen mate. Like
fullt utgjer animalske biprodukter en viktig biologisk ressurs som kilde til proteiner, lipider,
vitaminer og mineraler. Ved riktig behandling kan disse neringsstoffene vere egnet for
humant konsum, sa vel som produksjon av bioaktive forbindelser og dyrefor [Rustad (2003),
Lasekan et al. (2013)]. | denne oppgaven vil betegnelsen restrastoff bli brukt om biprodukter,

da ordet biprodukt kan vekke negative assosiasjoner.

Ved a utnytte animalsk restrastoff som biologisk ressurs, er det mulig & gke inntjeningen pa
restrastoffet. Utnyttelsen vil i tillegg medfare en reduksjon av avfallets opprinnelige volum,
noe som vil vaere gunstig for miljget [Steffens (1994), Lasekan et al. (2013)]. Gjedsel og
dyrefor har blitt produsert fra restrastoff i lengre tid, men inntjeningen pa denne typen
produkter lav. For a gke inntjeningen ma restrastoffet utnyttes til produksjon av produkter
med hgyere markedsverdi, som for eksempel bioaktive forbindelser og produkter til humant
konsum [Rustad (2003)]. A utnytte restrastoff p& en gunstig og effektiv mate vil derfor veere
fordelaktig, bade med tanke pa forurensning og gkonomi [Jayathilakan et al. (2012)]

Helsedirektoratets anbefalinger for et sunt kosthold er en diett bestaende av 10-20 % protein
[Helsedirektoratet (2015)]. Den globale folkeveksten medfarer derfor et gkende behov for
proteiner med hgy ernaringsmessig verdi [Speedy (2004), - ikke sett, sitert etter Slizyté et al.
(2014)]. 1 tillegg er det behov for nye proteinkilder til forproduksjon i Norge [Animalia
(2015)]. Til tross for at animalsk restrastoff destrueres, er biomassen en utmerket kilde til
protein [Rivera et al. (2000), - ikke sett, sitert etter Lasekan et al. (2013)]. Proteiner fra
animalske kilder har dessuten vist seg & vare bedre egnet til humant konsum og dyrefor,
sammenlignet med protein fra plantekilder. Dette skyldes at proteiner fra animalske kilder har
en bedre ernaringsmessige verdi [Kristinsson et al. (2000)]. Foruten proteiner, er animalsk
restrastoff en god kilde til verdifulle lipider. Disse kan ha flere bruksomrader i
neeringsmiddelindustrien, blant annet som Kkilde til omega-3 fettsyrer med fordelaktige
helseeffekter [Rustad (2003), Carvajal et al. (2015)]. I tillegg kan lipidene brukes i produksjon
av matoljer, kosmetikk, farmasgytiske produkter, dyrefor og saper [Lasekan et al. (2013),
Mishra et al. (2015)].



1.2 Restrastoff fra verpehgns

Verpehgner (Gallus gallus domesticus) har en sentral plassering i tradisjonelt norsk landbruk.
| falge helsedirektoratets rapport om utviklingen i norsk kosthold, har forbruket av egg okt
siden 2006, og gjennomsnittlig arlig konsum ligger na pa 12,5 kg egg per innbygger
[Helsedirektoratet (2015)]. Hold av 4 210 770 verpehgns var ngdvendig for & imgtekomme
ettersperselen av egg i 2014 [Animalia (2015)]. Verpehgner starter aktiv eggproduksjon nar
de er 16 uker gamle. Ved en alder pa ca. 70 uker avtar eggproduksjonen, og verpehgnene
slaktes. | Norge blir utrangerte verpehgns behandlet som risikoavfall, noe som resulter i at 3
millioner verpehgns destrueres hvert ar. Utrangerte verpehgns kan derfor anses som et
biprodukt av eggeproduksjonsindustrien, og omtales i denne oppgaven som restrastoff.
Destrueringen av 3 millioner verpehgns tilsvarer 1,5 millioner kilo rent hgnsekjgtt.
Hensekjottet kan ikke unyttes pa lik linje med kjatt fra slaktekylling, grunnet ulikheter i
dyrenes fysiologi og kjemiske sammensetning. | utgangspunktet utgjer verpehgnene en
biomasse rik pa proteiner og fett. Restrastoff fra verpehgns har derfor et stort potensial som
rastoffkilde til produksjon av ingredienser til humant konsum og dyrefér. I tillegg til at det er
etisk problematikk knyttet til en slik behandling av en potensiell matressurs, utgjer
destrueringen en stor kostnad for eggprodusentene.

r

Figur 1-1: Verpehgns (Gallus gallus domesticus) av typen hvit italiener [Animalia.no
(2016)].



1.3 Mal med oppgaven

Malet med denne oppgaven har vert & studere muligheten for utnyttelse av restrastoff fra
verpehgns. Til dette formalet har tre ulike prosesseringsmetoder blitt benyttet:
varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og ensilering. Prosesseringsmetodene er opprinnelig
utviklet for utnyttelse av restrastoff fra fisk, og har i den sammenheng vist & produsere
heyverdige ingredienser fra restrastoffet. 1 denne oppgaven har det derfor veert av interesse a
se om disse prosesseringsmetodene ogsa kan brukes til utnyttelse restrastoff fra verpehgns.
Ulike prosesseringsparametere har blitt utprevd, pa to ulike restrastoff, for 4 kartlegge hvilken

kombinasjon som ga best resultat.

Ved a tilpasse de aktuelle prosesseringsmetodene til restrastoff fra verpehgns, er det mulig &
oppna en gkt utnyttelse av biomassen. Hovedmalet med prosesseringen av restrastoffet har
veert & utvinne lipider og proteiner med hgy kvalitet. Disse makronaringsstoffer kan benyttes
direkte 1 mat, eller bearbeides videre til ingredienser for humant konsum og dyrefor.
Evaluering av prosesseringsmetoder og prosesseringsparametere, med hensyn pa utbytte og

produktets kvalitet, har derfor veert en viktig del av denne oppgaven.



1.4 Lipider

Lipider er en fellesbetegnelse pa en gruppe kjemiske forbindelser som er lgselige i organiske
lesemidler. | biologiske system fungerer lipider som et energireservoar. | tillegg er de
essensielle komponenter i celleveggen, samt har funksjon i signalisering og som vitaminer. |
matvarer bidrar lipider til tekstur, smak og kaloritetthet. Ulike betegnelser brukes om lipider
basert pa deres fysiske tilstand i omgivelsenes temperatur. Lipider i fast form omtales som

fett, mens betegnelsen olje brukes om lipider i flytende form [Damodaran et al. (2008)].

1.4.1 Fettsyrer og triacylglyserider

Fettsyrer er den viktigste bestanddelen i lipider. Fettsyrer bestar av en karboksylgruppe og en
hydrokarbonkjede, hvilket medfarer at de ogsa kan betegnes som karboksylsyrer. Naturlig
forekommende fettsyrer har hydrokarbonkjeder av ulik lengde, men som regel bestaende av et
likt antall karbonatomer (12-22) grunnet mekanismen bak deres syntese. De kan klassifiseres
som mettede, umettede og flerumettede basert pa antall dobbeltbindinger i
hydrokarbonkjeden. Mettede fettsyrer har maksimalt antall hydrogenatomer bundet til
karbonene i hydrokarbonkjeden, enumettede fettsyrer har én dobbeltbinding mellom to
karbonatomer, mens flerumettede fettsyrer har to eller flere dobbeltbindinger. | sistnevnte er
dobbeltbindingene vanligvis avbrutt av en metylengruppe [Gunstone (1996)]. Linolsyre, en
fettsyre bestdende av 18 karbonatomer og to dobbeltbindinger, er avbildet i figur 1-2.
Karbonatomene i hydrokarbonkjeden er nummerert etter omega(w)systemet, et av to systemer
brukt i systematisk navngivning av fettsyrer. Linolsyre klassifiseres som en essensiell fettsyre,
hvilket betyr at den ikke kan syntetiseres av mennesker. Essensielle fettsyrer ma derfor

tilfgres via kostholdet for normal kroppsfunksjon.

KARBOKSYLGRUPPE ME I}'i.[ NGRUPPE

Figur 1-2: Illustrasjon av linolsyre (C18:2w®°). Karboksylgruppe, samt to dobbeltbindinger
avbrutt av en metylengruppe, er markert. Karbonatomene er nummerert etter
omega(w)systemet [Fritt redigert etter Damodaran et al. (2008)].



Fettsyrer i fri form er cytotoksiske for celler. 99 % av fettsyrene i plante- og dyreceller er
derfor bundet til alkoholforbindelsen glyserol ved esterbinding. Esterifisering av fettsyrer til
glyserol resulterer i dannelsen av mono-, di- og triacylglyserol. Triacylglyserol, med tre
fettsyrer bundet til glyserol, er den vanligste lagringsformen av lipid i levende organismer
[Damodaran et al. (2008)]. Figur 1-3 viser en illustrasjon av et triacylglyserolmolekyl, hvor
F1, F2, og F3 symboliserer tre vilkarlige fettsyrer. Det er uvanlig at F1, F2 og F3 er samme
fettsyre. |1 de fleste tilfeller vil derfor to eller tre ulike fettsyrer veerer bundet i
triacylglyserolmolekylet. Frigjering av fettsyrer fra triacylglyserol skjer ved hydrolyse av
esterbindingene. Hydrolysen kan vare et resultat av den enzymatiske aktiviteten til lipaser,
men ogsa hay eller lav pH. Lipaseaktivitet resulterer i en mer spesifikk hydrolyse enn syre og
base, og involverer i hovedsak frigjering av F1 og F2 (a-posisjon) i figur 1-3 [Gunstone
(1996)].

F2

GLYSEROL
I
@
@)

F3

ESTERBINDING

Figur 1-3: Triacylglyserolmolekyl bestaende av tre vilkarlige fettsyrer (F1, F2, F3) bundet til
alkoholen glyserol ved esterbinding [Fritt redigert etter Coultate (2009)].

Lipidinnholdet i restrastoff fra verpehgns vil hovedsakelig besta av triacylglyserider.
Triacylglyseridene befinner seg i spesialiserte celler, kalt adipocytter, hvor de lagres som
fettdraper. Lipidlageret fungerer som et energireservoar for verpehgnene. Lipidenes haye
innhold av energi (39 kJ/g), sammenlignet med proteiner (23 kJ/g) og karbohydrater (18
kJ/g), gjer dem sveert godt egnet til dette formalet. Energireservoaret kan mobiliseres etter



behov, ved hydrolyse av triacylglyseridene. De frigjorte fettsyrene kan deretter transporteres
til ulike vev i organismen [Sturkie (2015)].

Et av malene med prosesseringen av restrastoff fra verpehans er & separere lipid fra resten av
komponentene i restrastoffet. Dette vil kreve nedbrytning av cellulere strukturer, slik at
triacylglyseridene kan frigjeres. Det totale lipidinnholdet i restrastoffet vil avhenge av hvilke
deler av hgnsekroppen det bestar av. Fugler lagrer mye av fettet sitt (28%) i stgrre og mindre
fettdepot, hvorav fettvevet i mageregionen utgjer det sterste. Skjelett og skinn inneholder
henholdsvis 15 % og 19 % av det totale fettet. | og med at den tverrstripede muskulaturen til
fuglearter karakteriseres av et lavt fettinnhold (1,5 %), vil resterende fettinnhold befinne seg i
fuglens innmat [Nir et al. (1988), - ikke sett, sitert etter Sturkie (2015)]. Foruten adipocytter,
vil fuglearter kunne lagre triacylglyserider i hepatocytter (leverceller) og eggceller. Leveren er
det organet som star for fettsyntesen. Oppdrettsfugler er ofte avhengige av leverens
fettsyntese, for fett til lagring og bruk i kroppen, som et resultat av at de gis for med et lavt
fettinnhold. Verpehans bar i tillegg ha en hgy eggproduksjonsrate, noe som ogsa vil fremme
fettsyntesen i leveren [Hermier (1997)]. Disse faktorene kan bidra til & gke fettlagrene i

hepatocytter hos verpehgns, sammenlignet med andre fuglearter.

1.4.2 Oksidasjon

Lipidoksidasjon er en viktig faktor nar det gjelder forringelse av matvarer. Oksidering vil ikke
bare gi matvaren de ugnskede sensoriske egenskapene assosiert med harskhet, men kan i
tillegg bidra til misfarging, gdeleggelse av vitaminer og tap av neringsinnhold [Sherwin
(1978)]. Det er hovedsakelig autooksidasjon av enumettede og flerumettede fettsyrer som er
arsaken til nedbrytning av lipider i matvarer. Fettsyren som oksideres kan tilhgre en
fettsyreester, et fosfolipid, eller veere en del av et acylglyserolmolekyl [Aursand et al. (2011)].
| flerumettede fettsyrer vil en metylengruppe plassert ved en dobbeltbinding (a-
metylengruppe), som vist i figur 1-2, ha et labilt hydrogenatom. Dette hydrogenatomet avgis
lettere enn de gvrige hydrogenatomene i karbonkjeden [Gray (1978)]. Hydrogenatom pé o-
metylengrupper plassert mellom to dobbeltbindinger er mest utsatt, og gkende grad av
umettethet gjer derfor en fettsyre mer disponert for oksidasjon [Sherwin (1978), Coultate
(2009)]. Singlett oksygen (*O2), en sveert reaktiv og energirik form av oksygen, er i stand til &
initiere autooksidasjon ved & abstrahere det labile hydrogenatomet [Coultate (2009)]. I tillegg
til kjemiske oksidanter, kan varme og innskuddsmetaller initiere autooksidasjon [Aursand et
al. (2011)].



Ved tilstedeveerelse av triplett oksygen (atmosfaerisk oksygen, 30,) forlgper nedbrytningen av

lipider i falgende tre trinn:

1. Initiering: en umettet fettsyre (LH) avgir et labilt hydrogenatom og danner et
fettsyreradikal (L") [Sherwin (1978)].

2. Propagering: L' reagerer med atmosfeerisk oksygen (O2) og danner et
lipidperoksidradikal (LOO’). LOO" reagerer med ny LH og danner det primere
oksidasjonsproduktet lipidhydroperoksid (LOOH). LOOH er et mellomprodukt i
dannelsen av karbonylforbindelser (LO) og hydroksylforbindelser (OH) [Gray
(1978)].

3. Terminering: To frie radikaler reagerer og danner polymeriserte sluttprodukter av to
fettsyrer (LL og LOOL) [Gray (1978)].
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Figur 1-4: lllustrasjon av de tre stegene i lipidoksidasjon: initiering, propagering og
terminering. Primaere oksidasjonsprodukt bestar av lipidhydroperoksider (LOOH). En videre
propagering av  oksidasjonsreaksjonen resulterer i dannelsen av  sekundere
oksidasjonsprodukt [Fritt redigert etter Kumar et al. (2015)].

De tre stegene av lipidoksidasjon, illustrert i figur 1-4, involverer dannelsen av en rekke frie
radikaler. Dette er kjemiske forbindelser som har et uparet elektron, og derfor er svert
reaktive og kortlevde [Coultate (2009)]. Frie radikaler er i seg selv sterke initiatorer av
lipidoksidasjon, noe som gjer reaksjonen selvforsterkende [Sherwin (1978)].
Lipidoksidasjonens reaksjonsmekanisme kan derfor beskrives som en kjedereaksjon av frie
radikaler [Gray (1978), Sherwin (1978)].

Dannelsen av sekundere oksidasjonsprodukt skjer etter lipidnydroperoksider har akkumulert
seg i det oksiderende lipidet (induksjonsperiode) [Coultate (2009)]. Ved hgye temperaturer,
og tilstedeverelse av innskuddsmetaller som jern og kobber, kan lipidhydroperoksider brytes
ned til alkoksyradikaler (LO-). Alkoksyradikaler kan deretter fa karbonkjeden klgyvet i en
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reaksjon kalt B-klgyving [Aursand et al. (2011)]. B-klgyingen resulterer i dannelsen av et
aldehyd og et alkylradikal (R-). Alkylradikalet pa hydrokarbonkjeden kan reagere med
hydrogenradikal og danne hydrokarbon, med hydroksylradikal (OH-) og gi alkohol (ROH)
eller med oksygen og gi hydroperoksid [Damodaran et al. (2008)]. Dette er illustrert i figur 1-

5.
LOOH._ ~L ' B-kloyving
f/ +§L\ LH
: I:[ OL- M ,'/ R’
.\\ “-._ / /II
" oon /\ £ RO
/ - -— 02 LOH
LOO—»LOOH*+ L
LH LOOH

Figur 1-5: Nedbrytning av primare oksidasjonsprodukter til sekundere oksidasjonsprodukter
katalysert av innskuddsmetall (M). Lipidhydroperoksider (LOOH) brytes ned til
alkoksyradikaler (LO-) eller peroksidradikaler (LOO"). Alkoksyradikaler kan brytes ned til
aldehyd og alkylradikal (R-) ved p-kleyving. Alkylradikalet kan reagere med flere
forbindelser, deriblant et hydroksylradikal (OH") og danne en alkohol (ROH) [Fritt redigert
etter Aursand et al. (2011)].

Et lipid bestir av mange ulike fettsyrer, og B-klgying kan skje ved ulike posisjoner pa en
fettsyre. Det kan derfor dannes mange ulike sekundare oksidasjonsprodukt, bade av flyktig
og ikke-flyktig natur [Damodaran et al. (2008)]. Dette inkluderer aldehyder, ketoner, etere,
laktoner, alkoholer og syrer [Guillén et al. (2002)]. Den karakteristiske lukten av harskt fett
skyldes hovedsakelig de flyktige sekundere oksidasjonsproduktene [Coultate (2009)].



1.4.3 Prooksidanter og antioksidanter

Som tidligere nevnt gker hastigheten pa lipidoksidasjon med gkende grad av umettethet pa en
fettsyre, samt tilstedeveerelse av oksygen. Frie fettsyrer er i tillegg mer utsatt for oksidasjon
enn fettsyrer i triacylglyserider. Andre faktorer som fremmer oksidasjon er hgy temperatur,
gkt overflateareal, gkt vannaktivitet og tilstedeveerelse av prooksidanter [Damodaran et al.
(2008)].

Prooksidanter er forbindelser som forarsaker eller akselererer lipidoksidasjon.
Virkningsmekanismen involverer ofte direkte interaksjon med en fettsyre, men prooksidanter
kan ogsa virke ved & fremme dannelsen av frie radikaler. Eksempler pa prooksidanter er
singlettoksygen, lipoksygenaser, innskuddsmetaller og UV-lys [Damodaran et al. (2008),
Aursand et al. (2011)]. Jern og kobber er naturlig forekommende innskuddsmetaller, og vil
derfor befinne seg i restrastoff fra verpehgns. Under prosessering av restrastoffet ved hgye
temperaturer, kan innskuddsmetallene bidra til 3 eke oksidasjonshastigheten og dermed

forringe oljens kvalitet [Carvajal et al. (2015)].

Antioksidanter er forbindelser som reduserer hastigheten pa lipidoksidasjon. Disse kan
tilsettes en matvare eller opprinnelig veere tilstede i ramaterialet. Som tilsetning brukes bade
naturlige og syntetiske antioksidanter. Det er ogsa vanlig & bruke flere ulike antioksidanter i
matvarer, da de i kombinasjon kan utvise en synergistisk effekt [Coultate (2009)].

Antioksidanters virkningsmekanisme kan deles inn i falgende tre kategorier:

1. Kontroll av frie radikaler

2. Kontroll av prooksidanter som innskuddsmetall og singlettoksygen

3. Kontroll av mellomprodukter i autooksidasjon som peroksider [Damodaran et al.
(2008)].

| denne oppgaven ble natriumbisulfitt brukt som antioksidant ved ensilering av restrastoff fra
verpehgns. Sulfitt virker antioksiderende ved & reagere med oksygen, som ellers kunne bidratt
til & gke hastigheten pa lipidoksidasjon [Rose et al. (1989)].
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1.5 Proteiner

Proteiner er polymerer av naturlig forekommende aminosyrer i L-konfigurasjon.
Aminosyrene er bundet sammen av kovalente peptidbindinger til en uforgrenet kjede kalt en
peptidkjede [Damodaran et al. (2008), Alberts (2015)]. Figur 1-6 illustrerer hvordan et
dipeptid blir dannet ved en kondensasjonsreaksjon mellom to vilkarlige aminosyrer.

Dipeptidet vil ha en aminoterminal og en karboksylterminal.

—NH—('TIH—COOH NHQ_?H_COOH

+
R1 R2
L-AMINOSYRE L-AMINOSYRE
H20
0

AMINO- o0 b KARBOKSYL-
TERMINAL — NH ?H_C T;?H COOH ‘tgrmINAL

R1: H i Re

PEPTIDBINDING

Figur 1-6: Kondensasjonsreaksjon mellom to aminosyrer i L-konfigurasjon. Reaksjonen
resulterer i dannelsen av en peptidbinding. Ri0g R2 representerer sidegrupper spesifikke for
en gitt aminosyrer. Det resulterende dipeptidet vil ha en amino- og en karboksylterminal
[Fritt redigert etter Damodaran et al. (2008)].

Proteiners struktur kan beskrives i fire niva: primer-, sekundar-, tertieer- og kvarteerstruktur.
Egenskapene og funksjonen til et gitt protein er fullstendig avhengig av dets eksakte
aminosyresekvens, og det er denne som utgjer proteinets primarstruktur. Proteinets
sekundeerstruktur er et resultat av interaksjoner mellom aminosyreenhetene og bestar av
lokale ordnede omrader i form av a-helikser og B-sheets. | tillegg til disse lokale ordnede
omradene har proteinet en overordnet struktur. Denne tertieere strukturen ledsages for noen

proteiner av en kvarterstruktur, som bestar av flere assosierte peptidkjeder [Coultate (2009)].

1.5.1 Essensielle aminosyrer
De 20 naturlig forekommende aminosyrene kan kategoriseres basert pa menneskers evne til a
syntetisere dem. Noen aminosyrer kan ikke syntetiseres i kroppen, og ma derfor tilfares via

kostholdet for & opprettholde en normal proteinsyntese. Disse betegnes som essensielle. Noen
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ikke-essensielle aminosyrer er avhengig av en essensiell aminosyre for sin syntese, og
betegnes derfor som delvis essensielle aminosyrer [Damodaran et al. (2008)]. En oversikt
over essensielle, delvis essensielle og ikke- essensielle aminosyrer er presentert i tabell 1.

Tabell 1: Oversikt over essensielle, delvis essensielle og ikke-essensielle aminosyrer.

Aminosyrer markert med * har lav syntetiseringsrate i kroppen [Fritt redigert etter Coultate
(2009)].

Essensielle aminosyrer  Delvis essensielle aminosyrer  Ikke-essensielle aminosyrer

Fenylalanin Cystein Alanin
Isoleucin Tyrosin Arginin*
Leucin Asparagin
Lysin Aspartat
Metionin Glutamat
Treonin Glutamin

Tryptofan Glysin
Valin Histidin*

Prolin

Serin

| tabell 1 er de ikke-essensielle aminosyrene histidin og arginin markert med *. Mennesker
kan i teorien syntetisere disse to aminosyrene, men hastigheten pa syntesen er sapass lav at
det ikke produseres tilstrekkelige mengder hos for eksempel barn i vekstalder. Histidin og

arginin kategoriseres derfor ofte som essensielle nar det gjelder ernzring [Coultate (2009)].

1.5.2 Funksjon og funksjonelle egenskaper

I biologiske systemer har proteiner et bredt spekter av funksjoner. Dette inkluderer deres
funksjon som enzymer, strukturelle proteiner, kontraktile proteiner, hormoner,
overfgringsproteiner, antistoffer i immunsystemet, lagringsproteiner, toksiner og allergener
[Damodaran et al. (2008)]. Strukturelle og kontraktile proteiner vil utgjere store deler av det
totale proteinet i restrastoff fra verpehgns. Dette inkluderer de kontraktile proteinene aktin og
myosin i tverrstripet muskulatur, samt de strukturelle proteinene kollagen (bein) og p-keratin
(fjeer) [Sturkie (2015)].

Proteiners fundamentale rolle i biologiske system gjgr dem til livsngdvendige makromolekyl i
ernzring. Den ernazringsmessige verdien til en proteinkilde er derfor avhengig av
fordeyelighet (biotilgjengelighet), samt innholdet av essensielle aminosyrer [Shiau (1994), -
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ikke sett, sitert etter Kristinsson et al. (2000)]. I tillegg til & veere en kilde til aminosyrer, har
proteiner mange funksjonelle egenskaper i matvarer. Dette inkluderer lgselighet, viskositet,
vannbinding, geldannelse, adhesjon, elastisitet, emulgering, skumdannelse og fett- og
smaksbinding. De funksjonelle egenskapene er igjen et resultat av de fysiske og kjemiske
egenskapene til proteinet, som aminosyresammensetning, sterrelse, struktur, ladning,
fleksibilitet og evne til & interagere med andre forbindelser. Proteinenes funksjonelle
egenskaper i en matvare er avgjgrende for sensoriske egenskaper som tekstur, smak, farge og
utseende [Damodaran et al. (2008)].

Proteiner er involvert i mange kjemiske reaksjoner som er viktige i produksjon av matvarer
med spesifikke karakteristikker. Blant disse er Maillardreaksjonen, ogsa kalt ikke-enzymatisk
bruning [Coultate (2009)]. Maillardreaksjonen, som starter med en reaksjon mellom en

karbonylgruppe og en aminogruppe, er illustrert i figur 1-7.
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Figur 1-7: [lllustrasjon av Maillardreaksjonen, en kjemisk reaksjon mellom en
karbonylgruppe og en aminogruppe. Flere reaksjonstrinn resulterer i dannelsen av
amadoriforbindelser, som videre vil falge en pH-avhengig degradering. Ved ngytral og
alkalisk pH vil reaksjon med en ny aminogruppe resultere i dannelsen av en serie flyktige
forbindelser, samt brunfargede forbindelser (melanoider), ved Strecker-degradering

[Coultate (2009)].
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Opphavet til de to forbindelsene som reagerer i farste steg av Maillardreaksjonen varierer.
Aminogruppen kan tilhere en aminosyre (a-aminogruppe) eller en sidegruppe i et protein.
Karbonylgruppen tilhgrer ofte et reduserende sukker, men ogsa andre forbindelser. Blant
annet kan karbonylgruppen pa aldehyd- og ketonforbindelser, dannet ved lipidoksidasjon,
reagere med en aminogruppe. En serie reaksjoner resulterer i1 dannelsen av
amadoriforbindelser, som videre vil fglge en pH-avhengig rute for videre degradering. Ved
ngytrale og alkaliske pH-verdier vil a-dikarbonylforbindelser dannes. Disse kan reagere med
en ny o-aminogruppe, og brytes ned til en rekke sluttprodukter via en rute som kalles
Strecker-degradering. Sluttproduktene i reaksjonen bestar av en rekke flyktige forbindelser,
ansvarlige for aromaen assosiert med bakst og stekt kjett. | tillegg vil Maillardreaksjonen
resultere i dannelsen av brunfargede forbindelser (melanoider). | naeringsmiddelindustrien er
dette ofte et gnsket resultat ved prosessering av matvarer, men kan ogsa medfere ugnskede
endringer for det aktuelle produktet [Damodaran et al. (2008), Coultate (2009)].

Reaksjoner mellom proteiner og lipider kan resultere i dannelsen av ulike komplekser. Et
eksempel pa dette er dannelsen av lipid-proteinradial, som falge av reaksjonen mellom et fritt
radikal fra lipidoksidasjon og et protein. Denne typen reaksjoner har som regel alltid en
negativ innvirkning pa proteiners ernzringsverdi [Damodaran et al. (2008)].

1.5.3 Enzymer

En av de viktige biologiske funksjonene til proteiner er som enzymer. Enzymer katalyserer
kjemiske reaksjoner involvert i syntese, metabolisme, signalisering og omsetning i levende
organismer. De forekommer i et bredt spekter av stgrrelser: fra en molvekt pa omkring 8 kDa
til en molvekt pd 4600 kDa. Som beskrevet for protein, kan ogsd enzymer ha en
kvarterstruktur bestaende av flere assosierte peptidkjeder. | dette tilfellet betegnes hver enkelt
peptidkjede som en subenhet av enzymet [Damodaran et al. (2008)]. Noen enzymer er i
tillegg avhengig av en kjemisk forbindelse, en kofaktor, eller et komplekst organisk molekyl,

et koenzym, for sin aktivitet [Lehninger et al. (2008)].

To viktige egenskaper ved enzymer er deres rolle som biokjemiske katalysatorer, samt den
spesifikke substratselektivitet de utviser. Biokjemisk katalysator er en betegnelse brukt om en
forbindelse som gker hastigheten pa en reaksjon, uten a selv bli kjemisk modifisert. Enzymer
gker reaksjonshastigheten ved a senke aktiveringsenergien ngdvendig for & omdanne reaktant
(substrat) til produkt [Damodaran et al. (2008)]. Dette er illustrert i figur 1-8, hvor
aktiveringsenergien ngdvendig for & initiere ikke-katalyserte reaksjoner sammenlignes med
aktiveringsenergien ngdvendig for a initiere katalyserte reaksjoner.
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Figur 1-8: Koordinatdiagram over en biokjemisk reaksjon med energi som funksjon av
reaksjonsprosessen. Enzymer (E) katalyser biokjemiske reaksjoner som resulterer i dannelsen
av et produkt (P) fra et substrat (S). Enzymet reduserer aktiveringsenergien ngdvendig for a
initiere en reaksjon (B, grenn linje) ved dannelsen av et enzym-substrat kompleks (ES). Til
sammenligning vil aktiveringsenergien for ikke-katalyserte reaksjoner veere hgyere (A, rad
linje) [Fritt redigert etter Alberts (2015)].

Aktiveringsenergien reduseres som fglge av at substratet blir bundet til en spesifikk del av
enzymet kalt det aktive setet. Dette resulterer i dannelsen av et enzym-substrat kompleks (ES-
kompleks). Det aktive setet bestar av bestemte aminosyrer i peptidkjeden, samt eventuelle
kofaktorer ngdvendige for enzymets aktivitet. Disse aminosyrene interagerer med substratet
ved kovalente og ikke-kovalente bindinger. Den ikke-katalytiske delen av peptidkjeden har
ogsa mange viktige funksjoner. Foruten & samle de katalytiske aminosyreenhetene i det
samme tredimensjonale omradet, er denne delen essensiell i modifisering av enzymets
aktivitet og stabilitet [Damodaran et al. (2008)]. Den ikke-katalytiske delen sgrger ogsa for at
interaksjonen mellom substratet og det aktive setet forgar skjermet for ytre pavirkning av
andre forbindelser. Dette skjer ved dannelsen av upolare hulrom i enzymet. Disse

hulrommene vil ekskludere vann og dermed fremme dannelsen av bindinger mellom
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substratet og enzymets aktive sete [Fersht (1985), - ikke sett, sitert etter Damodaran et al.
(2008)].

Enzymer utviser en spesifikk substratselektivitet, noe som betyr at de kan diskriminere
mellom molekyler i dannelsen av ES-komplekset. Enzymer vil favorisere substrat som kan
danne et optimalt antall interaksjoner med det aktive setet, og pa denne maten gke stabiliteten
til ES-kompleksets. Aminosyresammensetningen i det aktive setet er derfor avgjgrende for

enzymets substratselektivitet [Lehninger et al. (2008)].

Hastigheten til en enzymkatalysert reaksjon er avhengig av substrat- og enzymkonsentrasjon,
samt reaksjonens pH og temperatur [Adler-Nissen (1986)]. Enzymkatalyserte reaksjoner
folger hovedsakelig Michaelis-Menten kinetikk, og bestar av to steg:

1. Bindingen av substrat (S) til enzymets aktive sete (E), i dannelsen av enzym-substrat
komplekset (ES).

2. Nedbrytningen av ES, i dannelsen av produkt (P) og frigjgringen av E.

Reaksjonsstegenes hastighet er avhengig av to egenskaper ved enzymet, henholdsvis dets
affinitet for substratet og dets katalytiske evne. Enzymkatalyserte reaksjoner karakteriseres
ofte av en konstant enzymkonsentrasjon ([E]). Endringer i reaksjonshastighet (V), som
funksjon av substratkonsentrasjon ([S]), kan da beskrives av et Michaelis-Menten plot (figur
1-9). Nar tilnzrmet alt enzym er bundet til substrat (ES), vil reaksjonen na en maksimal
hastighet (Vmax). En videre gkning av substratkonsentrasjon etter Vmax Vil ikke medfare en
gkning i reaksjonshastighet. Michaelis-Menten konstanten (Km), som er karakteristisk for et
gitt enzym, beskriver substratkonsentrasjonen som gir en halv Vmax. Ved lav [S], vil V vere
sveert avhengig av Km, hvilket betyr at hastigheten pa reaksjonen i hovedsak avhenger av
enzymets affinitet for substratet. Ky kan pavirkes av faktorer i enzymets omgivelser, som
temperatur og pH. Ved hgy [S] vil derimot enzymets katalytiske evne, og dermed Vmax,
avgjere reaksjonshastigheten. Vmax gker proporsjonalt med [E] [Lehninger et al. (2008)].
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Reaksjonshastighet (V)

Ka Substratkonsentrasjon ([S])

Figur 1-9: Michaelis-menten plot for en enzymkatalysert reaksjon med reaksjonshastighet (V)
som funksjon av substratkonsentrasjon ([S]). Reaksjonen nar en maksimal hastighet (Vimax)
nar tilneermet alt enzym er bundet til substrat. Michaelis-Menten konstanten (Km) tilsvarer

substratkonsentrasjonen ved en halv Vmax [Lehninger et al. (2008)].

Hvert enzym vil ved en gitt kombinasjon av pH og temperatur ha maksimal aktivitet
[Kristinsson et al. (2000)]. Ekstreme temperaturer eller pH-verdier kan pa den annen side
virke destabiliserende for enzymet og forarsake tap av katalytisk funksjon pa grunn av
denaturering. Nar proteiner denatureres vil de miste sin tredimensjonal struktur, noe som vil
fare til en utfolding av peptidkjeden [Lehninger et al. (2008)]. Denne utfoldingen gjar at
hydrofobe grupper pa proteinet eksponeres. De hydrofobe gruppene kan interagere, og danne
intra- og intermolekylaere bindinger, noe som resulterer i utfelling av proteinet og dermed tap
av dets funksjon [Monahan et al. (1995), Lehninger et al. (2008)].

1.5.3.1 Proteaser

Proteaser (peptidaser) er en undergruppe av hydrolaser, enzymer som katalyserer hydrolysen
av kjemiske bindinger. Hydrolaser er derfor viktige komponenter i fordgyelsen hos levende
organismer [Hill et al. (2008)]. Proteaser hydrolyserer peptidbindinger mellom aminosyrer i
en prosess kalt proteolyse [Damodaran et al. (2008)]. De kan klassifiseres basert opphav,

katalytiske mekanisme eller aminosyresammensetningen i det katalytiske setet. Basert pa
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opphav kan enzymer klassifiseres som endogene eller eksogene. Endogene proteaser finnes
naturlig i organismen, og vil derfor alltid veere tilstede i restrastoff. Eksogene proteaser kan
derimot tilsettes restrastoff, for & oppna en gnsket endring ved prosessering [Adler-Nissen
(1986)]. | denne oppgaven ble aktiviteten til endogene proteaser, samt en kombinasjon
aktiviteten til endogene og eksogene proteaser, utnyttet ved enzymatisk hydrolyse av
restrastoff fra verpehgns. Den endogene enzymaktiviteten i restrastoffet ble ogsa utnyttet ved

ensilering.
Basert pa katalytisk mekanisme kan proteaser deles inn:

1. Endopeptidaser (proteinase): hydrolyserer peptidbindinger inne i peptidkjeden. Deres
spesifisitet er i hovedsak avhengig av aminosyresekvensen i narigheten av den spesifikke
peptidbindingen de hydrolyserer [Polgar (1989)].

2. Eksopeptidaser: hydrolyserer peptidbindinger ved C-terminal eller N-terminal i
peptidkjeden. Deres spesifisitet er retter mot frie a-karboksylgrupper eller frie o-
aminogrupper [Polgar (1989)].

Ved hydrolyse av matproteiner i neringsmiddelindustrien benyttes alltid endopeptidaser, da
det gnskede utfallet som regel er en hurtig reduksjon av peptiders molekylvekt. Hvis det er
gnske om en mer grundig degradering av proteinene, samt frigjgring av sma oligopeptider og
frie aminosyrer, kan endopeptidaser kombineres med eksopeptidaser [Adler-Nissen (1986),
Damodaran et al. (2008)]. | denne oppgaven ble en kombinasjon av endo- og
eksopeptidaseaktivitet benyttet ved enzymatisk hydrolyse av restrastoff fra verpehgns.
Endopeptidaser kan videre klassifiseres i grupper basert pa aminosyresammensetningen i det
aktive sete [Adler-Nissen (1986)]. Innen naringsmiddelindustrien tilhere de fleste

endopeptidaser én av falgende fire klasser:

1. Serinproteaser: karakteriseres av et aktivt sete som inneholder de to aminosyrene serin
og histidin. Endopeptidaser tilhgrende denne klassen har maksimal aktivitet ved alkalisk
pH [Damodaran et al. (2008)].

2. Asparaginproteaser: karakteriseres av et aktivt sete som inneholder aminosyren
asparagin. Endopeptidaser tilhgrende denne klassen har maksimal aktivitet ved sur pH
[Damodaran et al. (2008)].

3. Cysteinproteaser: karakteriseres av et aktivt sete som inneholder aminosyrene cystein og
histidin. Endopeptidaser tilhgrende denne klassen har maksimal aktivitet ved ngytral pH
[Adler-Nissen (1986)].
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4. Metalloproteaser: karakteriseres av et aktivt sete som inneholder et essensielt metallion.
Endopeptidaser tilhgrende denne klassen har maksimal aktivitet ved ngytral pH [Polgar
(1989)].

1.5.3.2 Lipaser

En annen viktig gruppe av fordgyelsesenzymer er lipaser. Lipaser skilles ut i tynntarmen av
bukspyttkjertelen, hvor de hydrolyserer esterbindinger i triacylglyserider. Hydrolysen
resulterer i en frigjgring av fettsyrene fra glyserol. 1 og med at lipider er ulgselige i vann, er
aktiviteten til de vannlgselige lipasene avhengige av den emulgerende aktiviteten til
gallesalter. Gallesalter er amfifile molekyler som produseres i leveren og utskilles via
galleblaeren. Ved deres aktivitet blir lipiddraper brutt opp, slik at overflatearealet blir starst
mulig. Det gkte overflatearealet resulterer i gkt lipaseaktivitet, og dermed en mer effektiv
nedbrytning i grensesjiktet mellom vann og lipid [Hill et al. (2008)]. I tillegg til & veare
essensielle  komponenter i fordayelsen, er lipaser viktige i nedbrytning av fett, og
mobiliseringen av fettlagrene, innad i en organisme [Sovik et al. (2005a)]. Den intracellulzere
nedbrytningen av triacylglyseroler er avhengig av aktiviteten til lipaser fra cellens lysozymer
[Anderson et al. (1991)]. Lysozymer er membranomsluttede organeller som finnes i alle
eukaryote celler, og inneholder en rekke hydrolytiske enzymer. Lipasene i lysozymer vil, i
motsetning til lipasene i tarmen, vaere aktive ved sur pH (4.5-5.0) [Alberts (2015)].

Lipaser av endogent og eksogent opphav kan bidra til & gke innholdet av frie fettsyrer ved
prosessering av restrastoff fra verpehgns. Frie fettsyrer er mer utsatt for oksidasjon enn
fettsyrer bundet i triacylglyserol. Hvis innholdet av frie fettsyrer gker ved prosessering av

restrastoffet, kan dette medfare en reduksjon av produktets kvalitet [Damodaran et al. (2008)].
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1.6 Varmebehandling

Varmebehandling (termisk behandling, rendering) kan benyttes til & separere lipid fra de
andre komponentene i restrastoff [Jayathilakan et al. (2012), Carvajal et al. (2015)].
Prosesseringsmetoden vil ogsa pavirke proteinene i restrastoffet [Plumb et al. (1994), - ikke
sett, sitert etter Cui et al. (2009)]. Avhengig av varighet og temperatur, kan dette resultere i
endrede funksjonelle egenskaper, gkt hydrolysegrad eller denaturering. [Torreggiani et al.
(2008), - ikke sett, sitert etter Cui et al. (2009)]. Varmebehandlingens varighet og temperatur,
samt restrastoffets kvalitet, vil ogsa pavirke kvaliteten til den separerte oljen. Oljen kan ha
flere bruksomrader, hvilket inkluderer produksjon av matoljer, kosmetikk, dyrefor, saper og
vaskemidler [Meeker et al. (2006)]. Den proteinholdige restmassen kan derimot terkes,
kvernes og brukes som proteinkilde i dyrefor [Shareefdeen et al. (2005), - ikke sett, sitert etter
Lasekan et al. (2013)]

Varmebehandling kan kategoriseres som «spiselig» eller «uspiselig». Sistnevnte benyttes om
oljen er tiltenkt dyrefor eller teknisk bruk (saper, vaskemiddel) [Jayathilakan et al. (2012)].
«Uspiselig» varmebehandling kan utfgres som en vat prosess, hvor vann tilsettes restrastoffet,
eller som en tarr prosess, uten tilsetning av vann. Begge prosessene foregar tradisjonelt i et
apent system, slik at vannet kan fordampe fra restrastoffet. VVat varmebehandling utfares ved
en temperatur pa 82-96 °C, mens tgrr varmebehandling utfgres ved temperaturer over 100 °C
[Meeker et al. (2006)]. «Uspiselig» varmebehandling vil bryte ned celluleere strukturer i
restrastoffet, og dermed frigjere triacylglyserider. Raoljen fra en slik prosessering vil ikke
bare inneholde triacylglyserider, men ogsa andre lipidforbindelser som frie fettsyrer og
fosfolipider [Damodaran et al. (2008)].

«Spiselig» varmebehandling blir tradisjonelt utfert ved lavere temperaturer (<49 °C). Slike
temperaturer gjor fettet flytende, men gdelegger ikke cellulere strukturer i den grad
«uspiselig» varmebehandling gjar. Cellene gdelegges derfor mekanisk, og oljen separeres fra
restrastoffet ved sentrifugering [Meeker et al. (2006), Jayathilakan et al. (2012)]. Produksjon
av olje til humant konsum kan ogsa utfares ved hgyere temperaturer (82-100°C) [Jayathilakan
et al. (2012)]. Hayere temperatur vil resultere i en bedre oljeseparasjon, men proteinene
behandlet pa denne maten er uegnet i matvarer [Prokop (1985)]. Hagye temperaturer er
dessuten kjent for a akselerere lipidoksidasjon [Sherwin (1978)]. Varmebehandling ved hgye
temperaturer kan derfor redusere den separerte oljens kvalitet og oksidative stabilitet, spesielt

ved tilstedeveerelse av prooksidanter som jern [Carvajal et al. (2015)] .
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| denne oppgaven ble varmebehandling utfert pa restrastoff fra verpehgns ved 100 °C i 15
minutter. Basert pa prosesseringsparameterne, vil dette tilsvare en «uspiselig» prosess. Som
nevnt kan «spiselig» varmebehandling ogsa utfares ved hgye temperaturer, men dette kan

redusere oljens kvalitet. Bruksomradet til oljen vil derfor hovedsakelig veere produksjon av

dyrefor, samt teknisk bruk.
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1.7 Enzymatisk hydrolyse

Enzymatisk hydrolyse betegner prosessen hvor proteinmolekyler brytes ned til mindre
peptider, og eventuelt frie aminosyrer, som fglge av enzymaktivitet. Hydrolysen av
peptidbindinger katalyseres av proteaser, som kan veere av endogent eller eksogent opphav
[Adler-Nissen (1986)]. Som prosesseringsmetode, er enzymatisk hydrolyse velegnet til a
utvinne proteiner fra restrastoff. Prosesseringen kan i tillegg forbedre proteinenes
ernaringsmessige og funksjonelle egenskaper [Slizyté et al. (2005a)]. Foruten forbedring av
funksjonelle egenskaper som lgselighet, geldannelse og emulgering, inkluderer dette
forbedring av ernaringsmessige egenskaper som fordgyelighet, redusert allergenisitet og
frigjering av bioaktive peptider [Clemente (2000), Lasekan et al. (2013)]. Enzymatisk
hydrolyse er lettere a kontrollere enn kjemisk hydrolyse, ved bruk av syrer eller baser.
Kjemisk hydrolyse kan i tillegg redusere ernaringsverdien til proteinene i restrastoffet ved a
gdelegge de biotilgjengelighet L-aminosyrene, samt danne giftige forbindelser som lysino-
alanin [Lahl et al. (1989), - ikke sett, sitert etter Clemente (2000)].

1.7.1 Hydrolysatets egenskaper og bruksomrader

Hovedproduktet av den enzymatiske hydrolysen er et proteinhydrolysat med den vannlgselige
delen av restrastoffets proteiner [Adler-Nissen (1986)]. Nar proteiner hydrolyseres, dannes
peptider av mindre molekylar stgrrelse. Disse er ofte mer lgselige enn det opprinnelige
proteinet grunnet den reduserte sterrelsen, samt den gkte forekomsten av ioniserbare amino-
og karboksylgrupper [Panyam et al. (1996), - ikke sett, sitert etter Opheim et al. (2015)].
Dette vil fremme interaksjoner mellom protein og vann, og lgseligheten til proteinene i

restrastoffet vil derfor generelt gke med gkende hydrolysegrad [Damodaran et al. (2008)].

Flere faktorer er avgjerende for hydrolysatets sammensetning. Dette inkluderer restrastoffets
sammensetning, de endogene og eksogene enzymenes aktivitet, spesifisitet og konsentrasjon,
samt pH, temperatur og tid pa hydrolysen [Mahmoud et al. (1992), Opheim et al. (2015)].
Proteininnhold, lipidinnhold og peptidenes kjedelengde i hydrolysatet er avgjerende for dets
egenskaper og kvalitet. Hydrolysat med hgy kvalitet kjennetegnes av et hgyt proteininnhold
og et lavt lipidinnhold [Slizyté et al. (2005a)]. Et hgyt innhold av lipider gjer hydrolysatet mer
utsatt for oksidasjon. Dette kan redusere den oksidative stabiliteten, og potensielt forringe
produktets sensoriske egenskaper og kvalitet [Opheim et al. (2015)]. Hydrolysatets
funksjonelle og organoleptiske egenskaper, som emulgatorfunksjon, lgselighet og bitterhet,
vil i stor grad avhenge av peptidenes molvektsfordeling [Dauksas et al. (2004), Rossi et al.
(2009)].
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Bitterhet vil vaere negativt for hydrolysatets kvalitet, og kan begrense produktets bruksomrade
[Rustad (2003)]. Bade restrastoffets sammensetning og hydrolyseprosessen kan veere mulige
kilder til forbindelser som gir bitter smak. Et eksempel pa slike forbindelser er bitre peptider,
som kan dannes ved hydrolyse av restrastoff. En hydrolysegrad pa 4-40 % medfarer en hgy
risiko for dannelsen av bitre peptider [Dauksas et al. (2004)]. 1 tillegg til kjedelengde, er
bitterhet avhengig av den gjennomsnittlige hydrofobisiteten til peptidet [Mohr (1980)]. Sma
og hydrofobe peptider er ofte bitre, og bitterhet i hydrolysat kan derfor unngas ved a begrense
hydrolysegraden til 3-5 % [Adler- Nissen (1984)]. Hydrofobe peptider er dessuten vesentlig
bitrere enn den tilsvarende blandingen av frie aminosyrer. En fullstendig hydrolyse av
peptider til frie aminosyrer vil derfor ogsa kunne redusere hydrolysatets bitterhet [Belitz et al.
(1975), - ikke sett, sitert etter Dauksas et al. (2004)].

Hydrolysat fra enzymatisk hydrolyse har flere bruksomrader i naeringsmiddelindustrien. Dette
inkluderer tilsetning til ulike matvarer som smaksforsterker, funksjonell ingrediens eller for a
gke proteininnholdet i den aktuelle matvaren [Bhaskar et al. (2007)]. | tillegg kan hydrolysat
brukes i fremstillingen av kosttilskudd til individer med spesifikke behov. Eksempler pa dette
er kosttilskudd spesialisert for eldre, for vektkontroll eller til individer med behov for en
modifisert diett som falge av sykdom [Frekjaer (1994), - ikke sett, sitert etter Clemente
(2000)]. Hydrolysat er ogsa en potensiell kilde til bioaktive peptider med antioksidativ og
antimikrobiell aktivitet. De antioksidative peptidene kan utgjere et naturlig alternativ til
syntetiske antioksidanter brukt i neeringsmiddelindustrien [Rustad (2003), Chalamaiah et al.
(2012)].

Som funksjonell ingrediens i matvarer kan hydrolysat bidra til gkt vannbinding,
emulsjonsdannelse, skumdannelse og fettabsorbering. A tilsette hydrolysat med god
vannbindingsevne kan derfor redusere en matvares vanntap ved prosessering [Kristinsson et
al. (2000)]. I kvernede Kijattprodukter er proteinets evne til & holde pa vann avgjerende for
sensoriske egenskaper som saftighet og mgrhet. Proteiners vannbindingsevne pavirkes av
flere faktorer, deriblant pH, temperatur, salt og proteinkonformasjon [Damodaran et al.
(2008)].

1.7.2 Hydrolyseprosessen

Den enzymatiske hydrolysen bestar av flere prosesseringstrinn, illustrert ved en skjematisk
oversikt i figur 1-10. I det farste steget kvernes restrastoffet for & gjgre peptidbindingene mer
tilgjengelig for proteasene. Det er vanlig & blande restrastoffet med vann fer hydrolysen, da

tilstedeveerelse av vann er en ngdvendighet for enzymenes aktivitet [Damodaran et al.
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(2008)]. Vannet reduserer ogsa restrastoffets viskositet, noe som muliggjar produksjon av en
mer homogen hydrolysemikstur [Slizyté et al. (2014)]. Hydrolysen kan utfares med endogene
enzymer, eller med tilsetning av kommersielle enzymer (eksogene). For & oppna en
fullstendig kontroll over hydrolyseprosessen, kan det vaere ngdvendig a foreta en initiell
inaktivering av endogene enzym, far tilsetning av kommersielle enzymer [Slizyté et al.
(2005a)]. En initiell varmeinaktivering utsetter restrastoffet for hgye temperaturer, og kan
derfor denaturere proteinene i restrastoffet [Damodaran et al. (2008)]. Denaturering kan bidra
til gkt eksogen enzymaktivitet ved a eksponere gjenkjenningsekvenser for proteasers aktive
sete. Pa den annen side kan denaturering resultere i dannelsen av en mer kompakt
proteinkonformasjon, noe som kan gjere peptidbindingene utilgjengelige for proteaser, og
derfor ha negativ innvirkning pa hydrolysen [Cui et al. (2009)]. Studier har vist at initiell
varmeinaktivering er med pa a inhibere enzymatisk hydrolyse av proteiner i bade fiskekjgtt
[Mohr (1980)] og kyllingkjgtt [Cui et al. (2009)]. Inhibering av enzymaktivitet vil redusere
proteinutbyttet i produktet. Pa grunn av den potensielle negative innvirkningen pa
peptidbindigenes tilgjengelighet, ble det ikke foretatt en initiell varmeinaktivering av
endogene enzymer i denne oppgaven. Restrastoffet ble derimot kvernet, og blandet med vann,

far hydrolysen.

Nar det gjelder valg av kommersielle enzymer, og konsentrasjon av disse, er det viktig a ta
hensyn til det gnskede utfallet av hydrolysen. Ulike enzymer har ulik spesifisitet, og vil derfor
gi hydrolysat med ulike egenskaper. Selv om produktutbyttet gker med gkt
enzymkonsentrasjon, kan dette medfare store kostnader. Det er derfor viktig & finne en
balanse mellom effektivitet og kostnad [Lahl et al. (1994), - ikke sett, sitert etter Kristinsson
et al. (2000)] Som tidligere nevnt vil et enzym ha maksimal aktivitet ved en gitt kombinasjon
av temperatur og pH. | tillegg gker proteiners lgselighet i temperaturintervallet 0-40 °C, mens
de ved temperaturer over 40°C vil kunne denatureres [Damodaran et al. (2008)]. I valg av
temperatur for hydrolysen bar begge disse faktorene tas hensyn til. Hydrolyse av restrastoff
fra verpehens ble utfert ved 50 °C. Etter hydrolysen stoppes enzymaktivitet ved
varmeinaktivering. Sentrifugering benyttes for a skille de ulike fraksjonene generert av

hydrolyseprosessen: hovedsakelig olje, hydrolysat og sediment.
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Figur 1-10: Flytskjema for enzymatisk hydrolyse av restrastoff [Fritt redigert etter
Kristinsson et al. (2000)].

1.7.3 Endogene proteaser

Enzymatisk hydrolyse katalysert av endogene fordgyelsesenzymer kalles en autolytisk prosess
(autolytisk hydrolyse) [Mohr (1977), Slizyté et al. (2005a)]. | animalsk restrastoff er en
autolytisk hydrolyse i hovedsak avhengig av aktiviteten til proteasene trypsin og
chymotrypsin, begge serin proteaser, samt asparginproteasen pepsin. Lysozymale proteaser
bidrar i mindre grad til hydrolysen [Kristinsson et al. (2000)]. Pepsin initierer
proteinfordgyelsen i magesekken, hvilket medfarer at proteasen har en maksimal aktivitet ved
pH = 1-4. Videre nedbrytning av proteinene skyldes hovedsakelig aktiviteten til trypsin.
Trypsin og chymotrypsin, med en maksimal aktivitet rundt pH = 8, skilles ut i tarmen av
bukspyttkjertelen [Rao et al. (1998)]. De fleste endogene enzymer i pattedyr inaktiveres av
temperaturer mellom 40-50 °C [Coultate (2009)].
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1.7.4 Eksogene proteaser

Enzymatisk hydrolyse katalysert av eksogene proteaser, ved tilsetning av kommersielle
enzympreparat, kalles en akselerert prosess [Mohr (1977), Slizyté et al. (2005a)]. | denne
sammenheng vil valg av enzym vere avgjgrende for hydrolysatets kjemiske og funksjonelle
egenskaper, som nevnt over [Slizyte et al. (2005a)]. | neringsmiddelindustrien brukes
enzymer fra plantekilder og animalske kilder, men ogsa enzymer av mikrobielt opphav
[Damodaran et al. (2008)]. Mikroorganismer er en utmerket kilde til enzymer grunnet sin
brede kjemiske diversitet, samt mottakelighet til genetisk manipulasjon [Rao et al. (1998)].
Disse egenskapene kan utnyttes i produksjon av proteaser med gnskede karakteristikker.
Mikrobielle proteaser foretrekkes derfor ofte fremfor proteaser fra plante- og dyrekilder, som
kan veere bade tidkrevende og kostbare a produsere [Rao et al. (1998), Rossi et al. (2009)]. |
denne oppgaven ble aktiviteten til endogene og eksogene proteaser utnyttet ved enzymatisk
hydrolyse av restrastoff fra verpehgns. De kommersielle enzymene stammet fra bade
plantekilder, animalske kilder og mikrobielle kilder, og er presentert i tabell 2.

Tabell 2: Oversikt over kommersielle enzymer benyttet ved enzymatisk hydrolyse av

restrastoff fra verpehgns [Fritt redigert etter Adler-Nissen (1986), Ovissipour et al. (2013)]. *
Antatt temperatur for aktivitet basert pa enzymkilde.

Trivialnavn Kilde Klasse Omrade for aktivitet
Protamex® Bacillus subtilis Cystein protease/ pH =5,5-7,5 30-65 °C
metalloprotease
Corolase PP Sus scrofa domesticus pH=7,0-9,0 Fysiologisk
(bukspyttkjertel) temperatur *
Papain Carica papaya Cystein protease  pH =5,0-9,0 40-80 °C
Bromelain Ananas comosus Cystein protease  pH =5,0-9,0 20-70 °C

1.7.4.1 Protamex®

Protamex® er et mikrobielt proteasekompleks produsert av bakterien Bacillus subtilis.
Proteasekomlekset er blitt funnet & ha maksimal aktivitet ved pH = 5,5-7,5 og temperaturer
mellom 35-60 °C. Protamex® har bred spesifisitet, og er kjent for a produsere ikke-bitre
hydrolysat. Enzymet inaktiveres ved en temperatur pa 85 °C [Adler-Nissen (1986), Liaset et
al. (2003)].
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1.7.4.2 Corolase PP

Corolase PP er et proteolytisk enzympreparat av animalsk opphav. Det fremstilles fra
bukspyttkjertelen til gris (Sus scrofa domesticus). Enzympreparatet inneholder
fordgyelsesenzymene trypsin og chymotrypsin, begge cystein protease, samt flere proteaser
med eksopeptidaseaktivitet [Miguel et al. (2007)]. Dette gjgr at Corolase PP har en bred
spesifisitet, med en optimal aktivitet ved pH = 7-9 [Adler-Nissen (1986)].

1.7.4.3 Papain

Papain er en planteprotease som ekstraheres fra eksudatet til frukten pa papayatreet (Carica
papaya). Enzymets aktivitet er blant annet avhengig av fremstillingsmetode, hvor
grovfremstilling gir enzymet en bred spesifisitet. Den brede spesifisiteten skyldes
tilstedeveerelse av flere isoenzymer, av endopeptidaser og eksopeptidaser, i det opprinnelige
eksudatet. Enzymet er aktivt ved pH = 5-9 og stabilt ved hgye temperaturer (80-90 °C).
Papain er kjent for a gi smakfulle hydrolysat, med hgy grad av lgselighet [Rao et al. (1998)].

1.7.4.4 Bromelain
Bromelain er en planteprotease som ekstraheres fra stilken, og saften fra frukten, til
ananasplanten (Ananas comosus). Dette er en cystein protease som, i likhet med papain, er

aktiv mellom pH = 5-9. Enzymet inaktiveres ved en temperatur pa 70 °C [Rao et al. (1998)].
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1.8 Ensilering

Ensilering, eller syrekonservering, er en prosesseringsmetode som muliggjer en enkel og
gkonomisk utnyttelse av proteininnholdet i restrastoff [Vieira et al. (2015)]. Prinsippet bak
metoden er at endogene fordgyelsesenzymer fordeler seg i restrastoffet nar det kvernes.
Restrastoffets pH reduseres ved 4 tilsette syre, noe som favoriserer enzymaktivitet og hindrer
bakteriell vekst i produktet. Den autolytiske aktiviteten til fordgyelsesenzymene vil deretter
omdanne restrastoffet til flytende masse, en ensilasje [Tatterson et al. (1974), Vieira et al.
(2015)]. Ved lav pH kan enzymaktiviteten i hovedsak tilskrives pepsin, med maksimal
aktivitet ved pH = 1-4 [Adler-Nissen (1986)].

Produktet av ensileringen, ensilasjen, har hovedsakelig bruksomrade som proteinkilde i
dyrefor [New et al. (1995), - ikke sett, sitert etter Vieira et al. (2015)]. Ensilasjen kan tilsettes
foret direkte, eller prosesseres videre til en hgyere proteinkonsentrasjon [Rustad (2003)].
Oljen assosiert med det opprinnelige rastoffet kan separeres ut far og under prosessen, eller
forbli i ensilasjen. Ved lagring av ensilasje kan oljen oksideres, og dermed redusere
produktets kvalitet. Det vil derfor vaere gunstig & begrense lipidinnholdet. A avfette
restrastoffet for ensilering kan veare problematisk, da dette vil kreve omfattende og dyre
separasjonsteknikker [Tatterson et al. (1974)]. Ved ensilering av restrastoff fra verpehgns, ble
olje separert fra ensilasjen etter prosessering, men det ble ikke foretatt en initiell avfetting av
restrastoffet. Far ensilasjen kan brukes som proteinkilde i dyrefor ma pH ngytraliseres, slik at
produktet blir kompatibel med dyrets fysiologiske pH. Det er vanlig & bruke kaustisk soda
(NaOH) til dette formalet. | den sammenheng er det viktig & ta hensyn til
natriumkonsentrasjonen i dyreféret, som generelt ikke ber overskride 1% [Vieira et al.
(2015)].

1.8.1 Sulfitt

Sulfitt benyttes som tilsetningsstoff i matvarer for a inhibere mikrobiell vekst, inhibere
enzymaktivitet, inhibere ikke-enzymatisk bruning, bleke matvarer, bidra til prosessering eller
virke som antioksidant [Rose et al. (1989), Doyle et al. (1997)]. | denne oppgaven ble
natriumbisulfitt tilsatt restrastoff fra verpehgns far ensilering for & hindre lipidoksidasjon og
mikrobiell vekst i ensilasjen. Sulfitt betegner, foruten sulfittionet (SOs%), de to forbindelsene
svoveldioksid (SO2) og bisulfitt (HSO3"). Fordelene assosiert med tilsetning av sulfitt i
matvarer, skyldes det faktum at de er veldig reaktive [Doyle et al. (1997)]. Bisulfitt kan
reagere med karbonylgruppen til aldehyder og ketoner, begge mellomprodukter i

maillardreaksjonen. Dette resulterer i dannelsen av a-hydroksysulfonater [Doyle et al.
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(1997)]. Ved dannelsen av a-hydroksysulfonater hindrer bisulfitt at mellomproduktene brytes
ned til sluttprodukter, som brunfargede melanoider, hvilket kan redusere kvaliteten pa en
matvare [Rose et al. (1989)].

Den antioksidative effekten av sulfitt er et resultat av dets reaksjon med oksygen. Sulfittionet
oksideres mye lettere en bisulfitt, og den antioksidative effekten er derfor hovedsakelig et
resultat av at sulfitt (SOs%") oksideres av molekyleart oksygen (O) til sulfat (SO4>) [Rose et al.
(1989)]. Denne reaksjonen medfgrer en reduksjon av matvarens totale innhold av oksygen,
hvilket kan redusere hastigheten pa lipidoksidasjon. En annen gunstig effekt av et lavere
oksygeninnhold er at den mikrobielle veksten begrenses til mikroorganismer som kan leve
under anaerobe forhold. Dette gjelder for eksempel melkesyrebakterier [Rose et al. (1989)].
Den generelle inhibitoriske effekt til sulfitt pd mikroorganismer er trolig mest effektiv ved pH
lavere enn 4,0 nar syren befinner seg i ikke-ionisert form (SO2-H20) [Hailer (1911), - ikke
sett, sitert etter Rose et al. (1989), Doyle et al. (1997)].

Natriumbisulfitt (NaHSO3), som brukt i denne oppgaven, er et salt av bisulfitt (SO3%). Nar
bisulfittsaltet lgses i vann vil det eksistere i de tre formene svoveldioksid, bisulfitt og sulfitt i

en likevekt som vist i ligning 1.1 [Doyle et al. (1997)]:
SO2'H20 <> HSO3 + H* <> SOz* + H* Ligning 1.1

Likevekten bestemmes av lgsningens pH, noe som medfarer at pH er den faktoren som i sterst
grad pavirker aktiviteten til sulfitt [Doyle et al. (1997)]. Prosentandel av hver av de tre

formene for sulfitt som funksjon pH er presentert i figur 1-11.
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Figur 1-11: Ulike former av bisulfitt i vannlgsning. Figuren viser et koordinatdiagram med
mengden sulfitt (SO2-H20), bisulfitt (HSO3") og svoveldioksid (SO3%), i prosent, som funksjon
av lgsningens pH [Fritt redigert etter Rose et al. (1989)].
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2 Materialer og metoder
2.1 Rastoff

| denne oppgaven ble utrangerte verpehgns benyttet som rastoff. I industriell sammenheng blir
utrangerte verpehgns sendt til forbrenning som risikoavfall. Utrangerte verpehens kan derfor
anses som et biprodukt av eggeproduksjonsindustrien, og omtales i denne oppgaven som
restrastoff. Restrastoffet ble hentet fra Yttergykyllings produksjonslokaler 17.09.2015 og
inkluderte 15 hgner med innmat, 15 hgner uten innmat, 5 hoder og en plastpose med fjer fra

produksjonslokalets ribbe-avdeling.

Restrastoffet ble fraktet i isoporbokser med kjgleelement fra produksjonslokalet pa Ytteragy i
Nord-Trgndelag til SINTEF Sealab i Trondheim. Restrastoffet ble separert i to ulike
restrastoffmasser brukt til videre analyse. Det ble deretter kvernet i kjokkenmaskin (Hobart
AE200) med 10 mm hullstgrrelse, deretter 5 mm hullsterrelse, til en homogen masse. Den ene
restrastoffmassen bestod av 15 hele hgner med innmat, tilsatt 5 hoder og fjer: heretter omtalt
som restrastoff M (med). Den andre restrastoffmassen bestod av hel hgne uten innmat, hode
og fjer: heretter omtalt som restrastoff U (uten). Etter kverning ble restrastoffet pakket i
plastposer i fraksjoner pa ca. 2 kg, nedfryst og oppbevart ved — 80 °C. Restrastoff M og
restrastoff U er avbildet i figur 2-1.

Figur 2-1: Bilde av de to restrastoffmassene benyttet i denne oppgaven. Kvernet hgne med
innmat, hode og fjeer (restrastoff M) er avbildet til venstre. Kvernet hgne uten innmat, hode og
fjeer (restrastoff U) er avbildet til hgyre.
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2.2 Instrumenter
En liste over instrument benyttet ved forsgk og analyser i denne oppgaven er presentert i
tabell 3.

Tabell 3: Instrumentoversikt. Instrumenter i tabell ble benyttet til forsgk utfart pa restrastoff
fra verpehgns, samt analyser pa prosesseringsprodukt.

Instrument Navn Produsent
Automatisk titrator TitraLab® TIM 980 Titration HACH
Manager
Homogeniserer T25 digital Ultra-Thurrax®  IKA®
Kjgkkenmaskin Bowl Cutter C9 VV Sirman
Magnetrgrer Heidolph MR 3002 Sigma-Aldrich®
pH-meter TIM900 Titration Manager Radiometer Copenhagen
Rotator Rotator SB3 Stuart Equipment
Sentrifuge 3K-2 Sigma Centrifuges
Sentrifuge 5804 R Eppendorf
Sentrifuge Universal 16A Nerliens Hettich Zentrifugen
Spektrofotometer UV mini 1240 Shimadzu
Spectrophotometer
Stekeovn SelfCookingCenter® RATIONAL
Varmeblokk Pierce Reacti-Therme Thermo Fischer Scientific

heating module
Vekt AG204 Delta Range Mettler Toledo
Whirlmixer MS2 Minishaker IKA®
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2.3 Screeningforsgk

Det ble kjart et teknologisk screeningforsgk pa restrastoff M og restrastoff U. Forsgket
bestod av tre ulike prosesseringsmetoder: varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og
ensilering. For varmebehandling og enzymatisk hydrolyse ble det gjort 10 paralleller per
restrastoff per behandling, mens for ensilering ble det gjort 5 paralleller per restrastoff per

behandling. En oversikt over screeningforsgket er presentert i figur 2-2.

Figur 2-2: Systematisk oversikt over teknologisk screeningforsgk utfert pa hel hgne med
innmat, hode og fjer (restrastoff M) og hel hgne uten innmat (restrastoff U). Forsgket
inkluderte tre ulike prosesseringsmetoder: varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og
ensilering. Ved enzymatisk hydrolyse ble fem ulike behandlinger brukt, mens det ved
ensilering ble brukt fire ulike behandlinger.
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2.3.1 Varmebehandling

Varmebehandling (termisk, T) ble utfgrt i 10 paralleller pa restrastoff M og restrastoff U,
heretter omtalt som henholdsvis MT og UT. Til 50 ml sentrifugergr ble det tilsatt 40 g
restrastoff. Prgven ble varmet i mikrobglgeovn ved maksimal effekt (750-800 W) til
restrastoffets temperatur nadde 70-80 °C, deretter ble praven plassert i kokende vannbad (100
°C) i 15 minutter. Prgven ble sentrifugert i 10 minutter (3075 x g, 40 °C), deretter frosset i
loddrett stilling og oppbevart ved -20 °C.

Separering av fraksjoner i sentrifugergr ble utfert manuelt ved bruk av skalpell pa frossen
prove. Alle fraksjoner ble veid med 4 desimalers ngyaktighet. Opptint oljefraksjon ble
sentrifugert, samlet og nedfryst ved -80 °C. Opptint limvannfraksjonen ble filtrert, samlet og
nedfryst ved -80 °C, frysetarket og oppbevart som pulver i fryser ved -20 °C. Opptint
slamfraksjon ble samlet, nedfryst og oppbevart ved -80 °C.

Far samling av prgvene ble det tatt individuelle terrstoffprever fra limvann, samt tgrrstoff- og
askeprgver fra slam for hver parallell. For enkelte av parallellene ble det tatt en felles
tarrstoffprave fra limvann pa grunn av at denne fraksjonen var for liten til individuell prave.
Det ble ikke tatt tgrrstoffpraver av oljefraksjon, basert pa antagelsen om at denne inneholdt
100% terrstoff.

2.3.2 Enzymatisk hydrolyse

Enzymatisk hydrolyse (H) ble utfgrt pa restrastoff M og restrastoff U, heretter omtalt som
henholdsvis MH og UH. Restrastoff ble blandet med oppvarmet destillert vann (ca. 50 °C) i
forholdet 1 : 1 (150 g restrastoff : 150 ml vann). Blandingen av restrastoff og destillert vann
ble varmet opp til 50 °C i mikrobglgeovn ved maksimal effekt (750-800 W). 5 ulike
behandlinger ble benyttet i forsgket: prgve uten hydrolyse, preve uten tilsatt kommersielle
enzym (endogene enzym), prgve tilsatt 0,1 % Protamex, prgve tilsatt 0,1 % Corolase PP og
preve tilsatt 0,1 % Papain + Bromelain i blanding (0,05 % + 0,05 %). Hver behandling ble
utfert 1 10 paralleller. Kommersielle enzym ble tilsatt etter oppvarming av
restrastoffblandingen til 50°C.
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De ulike behandlingene er heretter indikert i prevenavn med forkortelse:

O: uten hydrolyse (nullprgve)

e BI: uten tilsatt kommersielle enzym (blank, endogene enzym)
e Pr: tilsatt Protamex (0,1 %)

e PP: tilsatt Corolase PP (0,1 %)

e P+B: tilsatt Papain + Bromelain (0,1%)

En oversikt over de ulike hydrolyseforsgkene utfgrt pa restrastoff M og restrastoff U er
presentert i tabell 4.

Tabell 4: Oversikt over de ulike hydrolyseforsgkene utfert pa hel hgne med innmat, hode og
fler (MH) og hel hgne uten innmat (UH). Forkortelser er brukt for de fem ulike
behandlingene: uten hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 %
Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B).

Prave Protamex  Corolase Papain + Hydrolyse Varme-

PP Bromelain inaktivering
MHO X
MHps|
MHPr X
MHPP X
MHP+B X
UHO
UHBI
UHPr X
UHPP X
UHP+B X

X X X X
X X X X X X X X X

X X X X

Til 50 ml sentrifugerer ble det tilsatt 40 g restrastoffblanding (20 g restrastoff + 20 ml vann).
Sentrifugergr ble festet til en rotator (roteringshastighet = 8) og plassert i varmeskap hvor
hydrolyse ble utfgrt ved 50 °C i 60 minutter. Enzymene i preven ble varmeinaktivert ved
oppvarming til 90 °C i mikrobglgeovn pa maksimal effekt (750-800 W). Temperaturen (> 90
°C) ble holdt stabil i 10 minutter. Prgven ble sentrifugert i 10 minutter (3075 x g, 40 °C),
deretter frosset i loddrett stilling og oppbevart ved -20 °C.

Separering av fraksjoner i sentrifugerar ble utfgrt manuelt ved bruk av skalpell pa frossen

prove. Alle fraksjoner ble veid med 4 desimalers ngyaktighet. Opptint oljefraksjon ble
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sentrifugert, samlet og nedfryst ved -80 °C. Opptint hydrolysat ble filtrert, samlet og nedfryst
ved -80 °C, frysetarket og oppbevart som pulver i fryser ved -20 °C. Opptint sedimentfraksjon
ble samlet, nedfryst og oppbevart ved -80 °C. Emulsjonsfraksjon ble kastet etter veiing.

Fer samling ble det tatt individuelle tarrstoffprever fra hydrolysat, samt terrstoff- og
askeprgver fra sediment for hver parallell. Det ble ikke tatt tarrstoffprever av oljefraksjon,
basert pa antagelsen om at denne inneholdt 100 % tarrstoff.

2.3.3 Ensilering

Ensilering (E) ble utfart pa restrastoff M og restrastoff U, heretter omtalt som henholdsvis
ME og UE. Restrastoff ble blandet med syre til blandingen nadde pH = 3,0, malt ved pH-
meter. Fire ulike behandlinger ble benyttet i forsgket: pragve tilsatt eddiksyre, pragve tilsatt
eddiksyre + 0,1 % natriumbisulfitt, preve tilsatt maursyre og preve tilsatt maursyre + 0,1 %
natriumbisulfitt. Hver behandling ble utfert i 5 paralleller. Natriumbisulfitt ble tilsatt etter pH
var justert til 3,0. De ulike behandlingene er heretter indikert i prgvenavn med forkortelse:

e Ed: tilsatt eddiksyre
e Ed.S: tilsatt eddiksyre + natriumbisulfitt (0,1%)
e Ma: tilsatt maursyre

e Ma.S: tilsatt maursyre + natriumbisulfitt (0,1%)

En oversikt over de ulike ensileringsforsgkene utfert pa restrastoff M og restrastoff U er

presentert i tabell 5.

Tabell 5: Oversikt over de ulike ensileringsforsgkene utfgrt pa hel hgne med innmat, hode og
fler (ME) og hel hgne uten innmat (UE). Forkortelser er brukt for de fire ulike
behandlingene: eddiksyre (Ed), eddiksyre + 0,1 % natriumbisulfitt (Ed.S), maursyre (Ma) og
maursyre + 0,1 % natriumbisulfitt (Ma.S).).

Prave Eddiksyre Maursyre Natriumbisulfitt Ensilering
MEEd X X
MEEd.S X X X
MEMa X X
MEMa.S X X X
UEEd X X
UEEd.S X X X
UEMa X X
UEMa.S X X X
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Til 50 ml sentrifugerar ble det tilsatt 40 g restrastoff. Ensilering ble utfgrt i varmeskap ved 40
°C i 24 timer. Enzymene i preven ble varmeinaktivert ved oppvarming til 90 °C i
mikrobglgeovn pa maksimal effekt (750-800 W). Temperaturen (> 90 °C) ble holdt stabil i 10
minutter. Prgven ble sentrifugert i 10 minutter (3075 x g, 40 °C), deretter frosset i loddrett

stilling og oppbevart ved -20 °C.

Separering av fraksjoner i sentrifugergr ble utfert manuelt ved bruk av skalpell pa frossen
prove. Alle fraksjoner ble veid med 4 desimalers ngyaktighet. Opptint oljefraksjon ble
sentrifugert, samlet og nedfryst ved -80 °C. Opptint vannlgselig fraksjon ble filtrert, samlet og
nedfryst ved -80 °C, frysetarket og oppbevart som pulver i fryser ved -20°C. Opptint ensilasje
ble samlet, nedfryst og oppbevart ved -80 °C.

Fer samling ble det tatt individuelle tarrstoff- og askepraver fra ensilasje for hver parallell.
For vannlgselig fraksjonen ble det tatt felles terrstoffpreve grunnet manglende
analysemateriale. Det ble ikke tatt terrstoffpraver av oljefraksjon, basert pa antagelsen om at
denne inneholdt 100 % tarrstoff.
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2.4 Oppskalert enzymatisk hydrolyse

I screeningforsgket, beskrevet i avsnitt 2.3, ble enzymatisk hydrolyse utfgrt pa restrastoff M
og restrastoff U med 5 ulike behandlinger. Det ble foretatt en evaluering av de ulike
behandlingene med hensyn pa utbytte og produktets kvalitet. Avslutningsvis ble enzymatisk
hydrolyse, med de best egnede prosesseringsparameterne, benyttet i et oppskalert forsgk.
Malet med den oppskalerte hydrolysen var a produsere starre mengder hydrolysat til bruk i

produktutvikling av kyllingkjattkaker.

Det ble bestemt at tilsetning av 0,1 % Papain + Bromelain var best egnet til utnyttelse av
restrastoff fra verpehgns. Screeningforsgket ble oppskalert fra 20 g restrastoff til 2 kg
restrastoff. Restrastoffet bestod av hel hgne uten innmat, hode og fjer. Fer hydrolysen ble
restrastoffet kvernet i kjgkkenmaskin (Hobart AE200), med 10 mm og 5 mm hullstarrelse, til
en homogen masse. Halvparten av restrastoffet ble i tillegg kvernet med 2 mm hullstgrrelse.
Dette resulterte i et grovkvernet restrastoff (H2), som brukt i screeningforsgket, og et mer
finkvernet restrastoff (H1).

Enzymatisk hydrolyse ble utfert pa restrastoff H1 og restrastoff H2. Restrastoff ble blandet
med oppvarmet destillert vann (ca. 50 °C) i forholdet 1:1 (2 kg restrastoff : 2 | vann).
Blandingen av restrastoff og destillert vann ble varmet opp til 50 °C i mikrobglgeovn ved
maksimal effekt (750-800 W). Restrastoffblandingen ble overfert til en reaktor, med
mekanisk omrgring, og plassert i vannbad (50 °C). 0,1 % Papain + Bromelain (0,5 % + 0,5 %)
ble tilsatt restrastoffblandingen nar temperaturen hadde stabilisert seg pa 50 °C. Enzymatisk
hydrolyse ble utfert ved 50 °C i 60 minutter. Enzymene i prgven ble varmeinaktivert ved
oppvarming til 90 °C i mikrobglgeovn pa maksimal effekt (750-800 W). Temperaturen (> 90
°C) ble holdt stabil i 10 minutter. Pragven ble overfart til en sentrifugekopp, og sentrifugert i
10 minutter. Olje, hydrolysat og sediment ble separert manuelt ved bruk av pipette og skje.
Hver fraksjon ble veid, og det ble tatt tarrstoffprgver av hydrolysat, samt terrstoff- og
askepreve av sediment. Olje og sediment ble nedfryst ved — 20 °C til videre analyser som ikke
er en del av denne oppgaven. Hydrolysatet ble nedfryst ved — 80 °C, deretter fryseterket til
bruk i produktutviklingsforsgk.
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2.5 Produktutviklingsforsgk: kyllingkjgttkaker

Hgnseproteinhydrolysat (HPH) fra oppskalert enzymatiske hydrolyse av restrastoff H1
(HPH1) og restrastoff H2 (HPH2) ble benyttet i et produktutviklingsforsgk. Forsgket ble
utfert som et teknologisk screeningforsgk, med den hensikt a optimalisere
prosessbetingelsene for videre forsgk med HPH som funksjonell ingrediens i matvarer. |
denne oppgaven ble kun beregninger av vanntap ved steking, samt en enkel sensorisk analyse,

utfort.

For a studere vannbindingsevnen til HPH i kyllingkjettkaker, ble det kommersielle produktet
ScanPro™ benyttet til sammenligning. ScanPro™ FCP 75/SF er et kommersielt produkt
produsert ved mekanisk prosessering og varmebehandling av kylling med matkvalitet.
Produktet tilsettes matvarer som funksjonell ingrediens, og kan bidra til vann- og fettbinding i
ulike produkt for humant konsum [ScanPro™FCP75/SF (n.d.)].

Farse av kyllingkjgatt ble tillaget ved Yttergykyllings produksjonslokaler pa Mule i Levanger.
Kyllingfarsen ble tilsatt de samme ingrediensene som Yttergykylling benytter i produksjon av
egne farseprodukt. Ferdig kyllingfarse ble fraktet til SINTEF Sealab i Trondheim i frosset
tilstand. 4 ulike tilsetninger ble benyttet i produktutviklingsforsgket: 4 % vann, 4 % vann + 1
% ScanPro, 4 % vann + 1 % HPH1 og 4 % vann + 1 % HPH2. De ulike tilsetningene er
heretter indikert i pravenavn med forkortelse:

e SD: Vann (4 %) (standard)

e SP:Vann (4 %) + ScanPro (1 %)

e HPH1: Vann (4 %) + HPH1 (1 %)
e HPH2: Vann (4 %) + HPH2 (1 %)

300 g farse med tilsetning ble blandet i kjgkkenmaskin i 30 sekunder. Blandingen ble formet
til 7 kjottkaker. Hver kjottkake ble veid, deretter stekt i varmluftsovn ved 200 °C i 14
minutter. Etter avkjeling ble kjottkakene veid pa nytt, og vanntap ble beregnet som
differansen mellom vekt far varmebehandling og det ferdige produktets vekt.

Det ble utfart en enkel smakstest pa de 4 ulike produktene. Et utrent panel bestaende av totalt
10 personer deltok i den sensoriske analysen, hvorav 4 hadde kjennskap til forsgket.
Deltakerne ble bedt om a besvare to sparsmal:

1. Har kjottkakene ulik smak?
2. Smaker én av kjattkakene bedre enn de andre?
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2.6 Analysemetoder

Ulike analyser ble utfert pa restrastoffet, samt de ulike fraksjonene generert fra
varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og ensilering. En oversikt over analyser utfgrt pa
restrastoff, oljefraksjon, og de vannlgselige og ulgselige fraksjonene er presentert i figur 2-3.
Analyse av terrstoffinnhold ble utfert pa den vannlgselige fraksjonen fra alle de tre
prosesseringsmetodene. Analyse av proteininnhold (*) og proteinenes hydrolysegrad (*) ble
utfgrt pa limvann og hydrolysat. Analyse av totalt lipidinnhold (*), innhold og sammensetning
av frie aminosyrer (*), samt analyse av peptidenes molvektsfordeling (*), ble bare utfart pa

hydrolysat.
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Figur 2-3: Oversikt over analyser utfgrt pa restrastoff fra verpehgns, samt oljefraksjon,
vannlgselig fraksjon og ulgselig fraksjon fra varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og
ensilering. Analyse av terrstoffinnhold ble utfert pa den vannlgselige fraksjonen fra alle tre
prosesseringsmetodene. Analyse av proteininnhold og proteinenes hydrolysegrad ble bare
utfert pa limvann og hydrolysat. Analyse av totalt lipidinnhold, innhold og sammensetning av
frie aminosyrer, samt analyse av peptidenes molvektsfordeling, ble bare utfgrt pa hydrolysat.
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2.6.1 Tarrvekt og aske

Innhold av terrstoff og aske ble bestemt ved gravimetrisk analyse. 1-3 g preve veid inn i
dramsglass med 4 desimalers ngyaktighet. Prgven ble satt i varmeskap ved 105 °C i 24 timer,
deretter plassert i eksikator til avkjgling i minimum 1 time. Etter ny veiing, ble prgvens

tarrstoffinnhold beregnet som differansen i vekt far og etter tarking.

Analyse av askeinnhold ble utfert i henhold til AOAC metode [AOAC (1990)]. 1-3 g prave
ble veid inn i digel med 4 desimalers ngyaktighet. Prgven ble satt i varmeskap ved 105 °C i
24 timer, deretter plassert i eksikator til avkjeling i minimum 1 time. Digel med terket prove
ble plassert i kald muffelovn. Temperaturen i muffelovn ble satt til 590°C, og preven fikk sta i
12 timer. Digel ble igjen plassert i eksikator til avkjgling i minimum 1 time. Det ble foretatt
en ny veiing, og askeinnholdet ble beregnet som differansen mellom pravens vekt for og etter

foraskning.

2.6.2 Totalt nitrogen til beregning av grovt proteininnhold
Totalt nitrogeninnhold i frysetarket prave ble bestemt ved bruk av CN-analysator (Carlo Erba
NA-1500 CN elemental analyzer).

I CN-analysatoren vil en fast prave pakket i tinnkapsel spontant forbrennes ved en temperatur
pa 1800 °C og tilstedeveerelse av oksygen. Forbrenningen resulterer i dannelsen av
gassproduktene N2, NOx, H20, Oz og CO.. Med helium som beregass vil disse transporteres,
via en kolonne som inneholder kromoksid og koboltoksid, til en kobberkolonne. |
kobberkolonnen reduseres nitrogenoksider til elementart nitrogen. Etter absorbering av vann
og oksygen vil de gjenvarende gassene overfares til en gasskromatografovn, hvor N2 og CO>
separeres i en Poropak QS-kolonne. En termal konduktivitetsdetektor (TCD) produserer et

elektrisk signal proporsjonalt til konsentrasjonen av nitrogen og karbon.

Pravene ble analysert i 3-4 paralleller. Frysetarket prgve ble veid inn i tinnkapsel med 4
desimalers ngyaktighet, pakket og satt i varmeskap ved 60 °C i minimum 24 timer. Etter
tarking ble preven plassert i eksikator. CN-analysator ble kjgrt av Marte Schei ved SINTEF
Fiskeri og havbruk.

Grovt proteininnhold (CP) ble beregnet ved & multiplisere totalt nitrogeninnhold (%) med en
faktor pa 6,25.

2.6.3 Totalt lipidinnhold
Ekstraksjon av fett fra vat og terr prave, til bestemmelse av totalt lipidinnhold, ble utfart som

beskrevet av Bligh og Dyer [Bligh et al. (1959)] med modifikasjoner. Til ekstraksjon av fett
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fra restrastoff (vat preve) ble makrometode benyttet, mens mikrometode ble benyttet til
ekstraksjon av fett fra fryseterket hydrolysat (tarr prave).

Ved a homogenisere en prgve med en lgsning bestaende av et polart og et upolart lasemiddel,
vil ulike komponenter kunne separeres basert pa lgselighet. 1 det resulterende to-fase systemet
vil lipider befinne seg i den upolare fasen, mens ikke-lipid komponenter vil befinne seg i den
polare fasen. Dette gjer det mulig a ekstrahere fett, og separere dette fra de andre

komponentene i en prave.

Mikrometode: Prgvene ble analysert i 2 paralleller. Ca. 50 mg tarr preve ble veid inn i
kimaxrgr med 2 desimalers ngyaktighet. Prgven ble tilsatt 0,8 ml destillert vann, 2,0 ml
metanol og 1,0 ml kloroform etterfulgt av homogenisering i 1 minutt. Praven ble igjen tilsatt
1,0 ml kloroform og homogenisert i 20 sekunder. Til slutt ble praven tilsatt 1,0 ml destillert
vann og homogenisert i ytterligere 20 sekunder. Prgven ble oppbevart pa is under hele
prosedyren, inkludert homogenisering. For a separere fasene ble prgven sentrifugert i 10
minutter (1610 x g, 10 °C). Ngyaktig 0,5 ml av kloroformfasen ble overfgrt fra kimaxrer til
forhandsveide reagensrgr ved bruk av pasteurpipette. Prgven ble inndampet over natten i
avtrekksskap, deretter plassert i eksikator i 1 time. Inndampet prgve ble veid pa nytt, og
mengde lipid ble beregnet som differansen mellom reagensrgrets vekt med og uten inndampet
preve. Ved antagelsen om at alt lipid befant seg i kloroformfasen, ble totalt lipidinnhold (%)
beregnet ved bruk av ligning 2.1.

AXBX100

Totalt lipidinnhold (%) = <)

Ligning 2.1

Hvor A = mengde inndampet lipid (mg), B = volum kloroform tilsatt (ml), C = volum

kloroform inndampet (ml) og V = innveid prgve (mg).

Makrometode: Prgvene ble analysert i 3 paralleller. Ca. 10 g vat preve ble veid inn i
sentrifugekopp med 4 desimalers ngyaktighet. Prgven ble tilsatt 16 ml destillert vann, 40 ml
metanol og 20 ml kloroform etterfulgt av homogenisering i 2 minutter. Prgven ble igjen tilsatt
20 ml kloroform og homogenisert i 2 minutter. Til slutt ble praven tilsatt 20 ml destillert vann
og homogenisert i 40 sekunder. For & separere fasene ble prgven sentrifugert i 15 minutter
(2000 x g, 10°C). Ngyaktig 2,0 ml av kloroformfasen ble overfart til forhandveid reagensrar
ved bruk av glasspipette. Kloroform ble avdampet pa varmeblokk (60 °C) med innblasing av
nitrogengass (N2). Praven ble deretter avkjglt i eksikator i minimum 1 time. Inndampet prgve

ble veid pa nytt, og mengde lipid ble beregnet som differansen mellom reagensrarets vekt
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med og uten inndampet prgve. Ved antagelsen om at alt lipid befant seg i kloroformfasen, ble
totalt lipidinnhold (%) beregnet ved bruk av ligning 2.2.

AXBX100

Totalt lipidinnhold (%) = o)

Ligning 2.2

Hvor A = mengde inndampet lipid (g), B = volum kloroform tilsatt (ml), C = volum

kloroform inndampet (ml) og V = innveid prave (g).

2.6.4 Frie fettsyrer (FFA)

Innhold av frie fettsyrer (%) i lipid ble bestemt, som beskrevet av Bernardez et al. [Bernardez
et al. (2005)], med modifikasjoner. Isooktan ble brukt som lgsemiddel i stedet for
sykloheksan.

Karboksylgruppen i frie fettsyrer reagerer med kobber(ll)acetat-pyridinmonohydrat, og
danner stabile kobbersape-komplekser med bla farge. Disse absorberer bglgelengder ved 715
nm. Et lipids innhold av frie fettsyrer (%) kan derfor bestemmes ved & male prgvens

absorbans, og sammenligne denne med absorbansen til en standardlgsning.

Standardlgsning av oleinsyre (0,1 M) ble fremstilt ved & veie inn 0.2825 g oleinsyre og lgse
dette i 10 ml isooktan. De ulike mengdene (n) av oleinsyre (0-20 pumol) brukt til fremstilling
av standardkurven, samt formler og utregninger, er presentert i tabell 1C i vedlegg C.
Standardkurven er presentert i figur C-1 i vedlegg C.

Pravene ble analysert i 8 paralleller. 0,1-0,2 g prave ble veid inn i kimaxrgr med 4 desimalers
ngyaktighet. Prgven ble tilsatt 5,0 ml isooktan og blandet. Deretter ble prgven tilsatt 0,5 ml
kobber(Il)acetat-pyridinmonohydrat-reagens. ~ Kobber(ll)acetat-pyridinmonohydrat-reagens
ble fremstilt ved & lgse 5,00 g kobberacetat(ll)monohydrat i 100 ml destillert vann.
Reagensens pH justeres til 6,0-6,2 ved a tilsette pyridin drapevis. Etter reagensen var tilsatt
ble preven blandet og sentrifugert i 5 minutter (906 x g, 20 °C). Toppfasen ble overfort til
kyvetter, spektrofotometer ble nullstilt mot isooktan, og prevens absorbans ble malt ved 715

nm. Oljens innhold av frie fettsyrer (%) ble bestemt ved bruk av ligning C i vedlegg C.

2.6.5 Peroksidverdi (PV)
Peroksidverdi (PV) i lipid ble bestemt, som beskrevet i 1ISO 3960, basert pa AOCS Official
Method Cd 8b-90 [AOCS (2013)]. Analysen ble utfert med halverte mengder reagenser,

automatisert jodometrisk titrering og potentiometrisk bestemmelse av ekvivalenspunkt.

PV er et mal pa mengden primare oksidasjonsprodukt: lipidhydroperoksider (LOOH).
Metoden baserer seg pa lipidhydroperoksiders evne til & oksidere indikatorforbindelser, i dette
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tilfellet jodid [Damodaran et al. (2008)]. | en mettet kaliumjodidlgsning vil
lipidhydroperoksider oksidere jodidioner til jod etter det stakiometriske forholdet presentert i
ligning 2.3. Nar lgsningen titreres med natriumtiosulfat (Na2S203) vil denne forbindelsen
redusere jod tilbake til jodid etter ligning 2.4. Titreringens ekvivalenspunkt, og dermed PV-
verdi, bestemmes ved a registrere endringer i lgsningens elektriske potensial (eV). PV
uttrykkes som milliekvivalenter (meq) aktivt oksygen (peroksid) per kg olje [AOCS (2013)].

LOOH + 2KI +2H* - LOH + I, + 2K~ + H,0 Ligning 2.3
I, + 2NaS,05; - Na,S,04 + 2Nal Ligning 2.4

Pravene ble analysert i 8 paralleller. 0,2-0,3 g lipid ble veid inn i plastbeger med 4 desimalers
ngyaktighet. Prgven ble tilsatt 25 ml isooktan/eddiksyrelgsning (2 : 3) og 0,25 ml mettet
kaliumjodidlgsning. Mettet kaliumjodidlgsning ble tillaget ved a lgse kaliumjodid i destillert
vann, ved risting, inntil bunnfall ble observert. Praven ble plassert pa magnetrgrer til
omrgring i ngyaktig 1 minutt, deretter umiddelbart tilsatt 15 ml destillert vann. Prgven ble
titrert med natriumtiosulfat (0,1 M) ved bruk av automatisk titrator. PV ble bestemt ved bruk

av ligning 2.5.

C(Nays,03) X (titrering prove—titreing blank)x1000

PV =

Ligning 2.5

Prgvens vekt (g)

2.6.6 Anisidinverdi (AV)
Anisidinverdi (AV) i lipid ble bestemt i henhold til AOCS Official Method Cd 18-90 [AOCS
(2013)].

AV er et mal pd mengden sekundzre oksidasjonsprodukt, nsermere bestemt kjernealdehyder
(2,4-dienaler og 2-alkenaler), som dannes ved B-klgyving. | en sur lgsning vil p-anisidin
reagerer med aldehydforbindelser og danne et gult kompleks, som vist i ligning 2.6. Dette
komplekset absorberer balgelengder ved 350 nm, og malt absorbans kan derfor benyttes til a

bestemme lipidets innhold av kjernealdehyder.
p — Anisidin + aldehyd — gult kompleks Ligning 2.6

Prgvene ble analysert i 4 paralleller. 0,25 % anisidinreagens ble tillaget ved a veie inn 0,25 g

p-anisidin i en 100 ml malekolbe. Det ble tilsatt 100 ml eddiksyre til malekolben, etterfulgt av

kraftig risting, til det ikke lenger kunne observeres p-anisidin i fast form. 0,1-0,3 g lipid (m)

ble veid inn i kimaxrgr med 4 desimalers ngyaktighet. Prgven ble tilsatt 5,0 ml isooktan og

blandet. Spektrofotometer ble nullstilt mot isooktan. 2,5 ml prave (S1) ble pipettert ut i en

glasskyvette, mens 2,5 ml isooktan (B1) ble pipettert ut i en annen (blankprgve). Absorbans
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ble malt ved 350 nm for begge prevene, og ga henholdsvis Asi og Agi. Til begge
glasskyvettene ble det tilsatt 0,5 ml 0,25 % p-anisidinreagens. Prgven og blankprgven ble
blandet ved & snu kyvettene opp ned 5 ganger. Etter 10 minutters henstand i marke ble
absorbans malt pa nytt, ved 350 nm, for begge kyvettene. Dette ga henholdsvis Asz 0g Ag2.
Anisidinverdi ble beregnet ved bruk av ligning 2.7.

25%X(1,2X(As2—Ap2)—(As1—Ap1))

Ansidinverdi = — Ligning 2.7
2.6.7 Total oksidasjonsverdi (TOTOX)

Den totale oksidasjonsverdien (TOTOX) ble beregnet ved bruk av ligning 2.8.

TOTOX = (2x PV) + AV Ligning 2.8

TOTOX er et empirisk mal bestaende av to parametere med ulik maleenhet. Til tross for dette
er TOTOX en viktig kvalitetsparameter i industriell sammenheng, og kan reflekterer bade den
oksidative «historien» (AV) og den ndverende oksidative statusen (PV) til en olje [Shahidi et
al. (2008)].

2.6.8 Fettsyresammensetning

Fettsyresammensetning i lipid ble analysert ved gasskromatografi (Agilent 7890 GC System),
tilkoblet en flammeioniseringsdetektor (GC-FID), Prosedyren inkluderte preanalytisk
metylering av fettsyrer. En Agilent CP7713 kolonne (25 m x 250um X 0,2 um) ble benyttet.
Injeksjonsvolum var 1,7 ul (pulsed splitless), med en temperatur pa 250 °C.

Preanalytisk metylering av fettsyrer, ved bruk av BFs-metanol som syrekatalysator, resulterer
i en transesterifisering av fettsyrer til deres metylesterderivater. Dette frigjer fettsyrer som er
bundet til triacylglyserol, og lipidets totale fettsyresammensetning kan derfor analyseres.
Syrekatalysert transesterifisering av fettsyre er illustrert i figur 2-4.
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Figur 2-4: Syrekatalysert transesterifisering av fettsyre. Fettsyren, som opprinnelig er bundet
til glyserol (G) ved esterbinding, transesterifiseres til en metylgruppe (CHs) tilhgrende
metanol (CH3OH). Reaksjonen er katalysert av en BF3 som avgir H™ [Fritt redigert etter
Christie (1993)].

I gasskromatografi er den mobile fasen en baregass, i dette tilfellet nitrogen (N2) med en
strgmning pd 1,5 ml/min. Stasjonarfasen (kolonnen) er et flytende materiale. Fettsyrenes
ulike affinitet for stasjonearfasen gjer at de beveger seg gjennom den med ulik hastighet.
Retensjonstid detekteres av en flammeioniseringsdetektor, og presenteres i form av et
kromatogram behandlet i programvare EZChrom. Ved a sammenligne med fettsyrestandard
(68D, 79, 411, NuChecPrep), samt en intern standard (IS), kan fettsyrer identifiseres og
kvantifiseres. Heneikosylsyre (C20:0) ble brukt som IS. Denne mettede fettsyren er egnet til

bruk som standard ved gasskromatografi fordi den ikke overskygger resultatene fra analysen.

Pravene ble analysert i 2 paralleller. 10 mg (+/- 1 mg) lipid ble veid inn i kimaxrgr med 4
desimalers ngyaktighet ved bruk av en pasteurpipette. Pragvene ble tilsatt 1 ml IS-kloroform (1
mg : 1 ml) og blandet. Kloroform ble deretter avdampet pa varmeblokk ved 60 °C med
innblasing av nitrogengass (N2). Umiddelbart etter at kloroform var avdampet, ble prgven
tilsatt 1 ml NaOH (0,5 M) lgst i metanol. Skrukork ble satt pa kimaxrer fer praven ble
plassert pa varmeblokk ved 100 °C i 15 minutter. Prgven ble avkjglt i romtemperatur, deretter

tilsatt 2 ml BFs-metanol. Skrukork ble satt pa kimaxrer, far praven ble plassert pa varmeblokk
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ved 100 °C i 5 minutter. Igjen ble prgven avkjglt i romtemperatur, deretter tilsatt 1 ml heksan.
Skrukork ble satt pa kimaxrar, far prgven ble plassert pa varmeblokk ved 100 °C i 1 minutt.
Etter avkjgling i romtemperatur, ble prgven tilsatt 1 ml heksan og 2 ml mettet saltlasning.
Praven ble blandet og sentrifugert i 3 minutter (906 x g, 20 °C). Toppfasen (heksanfasen) ble
overfart til et nytt kimaxrgr ved bruk av pasteurpipette. Prgven ble igjen tilsatt 1 ml heksan,
blandet og sentrifugert i 3 minutter (906 x g, 20 °C). Den resulterende toppfasen ble overfart
til samme kimaxrgr som toppfasen fra forrige sentrifugering. Til slutt ble preven tilsatt 2 ml
heksan, blandet og sentrifugert i 3 minutter (906 x g, 20 °C). Den siste toppfasen ble overfart
til samme kimaxrgr som de to forrige toppfasene. De samlede heksanfasene ble overfart til
pravergr for GC. GC-FID ble kjgrt av Merethe Selnes ved SINTEF Fiskeri og havbruk etter

program presentert i tabell 6.

Tabell 6: GC-FID program brukt til analyse av fettsyresammensetning i lipid (Agilent 7890
GC System).

@kningsrate (°C/min) Temperatur (°C) Holdetid (min)

Starttemperatur 80 1
@kning 1 25 180 8
@kning 2 2,5 205 2
@kning 3 2,5 215 5

2.6.9 Formoltitrering
Proteinenes hydrolysegrad i frysetarket prgve ble bestemt ved formoltitrering, som beskrevet
av Taylor [Taylor (1957)].

Hydrolysegrad (DH) angir mengden klgyvet peptid i forhold til totalt nitrogeninnhold i en
prgve, og er den mest brukte parameteren for a beskrive proteinhydrolyse [Kristinsson et al.
(2000)]. Formaldehyd vil reagere med aminosyrenes aminogrupper (NHs"), noe som farer til
at det avgis tilsvarende mengde proton (H*) til lasningen. Mengden frigitt proton, og dermed
mengden frie aminogrupper, estimeres ved a titrere lgsningen med natriumhydroksid (NaOH).

Reaksjonen er illustrert i figur 2-5.
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NH; \NHz(CHzo)z
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H" + NaOH =— H,0 + Na’

Natrium-
hydroksid

Figur 2-5: Kjemiske reaksjoner involvert i formoltitrering. Aminogrupper (NHs*) reagerer
med formaldehyd (CH20) og avgir et proton (H"). En lgsnings innhold av proton, og derfor
av frie aminogrupper, kan estimeres ved a titrere med natriumhydroksid (NaOH).

Prevene ble analysert i 2-3 paralleller. Ca. 0,3 g frysetarket prgve ble veid inn i begerglass
(100 ml). Deretter ble det tilsatt destillert vann til en totalvekt pa ca. 50 g. Lgsningens pH ble
justert til 7,0, malt pH-meter, ved bruk av 0,1 M NaOH. Justering av pH ble utfert under
omrgring pa magnetrgrer. Prgven ble tilsatt 10 ml formaldehyd (ca. 37%, justert til pH=8,5
med NaOH), etterfulgt av henstand i 5 minutter. Til slutt ble pregven plassert tilbake pa
magnetrgrer, og titrert med 0,1 M NaOH til pH = 8,5. Forbruk av NaOH (ml) ble notert med 2
desimalers ngyaktighet. Prgvens innhold av frie aminogrupper (%) ble beregnet ved bruk av
ligning 2.9.

AXBX14,007x100

Frie aminogrupper (%) = Cx1000

Ligning 2.9
Hvor A = forbruk NaOH (ml), B = konsentrasjon NaOH (M) og C = menge prave (g).

Pravens hydrolysegrad (%) ble beregnet ved bruk av ligning 2.10.

Dx100

Hydrolysegrad (%) = —

Ligning 2.10

Hvor D = prgvens innhold av frie aminogrupper (%) og E = prevens innhold av nitrogen (%)

beregnet ved CN-analyse.
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2.6.10 Innhold og sammensetning av frie aminosyrer

Innhold og sammensetning av frie aminosyrer i frysetgrket prgve ble bestemt ved Ultra High
Performance Liquid Chromatography (UHPLC), etter utfelling av proteiner med
sulfosalicylsyre, som beskrevet av Osnes et al. [Osnes et al. (1985)]. Revers-fase UHPLC
(Dionex UltiMate® 3000 UHPLC™ focused, Dionex UltiMate® 3000 Autosampler, Dionex
RF Fluorescence Detector, Thermo Scientific, USA), inkludert prekolonne-derivatisering av
aminosyrer med o-phthaldialdehyd, og Nova-Pak kolonne (Nova-Pak® C18 4 um) ble

benyttet i analysen.

Bruk av HPLC til & analysere aminosyresammensetning baserer seg pa separasjon av
aminosyrer som et resultat av ulik affinitet for den stasjonare fasen (kolonnen). | revers-fase
HPLC er den mobile fasen polar og kolonnen upolar. Dette vil pavirke retensjonstiden for en
gitt aminosyre. En detektor registrerer retensjonstid og kvantitet, presentert i form av et
kromatogram. Derivater av aminosyrer og o-phtaldialdehyd vil fluorisere, og slik kunne
registreres av detektor (438 nm). Ved sammenligning med aminosyrestandard, og lgsning

med kjent konsentrasjon, kan en aminosyre identifiseres og kvantifiseres.

Pravene ble analysert i 2 paralleller. 25 mg fryseterket preve ble veid inn og lgst i 2,5 ml
destillert vann. 1 ml lgsning ble overfert til eppendorfrgr og tilsatt 0,25 ml 10%
sulfosalicylsyre (2-hydroksy-5-sulfobenzosyre), deretter blandet. Pragven ble satt i Kjgleskap
(4°C) i 30 minutter, deretter sentrifugert i 10 minutter (2000 x g, 20 °C). For a teste om alt
proteinet var utfelt, ble 0,5 ml av supernatant overfart til et nytt eppendorfrer og tilsatt 0,125
ml 10% sulfosalicylsyre. Prgven ble blandet, satt i kjgleskap og sentrifugert som beskrevet
over. Prgven ble fortynnet i forholdet 1 : 50 og 1 : 100, deretter filtret gjennom filter med ble
porestarrelse 0,20 um (Whatman). 0,205 ml lgsning ble overfort til prgveglass. HPLC ble
Kjgrt av Siri Stavrum ved Institutt for bioteknologi. Det ble bestemt en felles konsentrasjon

for glysin og arginin, grunnet sammenfallende topper pa kromatogram.

2.6.11 Molvektsfordeling

Molvektsfordelingen til peptider i frysetarket prgve ble analysert ved bruk av High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Prgvene ble analysert pa Hitachi HPLC med
Superdex® peptide 10/300 kolonne. Retensjonstid ble detektert med UV-detektor (220 nm).

Hydrolyse av proteiner vil gi et produkt med peptider av ulik stgrrelse. Molevektsfordelingen
til peptidene vil pavirke produktets sensoriske og funksjonelle egenskaper, og det er derfor av
interesse 4 bestemme denne parameteren ved HPLC. Peptider av ulik kjedelengde i den
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mobile fasen vil ha ulik affinitet for den stasjonare fasen (kolonne), og slik kunne separeres
basert pa molvekt. | en Superdex® peptide 10/300 kolonne, som benyttet i denne oppgaven,
vil store peptider ha kortest retensjonstid. Ved a sammenligne med ulike standarder av kjent
molvekt, kan innholdet av peptid i et gitt vektintervall bestemmes. Resultatet av analysen vil

veere et kromatogram med absorbans som funksjon av retensjonstid.

Pragvene ble analysert i 2 paralleller. Frysetarket prave ble lgst i vann til en konsentrasjon pa
ca. 10 mg/ml. Deretter ble prgven fortynnet med vann (1 : 10) til en endelig konsentrasjon pa
1 mg/ml. Prgven ble kjart isokratisk med 30 % acetonitril/0,1 % TFA i vann (mobil fase), ved
en hastighet pa 0.3 ml/min og romtemperatur. Prgvens injeksjonsvolum var 20 pl. Cytokrom
C (12327 Da), aprotinin (6511 Da), insulin A (2532 Da), leucin enkephalin (555,6 Da), Val-
Tyr-Val (379,5 Da) og Gly-Tyr (238,2 Da) ble brukt som standarder. Standardenes
regresjonslinje var R? = 0,960. Integrering av kromatogram ble utfart manuelt. Molvekt ble
fordelt over 11 intervaller: <200 Da, 200-500 Da, 500-1000 Da, 1000-2000 Da, 2000-4000
Da, 4000-6000 Da, 6000-8000 Da, 8000-10000 Da, 10000-15000 Da, 15000-20000 Da og
>20000 Da. Analysen ble utfert i sin helhet av Jannicke Fugledal Remme ved SINTEF Fiskeri
0g havbruk.

2.6.12 Fordayelighet
Fordgyelighet av pepsin pa avfettet og tgrket prgve ble analysert som beskrevet i AOAC

971.09 [AOAC (1990)].

Kvaliteten pa en proteinkilde bestemmes i hovedsak av aminosyresammensetning og
fordgyelighet. Det finnes ulike mater & male fordgyelighet pa. Biologiske metoder, som
involverer testdyr, maler fordgyelighet in vivo basert pa nitrogenretensjon i dyr som fores
med en proteinrik diett. Slike metoder er kostbare og tidkrevende. Ved bruk av enzymatiske
metoder, som involverer tilsetning av animalske fordgyelsesenzymer, kan fordeyelighet
studeres in vitro [Damodaran et al. (2008)]. En slik prosess vil simulere fordgyelsen av
proteiner i fordgyelsessystemet til levende organismer. Enzymatiske metoder muliggjer derfor
analyse av fordgyelighet pa en effektiv og gkonomisk mate. For at en proteinkilde skal ha god
kvalitet, bar fordgyelighet tilsvare fordgyeligheten pa eggehvite (albumin) eller melkeprotein

(kasein).

Prgvene ble avfettet pa forhand. Basert pa fettekstraksjon i Bligh & Dyers makrometode
[Bligh et al. (1959)], ble en blanding av metanol og kloroform (1 : 1) benyttet. 20 g prave ble
veid inn i sentrifugekopp, deretter tilsatt 10 ml metanol og 10 ml kloroform. Prgven ble ristet
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og sentrifugert i 5 minutter (2000 x g, 10 °C). Metanol- og kloroformfasen ble fjernet fra
praven ved dekantering og bruk av pasteurpipette. Prgven fikk avdampe i romtemperatur over

natten.

Pravene ble analysert i 2 paralleller, og kasein ble brukt som referanseprotein. Pepsinlgsning
ble tillaget ved a fortynne 6,1 ml saltsyre (HCI) til 1 L med destillert vann. Lgsningen ble
oppvarmet til 40 °C, deretter tilsatt 2,0 g pepsin. Det ble rort forsiktig i lgsningen til pepsin
var fullstendig opplest. Ca. 0,5 g avfettet prave ble veid inn i 50 ml sentrifugergr. Det ble
tilsatt 20 ml pepsinlgsning, og fordayelse ble utfert i varmeskap ved 40 °C i 16 timer. Etter
avkjeling til romtemperatur (1 time), ble prgven sentrifugert i 20 minutter (2000 x g, 20 °C).
Den flytende fasen ble fjernet ved dekantering. Prgven ble tilsatt 10 ml vann og ristet for
hand, deretter sentrifugert i ytterligere 20 minutter (2000 x g, 20 °C). Den flytende fasen ble
igjen fjernet ved dekantering, samt bruk av pasteurpipette. Prgven ble tarket ved 55 °C over
natten. Etter avkjaling ble prgven veid pa nytt, og fordayelighet (%) ble beregnet ved bruk av
ligning 2.11.

Provens vekt (g)—Vekt etter torking (g)
Prgvens vekt (g)

Fordgyelighet (%) =

x100 Ligning 2.11

2.6.13 Statistiske analyser og beregninger

Statistiske analyser ble utfgrt i programvare Microsoft Excel (Microsoft Office 2016).
Resultatene er oppgitt som gjennomsnitt av [n] antall paralleller. Verdiene ble antatt a vare
uavhengige og normalfordelte, og standardavvik (SD) er derfor oppgitt som mal pa verdienes
spredning. Standardavvik ble bestemt ved formel STDAV.P (standardavvik for populasjon).

Signifikante forskjeller mellom verdiene ble bestemt ved bruk av ligning 2.12.

Verdi 1-Verdi 2
VSTD12+STD22

Ligning 2.12
Grensen for signifikans ble satt til p = 0,05. En forskjell starre enn 1,96 i ligning 2.12 vil bety
at preven avviket fra normalfordelingen med mer enn to standardavvik. Ved et
signifikansniva pa p = 0,05 kan det konkluderes med at pravene er signifikant forskjellige, da

det er 95% sannsynlighet for at avviket ikke skyldes en tilfeldighet.

Utbytte av olje og protein i de ulike fraksjonene, fra varmebehandling, enzymatisk hydrolyse

og ensilering av restrastoff fra verpehgns, ble beregnet ved bruk av ligning 2.13.

Innhold ionXVekt i ..
Utbytte (%) = [raksjon ___fraksjon Ligning 2.13
InnholdrﬁsmffxVektr;;smff
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Alle beregninger av massebalanse baserer seg pa utregning av totalt tarrstoffutbytte ved bruk
av ligning 2.14.

VektrfistoffXTﬂT’T'StOff (%)réstoff =

(VektoljefraksjonXTﬂrrStoff (%)oljefraksjon)

+ (Vektvannlﬂselig fraksjonXTﬂrrStoff (%)vannlﬂselig fraksjon)

+ (Vektulﬂselig fraksjonXTﬂrrStoff (%)ulﬂselig fraksjon) Ligning 2.14
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3 Resultat og diskusjon

I denne oppgaven ble varmebehandling (termisk, T), enzymatisk hydrolyse (H) og ensilering
(E) utfgrt pa to ulike restrastoff fra verpehgns. Det ene restrastoffet bestod av kvernede
verpehgns med innmat, hode og fjeer (restrastoff M). Det andre restrastoffet bestod av
kvernede verpehgns uten innmat, hode og fjer (restrastoff U). Malet med prosesseringen var a
utvinne lipider og proteiner med hgy kvalitet fra restrastoff M og restrastoff U. Restrastoffet
fordelte seg i tre fraksjoner ved prosessering: oljefraksjon, vannlgselig fraksjon og ulgselig

fraksjon.

Restrastoffenes sammensetning, samt produktenes sammensetning og kvalitet, ble analysert.
Oljefraksjonens sammensetning og kvalitet ble vurdert basert pa innhold av frie fettsyrer,
oksidativ status og fettsyresammensetning. Den vannlgselige fraksjonens sammensetning og
kvalitet ble vurdert basert pa farge, lipidinnhold, proteininnhold, proteinenes hydrolysegrad,
innhold og sammensetning av frie aminosyrer, samt peptidenes molvektsfordeling. Den

ulgselige fraksjonen kvalitet ble vurdert basert pa fordayelighet.

Resultatene er oppgitt som gjennomsnitt av [n] antall paralleller, og standardavvik (SD) er
oppgitt som mal pa verdienes spredning. Grunnlagsdata fra enkelte analyser var for
omfattende til & bli presentert som en del av oppgaven, men de viktigste er inkludert under
resultater eller i vedlegg.
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3.1 Restrastoffets sammensetning

For & kunne vurdere effektiviteten av en prosessering basert pa utbytte, er det ngdvendig a
karakterisere restrastoffet. Restrastoffets sammensetning ble bestemt ved analyse av aske-,
tarrstoff-, lipid- og proteininnhold. Sammensetningen til restrastoff M og restrastoff U er

presentert i figur 3-1. Grunnlagsdata er gitt i vedlegg A, tabell 1A.
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Figur 3-1: Restrastoffets sammensetning for hel hgne med innmat, hode og fjer (restrastoff
M) og hel hgne uten innmat (restrastoff U). Innhold av vann, terrstoff, lipid, protein og aske
er oppgitt i g/ 100 g rastoff (vatvekt) (gjennomsnitt + SD, n = 3-4).

Det ble funnet et hgyere lipidinnhold i restrastoff M (26,9 + 1,6 %), sammenlignet med
restrastoff U (18,7 + 1,2 %). Dette tyder pa at innmat fra verpehgns har et hgyt lipidinnhold
sammenlignet med resterende komponentene fra hgnsekroppen. Antagelsen stottes av
upubliserte data, fra analyser ved SINTEF Fiskeri og havbruk, som fant et lipidinnhold pa 30
% i innmat fra verpehgns. Ogsa i litteraturen er det antatt at en stor del av fuglers totale
lipidinnhold befinner seg i innmaten [Nir et al. (1988), - ikke sett, sitert etter Sturkie (2015)].
Tarrstoffinnholdet i restrastoff M (44,0 £ 3,1 %) var hgyere enn tgrrstoffinnholdet i restrastoff
U (398 + 1,8 %). Dette reflekterer forskjellene i lipidinnhold, da restrastoffenes
proteininnhold var omtrent likt (restrastoff M: 18,6 + 4,5 %, restrastoff U: 18,5 + 4,1 %).

Det ble funnet et hgyere askeinnhold i restrastoff U (5,4 + 1,9 %), sammenlignet med
restrastoff M (4,9 £ 1,9 %). Dette er trolig et resultat av at bein utgjer en starre andel av

restrastoff U enn med restrastoff M.
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Standardavvikene var relativt hgye i flere av analysene. Dette skyldes trolig at
restrastoffmassen ikke var tilstrekkelig homogen. Etter kverning inneholdt restrastoffet

forholdvis store partikler, noe som kan observeres ved a se pa bildet av de to restrastoffene i

figur 2-1.
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3.2 Massebalanse

Malet med prosesseringen av restrastoffet var a utvinne lipid og lgselig protein med hgy
kvalitet. Lipid og protein er hovedkomponentene i restrastoffets tgrrstoff, som vil fordele seg i
ulike fraksjoner ved prosessering. Hvor stor andel av det totale tgrrstoffet som havner i en gitt
fraksjon (terrstoffutbyttet), kan derfor gi en indikasjon pa fraksjonens innhold lipid og
protein. | denne sammenheng er massebalanse et nyttig verktay, som kan gi et bilde pa
separasjonsgraden. Massebalanse av tgrrstoffet ble beregnet for prgver fra varmebehandling,
enzymatisk hydrolyse og ensilering av restrastoff fra verpehgns. Alle beregninger baserer seg
pa bruk av ligning 2.14 (avsnitt 2.6.13).

3.2.1 Varmebehandling

Varmebehandling av restrastoff M (MT) og restrastoff U (UT) genererte tre fraksjoner: olje,
limvann (vannlgselig fraksjon) og slam (ulgselig fraksjon). Oljefraksjonen var gul, med en
merkere fargetone i olje fra restrastoff M enn restrastoff U. Limvannet var klart og lite
viskast, mens slammet var fast og gralig rosa. Sentrifugerer etter varmebehandling (MT og
UT) er avbildet i figur 3-2.

Figur 3-2: Sentrifugergr etter varmebehandling av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MT)
og hel hgne uten innmat (UT). Bildene er tatt etter sentrifugering. Rer til venstre
representerer én parallell av MT. Rar til hgyre representerer én parallell av UT. De ulike
fraksjonene, olje, limvann og slam, er markert.
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Hver fraksjon ble veid, og innhold av terrstoff ble bestemt ved gravimetrisk analyse.
Tarrstoffutbyttet (g/ 100 g rastoff (vatvekt)) i de ulike fraksjonene er presentert i figur 3-3.
Teoretisk tarrstoffutbytte, basert pa terrstoffinnhold i restrastoff M og restrastoff U, er ogsa
inkludert i figuren som henholdsvis MTe og UTe. Grunnlagsdata, med de ulike fraksjonenes
starrelse (g) og tarrstoffinnhold (%), samt beregning av massebalanse, er gitt i vedlegg B,
tabell 1B.
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Figur 3-3: Tarrstoffutbytte (g/ 100 g rastoff (vatvekt)) i olje, limvann og slam fra
varmebehandling av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MT) og hel hgne uten innmat (UT)
(gjennomsnitt + SD, n = 10). Teoretisk terrstoffutbytte, basert pa restrastoffenes
tarrstoffinnhold, er presentert som henholdsvis MTe og UTe (gjennomsnitt £ SD, n =4).

Hovedmalet med varmebehandling av restrastoffet var & separere olje fra protein. For & fa en
best mulig oljeseparasjon ma oljeutbyttet i oljefraksjonen maksimeres, mens oljeutbytte i de
andre fraksjonene ma minimeres. Varmebehandling av restrastoff M resulterte i en starre
oljefraksjon sammenlignet med restrastoff U. Dette var forventet da restrastoff M hadde et
hgyere lipidinnhold enn restrastoff U (avsnitt 3.1). Tarrstoffutbyttet i oljefraksjonen fra MT
og UT var henholdsvis 15,7 + 0,6 g/ 100 g rastoff og 9,4 + 0,5 g/ 100 g rastoff. Det ble antatt
at olje utgjorde 100 % av tarrstoffet i oljefraksjonen, og tarrstoffutbyttet vil derfor tilsvare
oljeutbyttet. En gkning i oljeutbyttet betyr at en starre andel av restrastoffets lipidinnhold har
havnet i oljefraksjonen, noe som medfgrer en gkt grad av oljeseparasjon. Tarrstoffutbyttet, og
derfor oljeutbyttet, i oljefraksjonen tilsvarte en oljeseparasjon pa 58,4 % (MT) og 50,1 %
(UT) av restrastoffets lipidinnhold.
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Limvannsfraksjonen hadde et relativt hgyt terrstoffinnhold (4,2 + 0,3 - 47 = 0,1 %),
sammenlignet med tarrstoffinnholdet i hydrolysat fra autolytisk hydrolyse (1,4 + 0,1 %).
Totalvekten (g) pa limvannet var derimot lav. Dette resulterte i et lavt terrstoffutbytte i
limvann fra bade MT og UT, pa henholdsvis 0,6 + 0,2 g/ 100 g rastoff og 0,8 + 0,2 g/ 100 g
rastoff. Slamfraksjonen hadde det starste tgrrstoffutbyttet, pa 28,3 + 3,0 g/ 100 g rastoff (MT)
og 25,6 + 2,5 g/ 100 g rastoff (UT), noe som tilsvarer omtrent 64 % av restrastoffets
tarrstoffinnhold. Det lave terrstoffutbyttet i limvann, og det heye tarrstoffutbyttet i slam,
tyder pa at lite protein ble lgseliggjort ved denne prosesseringsmetoden. Graden av
proteinhydrolyse ved varmebehandling er sveert avhengig av prosesseringsfaktorene tid og
temperatur [Torreggiani et al. (2008), - ikke sett, sitert etter Cui et al. (2009)]. | denne
oppgaven ble varmebehandlingen utfgrt ved 100 °C. En sa hgy temperatur vil denaturere
proteinene i restrastoffet. Denatureringen resulterer i en utfolding av proteinenes
tredimensjonale struktur, og dermed en eksponering av hydrofobe grupper. Disse kan igjen
interagere, noe som vil fare til utfelling [Damodaran et al. (2008)]. Denaturering av endogene
enzymer vil gjgre dem inaktive. Det var derfor ikke forventet at endogen proteaseaktivitet
ville bidra til & leseliggjgre proteinene i restrastoffet ved varmebehandlingen. Nar
restrastoffets proteiner denatureres og utfelles, vil de dessuten veaere mer motstandsdyktige
mot endogen enzymaktivitet. Dette er et resultat av at peptidbindingene blir mer utilgjengelige
for proteasene [Mohr (1977), - ikke sett, sitert etter Slizyté et al. (2005a)]. Utfelte proteiner vil
befinne seg i slammet, og dermed bidra til & gke denne fraksjonens tarrstoffinnhold. Slammet
hadde lav fordgyelighet (avsnitt 3.5.1), og vil derfor ha begrenset bruksomrade. En optimal
utnyttelse av utrangerte verpehgns vil innebzre a utvinne sa mye som mulig av de hgyverdige
ingrediensene fra restrastoffet. Per dags dato behandles utrangerte verpehgns som avfall, og
en bedre utnyttelse restrastoffet vil derfor gi en reduksjon av avfallet generert av
eggeproduksjonsindustrien. Hvis slamfraksjonen ikke kan brukes, vil den totale
avfallsreduksjonen vere relativt lav ved varmebehandling. Avfallsreduksjonen burde
muligens vert hgyere om det skal lgnne seg, skonomisk sa vel som for miljget, & anvende

varmebehandling for utnyttelse av restrastoff fra verpehgns.

I henhold til ligning 2.14 skal summen av tgrrstoffutbyttet i de ulike fraksjonene tilsvare det
totale tarrstoffinnholdet i restrastoffet (teoretisk terrstoffutbytte). For noen av prgvene
overskred summen av fraksjonenes tarrstoffutbytte det teoretiske tarrstoffutbyttet. Dette
skyldes trolig usikkerheten i analyser og beregninger. Et lavere tgrrstoffutbytte kan i tillegg

skyldes tap av materiale ved prosessering og manuell separasjon.
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3.2.2 Enzymatisk hydrolyse

Enzymatisk hydrolyse av restrastoff M (MH) og restrastoff U (UH) genererte i hovedsak tre
fraksjoner: olje, hgnseproteinhydrolysat (HPH, vannlgselig fraksjon) og sediment (ulgselig
fraksjon). |1 noen av prgvene ble det i tillegg observert en emulsjon (< 4,8 Q).
Emulsjonsfraksjonen ble ikke inkludert i beregninger av massebalanse og videre analyser
grunnet utilstrekkelig materiale. Oljefraksjonen var gul, med en litt markere farge pa oljer fra
MH enn UH. HPH var klart, med varierende viskositet. Den varierende viskositeten skyldes
trolig varierende terrstoffinnhold, da viskositeten til de fleste proteinlgsninger gker
eksponentielt med proteinkonsentrasjon [Damodaran et al. (2008)]. | tillegg kan
peptidstarrelse pavirke viskositet. Sedimentfraksjonen var liten og kompakt, med farger som
varierte i toner av gra og brun. Sentrifugergr etter enzymatisk hydrolyse ved bruk av
endogene enzymer (autolytisk hydrolyse, MHBI og UHBI) er avbildet figur 3-4.

Figur 3-4: Sentrifugergr etter enzymatisk hydrolyse av hel hgne med innmat, hode og fjer
(MH) og hel hgne uten innmat (UH) med endogene enzym (BI). Bildene er tatt etter
sentrifugering. Rar til venstre representerer én parallell av MHBI. Rer til hgyre representerer
én parallell av UHBI. De ulike fraksjonene, olje, henseproteinhydrolysat (HPH) og sediment,
er markert.

Hver fraksjon ble veid, og innhold av terrstoff ble bestemt ved gravimetrisk analyse.
Torrstoffutbyttet (g/ 100 g rastoff (véatvekt)) i de ulike fraksjonene, fra hver behandling, er
presentert i figur 3-5. Teoretisk tarrstoffutbytte, basert pa tgrrstoffinnhold i restrastoff M og
restrastoff U, er ogsa inkludert i figuren som henholdsvis MTe og UTe. Grunnlagsdata, med
de ulike fraksjonenes starrelse (g) og terrstoffinnhold (%), samt beregning av massebalanse
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for enzymatisk hydrolyse av restrastoff M, er gitt i vedlegg B, tabell 2B. Tilsvarende
grunnlagsdata for restrastoff U er gitt i vedlegg B, tabell 3B.
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Figur 3-5: Tarrstoffutbytte (g/ 100 g rastoff (vatvekt)) i olje, henseproteinhydrolysat (HPH)
og sediment fra enzymatisk hydrolyse av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MH) og hel hane
uten innmat (UH) (gjennomsnitt + SD, n = 10). Forkortelser er brukt for de fem ulike
behandlingene: uten hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 %
Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B). Teoretisk tarrstoffutbytte, basert pa
restrastoffenes tarrstoffinnhold, er presentert som henholdsvis MTe og UTe (gjennomsnitt +
SD, n =4).
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Hovedproduktet av enzymatiske hydrolyse er et proteinhydrolysat som inneholder de
vannlgselige proteinene fra restrastoffet [Adler-Nissen (1986)]. Ideelt sett bar hydrolysatet ha
et hayt proteininnhold og et lavest mulig lipidinnhold. Det er derfor gnskelig & maksimere
proteinutbyttet i denne fraksjonen. | enzymatisk hydrolyse, som i varmebehandling, er det
gnskelig med en god oljeseparasjon. Emulsjon- og sedimentfraksjonen bgr derimot veere sa
liten som mulig [Slizyté et al. (2005a)].

Ved enzymatisk hydrolyse av restrastoff U resulterte tilsetning av alle kommersielle enzymer
(UHPr, UHPP, UHP+B) i et signifikant hgyere tarrstoffutbytte i HPH (4,5+ 1,2 -6,2 £ 0,6 g/
100 g rastoff), sammenlignet med autolytisk hydrolyse (UHBI, 1,5 + 0,2 g/ 100 g rastoff). For
restrastoff M resulterte tilsetning av Protamex og Papain + Bromelain (MHPr, MHP+B) i et
signifikant hgyere tarrstoffutbytte i HPH (4,9 + 0,4 — 52 + 0,5 g/ 100 g rastoff),
sammenlignet med autolytisk hydrolyse (MHBI, 1,5 + 0,2 g/ 100 g rastoff). Dette indikerer at
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tilsetning av eksogene proteaser er effektivt for & maksimere tarrstoffutbyttet i HPH, og derfor
gke innholdet av lgste proteiner.

Det ble ikke funnet en signifikant forskjell mellom terrstoffutbyttet i HPH fra nullprever
(MHO, UHO) og HPH fra autolytisk hydrolyse (MHBI, UHBI). Tarrstoffutbyttet i HPH fra
autolytisk hydrolyse var i tillegg lavt, som nevnt over. Dette indikerer at endogene enzymer er
lite aktive i & lgseliggjere proteiner i hydrolyseprosessen. Innmat fra kylling antas a ha et hgyt
innhold av endogene proteaser, med sterst aktivitet ved pH = 2,5 og minst aktivitet ved pH =
6,5-7,0 [Jamdar et al. (2005)]. Dette vil medfgre lav endogen enzymaktivitet under de
fysiologiske pH-betingelsene ved enzymatisk hydrolyse av restrastoff M (pH = 5,8) og
restrastoff U (pH = 5,5). Resultatene er i overenstemmelse med funn av lav endogen
proteaseaktivitet i ramaterialet, samt lavt tgrrstoffutbytte i hydrolysat, ved autolytisk
hydrolyse av mekanisk utbeinet kylling [Tveit (2014)]. Den lave enzymaktiviteten kan ogsa
skyldes temperaturforholdene ved hydrolysen (50 °C), som kan ha denaturert og inaktivert de
endogene enzymene [Coultate (2009)]. Endogene enzymer er derimot aktive, under de samme
temperatur- og pH-betingelsene som kommersielle enzymer, ved enzymatisk hydrolyse av
restréstoff fra torsk (Gadus morhua) [Slizyté et al. (2005a), Sovik et al. (2005b)]. Den lave
endogene enzymaktiviteten i restrastoff fra verpehgns vil trolig gjgre det lettere & oppna en
kontrollert hydrolyseprosess, uten & métte inaktivere endogene enzymer. A unngé initiell
varmeinaktivering er gunstig, da hgye temperaturer kan denaturere proteiner og gjgre dem
resistente mot enzymatisk nedbrytning [Damodaran et al. (2008), Cui et al. (2009)]. 1 tillegg
vil det vaere gkonomisk gunstig & unnga varmeinaktivering av endogene enzymer, da
kostnaden pa en gitt prosessering vil gke med antall prosesseringstrinn [Kristinsson et al.
(2000)].

Oljefraksjonene fra MH var generelt starre (g) enn oljefraksjonene fra UH. Dette var
forventet, da restrastoff M hadde et hgyere lipidinnhold enn restrastoff U (avsnitt 3.1). Et
hgyere lipidinnhold i restrastoffet har vist seg & ske sterrelsen pa oljefraksjonen ved
enzymatisk hydrolyse [Slizyte et al. (2005b)]. Tarrstoffutbyttet i oljefraksjonen varierte fra
16,0 + 5,5 - 22,1 + 5,9 g/ 100g rastoff (MH) og 9,6 + 1,3 — 13,0 + 2,0 g/ 100 g rastoff (UH),
noe som tilsvarer en oljeseparasjon pa henholdsvis 59,4-82,3 % og 51,1-69,1 % av
restrastoffets lipidinnhold. Dette er i samsvar med en oppnadd oljeseparasjon pa 62,2-71,2 %
ved enzymatisk hydrolyse av restrastoff fra kylling [Tveit (2014)]. Enzymatisk hydrolyse gir
altsa en tilsvarende, eller bedre, oljeseparasjon sammenlignet med varmebehandling.

Tilsetning av Papain + Bromelain ga den beste oljeseparasjonen for begge restrastoff, mens
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tilsetningen av Corolase PP ga den darligste. Forskjellen var ikke signifikant. En kombinasjon
av Papain og Bromelain har vist seg & gi god oljeseparasjon ogsé i andre studier [Slizyté et al.
(2014), Tveit (2014)]. Nar tilsetning av Corolase PP ga en darligere oljeseparasjon, betyr dette
at en stgrre andel av restrastoffets lipidinnhold har fordelt seg i de andre fraksjonene fra
prosesseringen. | denne sammenheng er det verdt & poengtere at samme behandling ga en mer
distinkt emulsjon, sammenlignet med tilsetning av Protamex og Papain + Bromelain. Lipid i
emulsjon og HPH er et ugnsket utfall av den enzymatiske hydrolysen. Resultatene indikerer
derfor at Corolase PP er uegnet som tilsetning ved enzymatisk hydrolyse restrastoff fra

verpehgns.
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3.2.3 Ensilering

Ensilering av restrastoff M (ME) og restrastoff U (UE) genererte i hovedsak en oljefraksjon
og en viskes, flytende masse (ensilasje). |1 noen av prevene ble det ogsa observert en liten
vannlgselig fraksjon. Oljefraksjonen var mgrkegul, med en litt lysere farge fra UE enn ME.
Den vannlgselige fraksjonen var uklar og viskgs. Ensilasjen var seig, og mindre kompakt enn
slam og sediment fra henholdsvis varmebehandling og enzymatisk hydrolyse. Den luktet i
tillegg sterkt av syre. Sentrifugergr etter ensilering med eddiksyre (MEEd og UEEd) er
avbildet i figur 3-6.

Figur 3-6: Sentrifugerer etter ensilering av hel hane med innmat, hode og fjeer (ME) og hel
hgne uten innmat (UE) med eddiksyre (Ed). Bildene er tatt etter sentrifugering. Rar til venstre
representerer én parallell av MEEd. Rar til hgyre representerer én parallell av UEEd. De
ulike fraksjonene, olje, vannlgselig fraksjon (vann) og ensilasje, er markert.

Hver fraksjon ble veid, og innhold av terrstoff ble bestemt ved gravimetrisk analyse.
Tarrstoffutbyttet (g/ 100 g rastoff (véatvekt)) i de ulike fraksjonene, fra hver behandling, er
presentert i figur 3-7. Teoretisk tarrstoffutbytte, basert pa tarrstoffinnhold i restrastoff M og
restrastoff U, er ogsa inkludert i figuren som henholdsvis MTe og UTe. Grunnlagsdata, med
de ulike fraksjonenes starrelse (g) og tarrstoffinnhold (%), samt beregning av massebalanse
for ensilering av restrastoff M, er gitt i vedlegg B, tabell 4B. Tilsvarende grunnlagsdata for

restrastoff U er gitt i vedlegg B, tabell 5B. Der det var mulig & separere ut en vannlgselig
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fraksjon ble det bare tatt én felles terrstoffpreve, og det foreligger derfor ikke standardavvik
for disse verdiene i tabell 4B og 5B (markert *).
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Figur 3-7: Tarrstoffutbytte (g/ 100 g rastoff (vatvekt)) i olje, vannlgselig fraksjon (vann) og
ensilasje fra ensilering av hel hgne med innmat, hode og fjeer (ME) og hel hgne uten innmat
(UE) (gjennomsnitt = SD, n = 5). Forkortelser er brukt for de fire ulike behandlingene:
eddiksyre (Ed), eddiksyre + 0,1 % natriumbisulfitt (Ed.S), maursyre (Ma) og maursyre + 0,1
% natriumbisulfitt (Ma.S). Teoretisk terrstoffutbytte, basert pa restrastoffenes
tarrstoffinnhold, er presentert som henholdsvis MTe og UTe (gjennomsnitt + SD, n = 4).

Ensilasjen er hovedproduktet av ensileringen, og kan brukes som proteinkilde i dyrefor [New
et al. (1995), - ikke sett, sitert etter Vieira et al. (2015)]. | motsetning til varmebehandling og
enzymatisk hydrolyse, er det derfor gnskelig med et hgyt terrstoffutbytte i den «ulgselige
fraksjonen» (ensilasjen) ved ensilering. For ensilering, som for de to andre
prosesseringsmetodene, er det gnskelig & oppna en best mulig oljeseparasjon. Ved
varmebehandling og enzymatisk hydrolyse vil god oljeseparasjon gi et produkt som kan
brukes til humant konsum og dyrefor. Ved ensilering vil oljefraksjonens bruksomrade
begrense seg til teknisk bruk, og gnsket om separasjon kommer av at oljen kan oksideres ved
ensileringens lave pH [Tatterson et al. (1974)]. Oksiderte lipider i ensilasjen vil kunne

forringe produktet, og dermed begrense bruksomradet.

Tarrstoffutbyttet i ensilasjen var generelt hgyt, og varierte fra 17,6 £+ 0,0 — 24,1 £ 5,1 g/ 100 g
rastoff (ME) og 25,0 + 3,4 — 30,6 + 0,0 g/ 100 g rastoff (UE). Det ble ikke observert
signifikante forskjeller mellom terrstoffutbyttet i ensilasjen ved de fire ulike behandlingene.

Dette indikerer at eddiksyre og maursyre er like effektive i produksjon av ensilasje med hgyt
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tarrstoffutbytte fra restrastoff fra verpehgns. Bade protein- og lipidinnholdet i ensilasjen vil
bidra til fraksjonens tarrstoffutbytte. Det er derfor viktig a ta hensyn til hvilken behandling

som ga best oljeseparasjon.

Ensilering av restrastoff M ga en god oljeseparasjon (53,1 — 65,7 % av restrastoffets
lipidinnhold) ved alle behandlinger. Maursyre ga et signifikant heyere tgrrstoffutbytte i
oljefraksjonen (17,4 £ 0,6 — 17,7 + 0,7 g/100 g rastoff), sasmmenlignet med eddiksyre (14,3 +
1,3 - 15,6 + 0,1 g/ 100 g rastoff). For restrastoff U var oljeseparasjonen varierende ved de
ulike behandlingene (14,0 — 42,5 % av restrastoffets lipidinnhold), men generelt lavere enn
for restrastoff M. En mulig forklaring pa dette er at restrastoff U, som ikke bestar av innmat,
vil ha et lavere innhold av endogene fordayelsesenzymer (pepsin) aktive ved ensileringens pH
[Rao et al. (1998)]. Restrastoffets innhold av endogene enzymer, og deres aktivitet ved en lav
pH, er essensiell i ensileringsprosessen [Tatterson et al. (1974), Vieira et al. (2015)]. Endogen
proteaseaktivitet vil gke graden av proteinhydrolyse. Dette vil igjen gi bedre oljeseparasjon og
hgyere grad av fordeyelighet pa ensilasjen, hvilket er gunstig for produktet og dets
bruksomrade. Resultatene tyder derfor pa at det vil veere fordelaktig & inkludere innmat ved
ensilering av restrastoff fra verpehgns. | denne sammenheng kan maursyre vare bedre egnet

enn eddiksyre, basert pa oljeseparasjon.

Ensilasjen fra alle prever hadde en sterk lukt av syre som opplevdes ubehagelig ved
separering og videre analyser. Dette kan ha negative konsekvenser for bruksomradet til
produktet, hovedsakelig som proteinkilde i dyrefor [New et al. (1995), - ikke sett, sitert etter
Vieira et al. (2015)]. Trolig vil det vaere ngdvendig a behandle ensilasjen, for a fjerne lukt, far
produktet kan bli anvendbart.
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3.2.4 Oppsummering
Varmebehandling av restrastoff fra verpehgns ga god oljeseparasjon, men et lavt

tarrstoffutbytte i limvann.

Enzymatisk hydrolyse resulterte i en god oljeseparasjon. Den endogene enzymaktiviteten var
lav ved pH-betingelsene for den enzymatiske hydrolysen. Tilsetning av Protamex og Papain +
Bromelain ga et signifikant hgyere terrstoffutbytte i HPH, sammenlignet med autolytisk
hydrolyse. Tilsetning av Corolase PP ga lavere tarrstoffutbytte i HPH, og darligere

oljeseparasjon, sammenlignet med Protamex og Papain + Bromelain.

Bade eddiksyre og maursyre ga et hgyt tarrstoffutbytte i ensilasjen ved ensilering. Ensilering
av restrastoff M resulterte i en generelt bedre oljeseparasjon, sammenlignet med restrastoff U.
Dette tyder pa at endogene enzymer var aktive ved pH-betingelsene for ensileringen. Ved

ensilering av restrastoff M, ga maursyre en bedre oljeseparasjon enn eddiksyre.
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3.3 Oljefraksjon: kvalitet og sammensetning

Olje ble separert fra resten av komponentene i restrastoff fra verpehgns ved varmebehandling,
enzymatisk hydrolyse og ensilering. Oljens kvalitet og sammensetning vil pavirkes av
kvaliteten pa restrastoffet og prosesseringsparameterne. Hvis oljen skal kunne brukes som
kosttilskudd, eller funksjonell ingrediens i matvarer ment for humant konsum, ma den ha hgy
kvalitet. Oljer av hgy kvalitet kjennetegnes ved et lavt innhold av frie fettsyrer, lav oksidativ
status og hgy stabilitet [Carvajal et al. (2015)]. Den separerte oljens kvalitet og
sammensetning ble wvurdert basert pa innhold av frie fettsyrer, oksidativ status og

fettsyresammensetning.

3.3.1 Frie fettsyrer

En oljes innhold av frie fettsyrer (FFA) er et mal pa frigjeringen av fettsyrer fra
triacylglyseridene. FFA oksideres lettere enn fettsyrer bundet i triacylglyserol, og et hgyt
innhold av FFA vil derfor gjare oljen mer utsatt for oksidasjon. Oksidasjon vil igjen forringe
oljens kvalitet [Damodaran et al. (2008)]. For at oljen skal ha hegy kvalitet bgr innholdet av
FFA derfor veere lavere enn 4 % [Tatterson et al. (1974)]. FFA (%) i oljer fra
varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og ensilering av restrastoff M og restrastoff U er
presentert i figur 3-8. Grunnlagsdata er gitt i vedlegg C, tabell 2C.
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Figur 3-8: Innhold av frie fettsyrer (FFA, %) i oljer fra varmebehandling, enzymatisk
hydrolyse og ensilering av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MT, MH, ME) og hel hgne
uten innmat (UT, UH, UE) (gjennomsnitt £ SD, n = 4-8). Forkortelser er brukt for de fem
ulike behandlingene ved enzymatisk hydrolyse: uten hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse
(blank, BI), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain + Bromelain
(P+B). Forkortelser er brukt for de fire ulike behandlingene ved ensilering: eddiksyre (Ed),
eddiksyre + 0,1 % natriumbisulfitt (Ed.S), maursyre (Ma) og maursyre + 0,1 %
natriumbisulfitt (Ma.S). Standardkurve ble tillaget med oleinsyre (0-20 umol).

Det ble funnet et lavt innhold av FFA (< 1,0 £ 0,1 %) i alle oljer fra varmebehandling,
enzymatisk hydrolyse og ensilering av restrastoff fra verpehgns. Dette indikere en generelt lav
endogen lipaseaktivitet i restrastoffet [Zanardi (2008)].

For oljer fra enzymatisk hydrolyse av restrastoff U med Corolase PP (UHPP), ble det funnet
et signifikant hgyere innhold av FFA, sammenlignet med alle andre prgver. Den samme
trenden ble observert for MHPP, men forskjellen var ikke signifikant. Dette kan tenkes a ha
sammenheng med enzympreparatets egenskaper. Corolase PP er et kommersielt produkt
fremstilt av bukspyttkjerten hos gris, og vil derfor utvise en enzymatisk aktivitet tilsvarende
den samlede aktiviteten til enzymene som normalt utskilles fra kjertelen. Dette inkluderer
bade proteaser og lipaser, hvorav aktiviteten til det enkelte enzym vil vaere avhengig av dets
toleranse for fremstillingen. Det er antatt at fremstillingen av enzympreparatet bare delvis
inaktiverer lipaseaktiviteten [Uhlig (1998)]. Ved enzymatisk hydrolyse vil lipaseaktivitet i
Corolase PP bidra til gkt frigjering av fettsyrer fra triacylglyserider, og dermed gke den

separerte oljenes innhold av FFA.
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Ved ensilering av restrastoff fra fisk, kan oljens innhold av FFA gke betraktelig ved lagring
av ensilasjen (2 °C og 23 °C) [Tatterson et al. (1974)]. Ensilering av restrastoff fra verpehgns
ga oljer med et lavt innhold av FFA (< 0,6 = 0,1 %). Det er vanskelig & si noe om hvordan
lagring ved hgyere temperaturer vil pavirke ensilasjens innhold av FFA, da innholdet ble malt

i oljer lagret ved — 20 °C. Dette vil kreve flere forsgk og analyser.

Restrastoff fra torsk (Gadus morhua) er funnet & ha lipaseaktivitet ved bade ngytrale og sure
pH-verdier. | innmat gkte lipaseaktiviteten ved tilsetning av gallesalter og co-lipaser. Lipaser
aktive ved pH = 5 ble i tillegg funnet & vaere relativt varmestabile, og aktiviteten gkte med
oppvarming til 40 °C [Sovik et al. (2005a)]. Restrastoff M inneholder alle komponenter fra
innmat, og vil derfor kunne inneholde gallesalter og co-lipaser fra gallebleere og lever.
Ensileringsforholdene anvendt i denne studien (40 °C, pH = 3) kan i tillegg tenkes &
favorisere aktiviteten til sure lipaser. Dette kan forklare hvorfor det ble observert et
signifikant hgyere innhold av FFA i oljer fra ensilering av restrastoff M (0,5+ 0,0 - 0,6 £ 0,1
%), med unntak av MEEd, sammenlignet med oljer fra ensilering av restrastoff U (0,3 + 0,0 —
0,4+ 0,0 %).

3.3.2 Oksidativ status: AV, PV og TOTOX

Autoksidasjon av fettsyrer resulterer i dannelsen av primere- (lipidhydroperoksider) og
sekundzre oksidasjonsprodukter. Denne oksidasjonsprosessen er hovedarsaken til forringelse
av lipidholdige matvarer, da nedbrytningen av fettsyrer resulterer i et bemerkelsesverdig tap
av oljens kvalitet og erneringsverdi [Damodaran et al. (2008)]. Et bredt spekter av
forbindelser kan dannes ved autooksidasjon av fettsyrer. For & bestemme den oksidative
statusen til en olje er det derfor ngdvendig & analysere innholdet av bade primare- og
sekundaere oksidasjonsprodukt [Wai et al. (2009)]. I tillegg vil det relative tidspunktet for
dannelsen av sekundeaere oksidasjonsprodukt i en olje kunne variere. 1 noen oljer skjer
nedbrytningen til sekundare oksidasjonsprodukt farst etter en betydelig konsentrasjon av
lipidhydroperoksider er dannet, mens det i andre oljer skjer en tilnzermet samtidig dannelse av
primere- og sekundaere oksidasjonsprodukt [Guillén et al. (2002)].

I denne oppgaven ble peroksidverdi (PV) brukt som mal pa primere oksidasjonsprodukt,
mens anisidinverdi (AV) ble brukt som mal pa sekundere oksidasjonsprodukt. I tillegg ble
den totale oksidasjonsverdien (TOTOX) beregnet etter ligning 2.8. Resultater fra analyse av
PV og AV, samt beregnet TOTOX, i oljer fra varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og

ensilering av restrastoff M og restrastoff U er presentert i tabell 7.
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Tabell 7: Resultater av analyser utfgrt pa olje fra varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og
ensilering av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MT, MH, ME) og hel hgne uten innmat (UT,
UH, UE). Forkortelser er brukt for de fem ulike behandlingene ved enzymatisk hydrolyse:
uten hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP
(PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B). Forkortelser er brukt for de fire ulike
behandlingene ved ensilering: eddiksyre (Ed), eddiksyre + 0,1 % natriumbisulfitt (Ed.S),
maursyre (Ma) og maursyre + 0,1 % natriumbisulfitt (Ma.S). Peroksidverdi, anisidinverdi
(gjennomsnitt £ SD, n = 4-8) og beregnet TOTOX (verdi £ SD, n = 1) er oppgitt. Analyse av
prever markert * resulterte i negative verdier for AV, og disse er derfor ikke inkludert i
tabellen.

Prave Peroksidverdi (PV, meqg/kg) Anisidinverdi (AV) TOTOX
MT 1,36 £ 0,54 1,19+£0,89 3,92+1,17
uT 0,49 +0,42 0,11 +0,24 1,10 £ 0,65
MHO * 0,31+£0,44

MHsi 0,39 +0,27 0,20 + 0,69 0,99 +£0,79
MHer* 0,91 + 0,56

MHpp * 0,33 +0,21

MHp+8 * 0,45+0,21

UHO * 0,39 +£0,32

UHs * 0,20 £ 0,32

UHpr * 0,96 £ 0,60

UHpp* 0,74 £ 0,44

UHps+g * 0,97 £1,20

MEEed 18,70 £ 0,91 27,88 + 1,00 65,27 + 1,64
MEEds 7,68 £0,14 13,45+ 1,35 28,80 £ 1,37
MEwma 7,29 +0,14 3,35+0,20 17,93+ 0,28
MEma.s 1,97 £0,23 9,30 +£0,10 13,24 £ 0,34
UEEd 25,76 £ 0,23 23,85+ 0,24 75,38 £ 0,41
UEEds 14,82 + 0,60 42,15 £ 0,27 71,79 £0,88
UEwma 31,71 £0,53 15,84 + 0,84 79,26 +1,12
UEMas 11,72 0,19 17,29 £ 1,06 40,74 £ 1,09

Varmebehandling av restrastoff M (MT) ga oljer med signifikant hgyere TOTOX (3,92 +

1,17) sammenlignet med varmebehandling av restrastoff U (UT, 1,10 + 0,65). Dette kan ha

sammenheng med at restrastoff M inneholder innmat, og derfor har en hgyere forekomst av

prooksidanter som hemoglobin. Oljer fra MT hadde ogsa et signifikant hgyere innhold av

FFA (avsnitt 3.3.1). Dette kan tyde pa at sammensetningen til restrastoff U er bedre egnet til
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varmebehandling. TOTOX var likevel lav for begge oljene (MT og UT), noe som indikerer

lav oksidativ status og dermed god kvalitet.

| tabell 7 er TOTOX bare oppgitt for én oljeprave fra enzymatisk hydrolyse av restrastoff M
(MH) og restrastoff U (UH): MHBI (0,99 + 0,79). | oljer fra de andre behandlingene ble det
funnet negativ AV med hgye standardavvik. Negativ AV er ikke et gyldig resultat av
analysen, og kan tyde pa at innholdet av sekundzre oksidasjonsprodukter var for lavt til &
kunne analyseres ngyaktig. Denne antagelsen stgttes av at analysen er funnet & veere usikker
for AV < 0,89 [Semb (2012)]. Analyse av PV pa samme oljer resulterte i lave verdier med
hgye standardavvik. PV analysert ved jodometrisk titrering har en lavere deteksjonsrate pa 0,5
meqg/kg [Frankel (2005)]. Som beskrevet for AV, vil et lavt innhold av lipidhydroperoksider
kunne gi ungyaktige resultater ved PV-analyse. Samlet sett viser disse resultatene at
enzymatisk hydrolyse av restrastoff fra verpehgns genererer stabile oljer med lav oksidativ
status. Dette er lovende med tanke pa oljens bruksomrade. For at smeltet fett fra animalske
kilder skal veere spiselige ma de, i henhold til animalichygieneforskriften, ha PV < 4
[Animaliehygieneforskriften (2009)]. Olje separert fra restrastoff fra verpehgns ved
varmebehandling og enzymatisk hydrolyse kan derfor vere egnet til humant konsum, sa vel

som ingrediens i dyrefor.

Basert pa verdiene i tabell 7, ble lipider oksidert i betydelig grad under ensileringsprosessen
(TOTOX > 13,24 + 0,34). Analyse av PV og AV ga hgye, entydige verdier med lave
standardavvik. Den hgyeste verdien for TOTOX ble beregnet for olje fra ensilering av
restrastoff U med maursyre (UEMa): 79,26 + 1,12. Ved sa hgye TOTOX er oljen sveart
oksidert, og vil derfor ha darlig kvalitet. Basert pa beregnet oljeutbytte i oljefraksjon (14,0-
65,7 %), vil en god del olje befinne seg i ensilasjen. Med tanke pa at autooksidasjon er en
selvgenererende prosess, vil det vaere fordelaktig a fjerne separert olje sa tidlig som mulig for
a unnga videre oksidasjon av ensilasjens lipidinnhold. Det kan derfor veere interessant & se om
en kontinuerlig fjerning av olje vil veere mer fordelaktig enn separering etter endt ensilering,
som utfart i denne oppgaven. For a avgjere dette er det behov for flere forsgk, samt analyser

av separert olje og oljeinnholdet i ensilasjen.

Med unntak av MEEd, ble det funnet signifikant lavere TOTOX i oljer fra ensilering av
restrastoff M (ME) sammenlignet med restrastoff U (UE). Ensilering av restrastoff M
resulterte ogsa i en generelt bedre oljeseparasjon sammenlignet med restrastoff U (avsnitt
3.2.3). Dette tyder pa at sammensetningen til restrastoff M er bedre egnet til prosessering ved
ensilering. Olje fra MEEd hadde en signifikant hgyere TOTOX (65,27 £+ 1,64) sammenlignet
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med olje fra MEMa (17,93 + 0,28). Maursyre kan derfor tenkes a veere bedre egnet til
ensilering av restrastoff M, basert pA TOTOX og oljeseparasjon (avsnitt 3.2.3).

Restrastoffenes sammensetning er mest sannsynlig arsaken til at ensilering var bedre egnet til
prosessering av restrastoff M enn restrastoff U. Restrastoff M inneholder innmat, hvilket
medfarer et hgyere innhold av endogene proteaser. Aktiviteten til de endogene proteasene i
restrastoffet er, som nevnt, en viktig del av ensileringsprosessen [Tatterson et al. (1974)]. |
denne oppgaven ble sulfitt brukt som antioksidant ved ensilering. Sulfitter kan ogsa reagere
med disulfidbindinger i proteiner, samt koenzymer, og pa denne maten inhibere
enzymaktivitet [Doyle et al. (1997)]. Forbindelser som inhiberer enzymaktivitet vil trolig
pavirke restrastoff med et hgyt enzyminnhold (restrastoff M) i mindre grad, sammenlignet
med restrastoff med et lavt enzyminnhold (restrastoff U). Inhibering av endogen
enzymaktivitet kan derfor ha bidratt til & gi en mindre fordgyelig ensilasje, og en darligere
oljeseparasjon, ved ensilering av restrastoff U. Denne antagelsen stgttes av at tilsetning av
sulfitt, ved ensilering av restrastoff U med maursyre (UEMa), resulterte i en signifikant

reduksjon av tgrrstoffutbyttet i oljefraksjonen (avsnitt 3.2.3).

To av de gunstige funksjonene til sulfitt, som tilsetningsstoff i matvarer, er antioksidativ og
antimikrobiell aktivitet [Doyle et al. (1997)]. | olje fra ME og UE ble det funnet signifikant
lavere PV ved tilsetning av sulfitt (MEEd.S, MEMa.S, UEEd.S, UEMa.S), sammenlignet med
oljer fra ensilering uten sulfitt (MEEd, MEMa, UEEd, UEMa). | olje fra MEEd ble det ogsa
funnet signifikant lavere AV ved tilsetning av sulfitt (MEEd.S). Det ble derimot ikke funnet
en signifikant reduksjon av AV i oljer fra de andre prgvene. Ensileringen ble utfert ved pH =
3, noe som medfgrer en forskyving av likevekten i ligning 1.1 (avsnitt 1.8.1) mot venstre.
Sulfitt vil derfor hovedsakelig forekomme i lgsningen som bisulfitt og svoveldioksid.
Konsentrasjonen av sulfittioner vil derimot veere lavere. Lav forekomst av sulfittioner kan ha
begrenset den antioksidative funksjonen til sulfitt, da sulfittionet oksideres lettere av
molekylart oksygen enn bisulfitt [Rose et al. (1989)]. Dette kan forklare hvorfor tilsetning av
sulfitt ikke medfgrte en signifikant reduksjon av AV ved ensilering.

Sulfitters antimikrobielle aktivitet er starst ved lav pH [Hailer (1911), - ikke sett, sitert etter
Doyle et al. (1997)]. Den mikrobielle aktiviteten i restrastoffet ved ensilering ble ikke
analysert, men vil trolig veere lav grunnet prosesseringens lave pH. | denne oppgaven vil den
antimikrobielle aktiviteten til sulfitt derfor veere av mindre betydning enn den antioksidative
aktiviteten nar det gjelder sluttproduktets kvalitet. Basert pa den observerte reduksjonen av

PV, bar natriumbisulfitt tilsettes som antioksidant ved ensilering av restrastoff fra verpehans.
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3.3.3 Fettsyresammensetning

Sammensetningen av fettsyrer i en olje vil veere avgjgrende for dens funksjonelle egenskaper,
sa vel som oksidativ stabilitet. Fettsyresammensetningen i oljer fra varmebehandling,
enzymatisk hydrolyse og ensilering av restrastoff fra verpehgns ble analysert ved
gasskromatografi. Analyseresultater, inkludert grunnlagsdata for figur 3-9 og 3-10, er gitt i
vedlegg D: olje fra MT og UT i tabell 1D, olje fra MH i tabell 2D, olje fra UH i tabell 3D, olje
fra ME i tabell 4D og olje fra UE i tabell 5D.

Forskjellen i fettsyresammensetningen til oljer fra varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og
ensilering av samme restrastoff var sveert liten. Oljens fettsyresammensetning ser derfor ikke
ut til & pavirkes av hvilken prosesseringsmetode som benyttes for separering av olje fra
restrastoffet. En starre forskjell ble derimot observert mellom fettsyresammensetningen til
oljer fra restrastoff M og restrastoff U, uavhengig av prosesseringsmetode. Dette er illustrert i
figur 3-9, der oljenes innhold av mettede, enumettede, flerumettede og omega-3 fettsyrer er
presentert. Den rgde serien representerer et utvalg av oljer separert fra restrastoff M, ved de
tre ulike prosesseringsmetodene benyttet i denne oppgaven, mens den grenne serien

representerer et utvalg av oljer separert fra restrastoff U.
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Figur 3-9: Innhold av mettede, enumettede, flerumettede og omega-3 fettsyrer i olje fra
varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og ensilering av hel hgne med innmat, hode og fjeer
(MT, MH, ME, rad serie) og hel hgne uten innmat (UT, UH, UE, grenn serie). Forkortelser er
brukt for enzymatisk hydrolyse med endogene enzym (BI) og ensilering med eddiksyre (Ed).
Oljenes innhold av en gitt fettsyre er oppgitt i prosent (%) av totalt fettsyreinnhold
(gjennomsnitt + SD, n = 2).

Innholdet av mettede fettsyrer var omtrent likt i oljene separert fra restrastoff M og restrastoff
U. Oljer fra MT, MHBI og MEEd hadde et signifikant hgyere innhold av enumettede
fettsyrer, og et signifikant lavere innhold av flerumettede og omega-3 fettsyrer, sammenlignet
med oljer fra UT, UHBI og UEEd. Inntak av omega-3 fettsyrer er assosiert med flere
helsegevinster, deriblant en reduksjon av risikoen for hjerte- og karsykdommer [Rustad
(2003)]. Sammenlignet med marine restrastoff, er restrastoff fra verpehgns en darlig kilde til
omega-3 fettsyrer (1,4-2,0 %). Studier utfert pa restrastoff fra sild (Clupea harengus) og
makrell (Scomber scombrus) har funnet et omega-3 innhold pa henholdsvis 16,9-18,3 %
[Carvajal et al. (2015)] og 26,6 % [Al-Janabi (2016)]. P& den annen side vil et hgyt innhold av
langkjedede flerumettede fettsyrer i en olje gke risikoen for oksidasjon [Carvajal et al.
(2009)]. Olje fra restrastoff fra verpehgns vil derfor trolig ha hgyere oksidativ stabilitet,
sammenlignet med olje fra restrastoff fra marine kilder. Dette kan veere positivt med tanke pa

bruksomradene til oljen.

Fettsyresammensetningen i oljer fra samme prgver er presentert i figur 3-10. Den rgde serien
representerer igjen et utvalg oljer separert ved varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og

ensilering av restrastoff M. Den grenne serien representerer oljer separert fra restrastoff U.
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Figur 3-10: Fettsyresammensetning i oljer fra varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og
ensilering av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MT, MH, ME, rad serie) og hel hgne uten
innmat (UT, UH, UE, greonn serie). Forkortelser er brukt for enzymatisk hydrolyse med
endogene enzym (BIl) og ensilering med eddiksyre (Ed). Fettsyrene er navngitt etter omega-
systemet, hvor CX:Y betegner en fettsyre med X antall karbonatomer og Y antall
dobbeltbindinger. Den farste dobbeltbindingens plassering angis som wZ: Z antall
karbonatomer fra fettsyrens metylende. Oljenes innhold av en gitt fettsyre er oppgitt i prosent
(%) av totalt fettsyreinnhold (gjennomsnitt, n = 2).

Oljen separert fra restrastoff fra verpehgns inneholdt tilnzermet alle fettsyrene det ble
analysert for, men mange kun i sma mengder. Et fatall fettsyrer var tilstede i fremtredende
mengder. Dette gjaldt hovedsakelig palmitinsyre (C16:0), oljesyre (C18:1 w9) og linolsyre
(C18:2 w6). Et betydelig hgyere innhold av disse tre fettsyrene, sammenlignet med innhold
av andre fettsyrer, har ogsa blitt funnet i studier av fettsyresammensetningen i muskel fra
kylling [Zanetti et al. (2010), De Marchi et al. (2012)]. I tillegg ble det funnet et relativt hgyt
innhold av stearinsyre (C18:0), vaccensyre (C18:1 wl1) og a-linolensyre (C18:3 w3) i denne

oppgaven.

Fettsyresammensetningen, presentert i figur 3-10, viser igjen den samme trenden som ble
observert for innhold av mettede, umettede, flerumettede o0g omega-3 fettsyrer.
Fettsyresammensetningen i oljen ble ikke pavirket av separasjonsmetode, men av

restrastoffets sammensetning.
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Fjeerkre har et generelt hgyere innhold av umettede fettsyrer, sammenlignet med drgvtyggere
som storfe og far [Damodaran et al. (2008)]. | motsetning til drgvtyggere, pavirkes
fettsyresammensetningen til fjeerkre av fettsyresammensetningen i dietten [Miller et al.
(1967), - ikke sett, sitert etter Chow (2007)]. Det hgye innholdet av oljesyre og linolsyre, i
oljer separert fra restrastoff fra verpehgns, tyder pa at foret inneholder vegetabilske oljer.
Mais er en vanlig bestanddel av foret til verpehgns, og har et hgyt innhold av linolsyre
[Damodaran et al. (2008)]. At dietten pavirker dyrenes fettsyresammensetning, vil muliggjere
en manipulering av fettsyresammensetningen i den separerte oljen. I industriell sammenheng
kan det veere interessant & utnytte dette potensialet til produksjon av olje med gnskede
karakteristikker.
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3.3.4 Oppsummering

Oljen separert fra restrastoff fra verpehegns, ved varmebehandling og enzymatisk hydrolyse,
hadde god kvalitet og lav oksidativ status basert pa FFA og TOTOX. Det hgyeste innholdet
av FFA ble funnet i olje fra hydrolyse med Corolase PP.

Oljen separert ved ensilering hadde darlig kvalitet basert pA TOTOX. Ensilering av restrastoff
M ga signifikant lavere TOTOX, sammenlignet med ensilering av restrastoff U. Maursyre ga
oljer med signifikant lavere TOTOX enn eddiksyre, ved ensilering av restrastoff M. Sulfitt

virket antioksiderende ved ensilering av begge restrastoff, basert pa PV.

Fettsyresammensetningen i den separerte oljen ble ikke pavirket av prosesseringsmetode
brukt for separasjon, men av restrastoffets sammensetning. Oljen fra restrastoff M hadde et
signifikant hgyere innhold av enumettede fettsyrer, mens innholdet av flerumettede fettsyrer
og omega-3 fettsyrer var signifikant lavere, sammenlignet med oljen fra restrastoff U.
Innholdet av mettede fettsyrer var omtrent likt. Oljen hadde et fremtredende innhold av tre
fettsyrer: palmitinsyre (16:0), oljesyre (C18:1 w9) og linolsyre (C18:2 w6).
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3.4 Vannlgselige fraksjon: kvalitet og sammensetning

Varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og ensilering av restrastoff fra verpehgns resulterte i
en vannlgselig fraksjon. Ved varmebehandling betegnes denne fraksjonen som limvann, mens
hydrolysat er betegnelsen brukt om den vannlgselige fraksjonen fra enzymatisk hydrolyse.
Analyser av den vannlgselige fraksjonen ble i hovedsak utfgrt pa limvann og hydrolysat.
Arsaken til dette er at den vannlgselige fraksjonen fra ensilering ikke er av stor interesse i
industriell sammenheng, og at kun minimale mengder lot seg separere ut ved ensilering av

restrastoffet.

Hanseproteinhydrolysat (HPH) er fraksjonen av starst interesse fra enzymatisk hydrolyse. For
at HPH skal ha god kvalitet bgr det ha et hgyt proteininnhold og et lavt lipidinnhold [Slizyte
et al. (2005a)]. Sensoriske egenskaper som utseende, lukt og smak er ogsa avgjerende for
produktets aksept i naeringsmiddelindustrien [Kristinsson et al. (2000)]. Varmebehandling blir
i hovedsak brukt til & separere olje fra restrastoff, men prosessering ved lavere temperaturer
kan ogsa gke proteinenes lgselighet [Plumb et al. (1994), - ikke sett, sitert etter Cui et al.
(2009)]. Limvann av god kvalitet kan potensielt ha samme bruksomrader som HPH. God

kvalitet vil, ogsa i denne sammenheng, bety et hgyt proteininnhold og et lavt lipidinnhold.

3.4.1 Farge

De sensoriske egenskapene til frysetarket HPH ble i stor grad pavirket av hvilken behandling
som ble brukt ved enzymatisk hydrolyse av restrastoff M og restrastoff U, seerlig med tanke
pa utseende. Frysetagrket HPH fra alle behandlinger er avbildet i figur 3-11. All vurdering av
farge er basert pa observerbare ulikheter, da det ikke ble fortatt fargemaling ved bruk av

kolorimeter.
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Figur 3-11: Farge pa frysetarket hydrolysat fra enzymatisk hydrolyse av hel hgne med
innmat, hode og fjeer (MH) og hel hgne uten innmat (UH). Forkortelser er brukt for de fem
ulike behandlingene: uten hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex
(Pr), 0,1 % Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B).

Hydrolysatets sensoriske kvalitet defineres av dets farge og smak. Ved bruk som tilsetning i
matvarer, kan fargen pa hydrolysatet pavirke sluttproduktets farge. Det er derfor viktig at
denne imgtekommer konsumentenes krav [Francis (1985), Kristinsson et al. (2000)]. HPH av
god kvalitet ber, med andre ord, vaere sa fargelgst (hvitt) som mulig. Tilsetning av
kommersielle enzymer bidro til en gunstig fargeendring pa frysetarket HPH (figur 3-11). Med
unntak av MHPP, var alle HPH fra hydrolyse med kommersielle enzymer lysere enn HPH fra
autolytisk hydrolyse. HPH fra MHPP hadde en tydelig merkere farge sammenlignet med alle
andre HPH fra hydrolyse med kommersielle enzymer (MHPr, MHP+B, UHPr, UHPP,
UHP+B). Den mgrke fargen kan skyldes det hgye lipidinnholdet (avsnitt 3.4.2). Et gkt
innhold av lipider i HPH vil medfare en gkt risiko for oksidasjon. I Maillardreaksjonen kan
oksidasjonsprodukter reagere med aminogrupper og danne brune pigmenter, noe som vil gi en
markere farge pa HPH [Kristinsson et al. (2000), Damodaran et al. (2008)]. Det er lite trolig
at den markere fargen skyldes enzympreparatets (Corolase PP) spesifikke proteaseaktivitet, da
dette ogsa ville resultert i et magrker HPH fra UHPP. Hvis virkningsmekanismen til Corolase
PP gir HPH med hgyt lipidinnhold, vil formgrkningen veere en indirekte konsekvens av
enzympreparatets aktivitet ved at lipidene oksiderer. Restrastoff M vil trolig ha et hgyere
innhold av hemoglobin som fglge av innmatinnholdet. Dette vil ogsa kunne bidra til & gke
oksidasjonsraten, da hemoglobin har vist seg a veere en sterk prooksidant sammenlignet med
for eksempel jern [Carvajal et al. (2009)].
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Nar det gjelder farge pa frysetarket limvann foreligger det bare to praver til sammenligning,
én fra varmebehandling av restrastoff M og én fra varmebehandling av restrastoff U. Disse er
avbildet i figur 3-12.

Figur 3-12: Farge pa frysetarket limvann fra varmebehandling av hel hgne med innmat, hode
og fjeer (MT) og hel hgne uten innmat (UT).

Bildet i figur 3-12 viser at limvann fra MT var tydelig mgrkere enn limvann fra UT. Den
samme forskjellen mellom restrastoffene kan ogsa observeres i figur 3-11, for frysetarket
HPH fra nullprave av restrastoff M (MHO) og nullprgve av restrastoff U (UHO). For HPH fra
MHO og UHO kan forskjellene i farge forklares av prevenes ulike lipidinnhold (avsnitt
3.4.2). Lipidinnhold i frysetarket limvann ble ikke analysert grunnet manglende materiale,
men vil trolig vaere ulik basert pa restrastoffenes sammensetning (avsnitt 3.1). Et hgyere

lipidinnhold i MT kan, som beskrevet over, forklare den markere fargen pa limvannet.

3.4.2 Lipidinnhold

Hydrolysat av hgy kvalitet kjennetegnes av et lavt lipidinnhold, som nevnt over. Et lavt
lipidinnhold vil bidra til & gke hydrolysatets stabilitet ved lagring [Shahidi et al. (1995), - ikke
sett, sitert etter Rossi et al. (2009)]. Stabilitet er en essensiell egenskap hvis hydrolysatet skal
brukes som funksjonell ingrediens i matvarer. Mye lipid i hydrolysat vil gi gkt risiko for
oksidasjon, og pa denne maten kunne forringe kvaliteten til den aktuelle matvaren. Totalt
lipidinnhold i frysetarket HPH fra enzymatisk hydrolyse av restrastoff M og restrastoff U er
presentert i figur 3-13. Grunnlagsdata er gitt i vedlegg E, tabell 1E,
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Figur 3-13: Totalt lipidinnhold (% av terrstoff) i frysetarket hydrolysat fra enzymatisk
hydrolyse av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MH) og hel hgne uten innmat (UH)
(gjennomsnitt = SD, n = 2). Forkortelser er brukt for de fem ulike behandlingene: uten
hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP
(PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B).

Det ble funnet et signifikant hgyere lipidinnhold i HPH fra enzymatisk hydrolyse av
restrastoff M med Corolase PP (MHPP, 3,7 + 0,0 %), sammenlignet med alle andre praver.
Som tidligere nevnt kan dette vaere arsaken til den mgrke fargen pa frysetarket HPH fra
MHPP, sammenlignet med HPH fra hydrolyse med Protamex og Papain + Bromelain (avsnitt
3.4.1). Det hgye lipidinnholdet, og den marke fargen, tyder pa at Corolase PP er uegnet til
produksjon av hgykvalitets HPH. Lipidinnholdet i HPH kan ses i sammenheng med den

darlige oljeseparasjonen for MHPP (avsnitt 3.2.2), og er med pa a bekrefte dette

enzympreparatets begrensninger.

For resterende HPH ble lipidinnhold funnet & vaere < 1,9 £ 0,0 % (ekskludert nullprgver).
Tilsetning av kommersielle enzymer ga et signifikant lavere lipidinnhold i HPH for begge
restrastoff (MH: 1,1 + 0,0 - 1,1 + 0,1 %, UH: 0,3 + 0,0 — 0,6 + 0,1 %), sammenlignet med
autolytisk hydrolyse (MHBI: 1,9 + 0,0 %, UHBI: 0,9 £ 0,0 %). Dette gjaldt alle prgver unntatt
MHPP, som forklart over. Lipidinnholdet var generelt hgyere for HPH fra MH enn UH. Dette
kan forklares av at restrastoff M inneholdt mer lipid enn restrastoff U (avsnitt 3.1). Et hayere

lipidinnhold i rastoffet er funnet a gi hydrolysat med et hgyere innhold av lipid ved
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enzymatisk hydrolyse [Slizyté et al. (2005b)]. Det lave lipidinnholdet i HPH fra hydrolyse av
begge restrastoff med kommersielle enzymer kan, som beskrevet tidligere, forklare den
hvitere fargen (avsnitt 3.4.2).

| produksjon av hgykvalitets hydrolysat fra restrastoff fra fisk, er det gnskelig med et
lipidinnhold under 0,5 % [Slizyté et al. (2005a)]. Selv om lipidinnholdet i HPH ikke innfrir
dette kravet, ma det tas med i beregningen at lipid fra fjeerkre har et hgyere innhold av
mettede fettsyrer enn lipid fra marine organismer [Damodaran et al. (2008)]. Dette gjer lipidet
mer stabil mot oksidasjon, og dets tilstedevaerelse i HPH vil ikke redusere oksidativ stabilitet i

like stor grad.

3.4.3 Proteininnhold

En annen kvalitetsindikator for HPH er et hgyt proteininnhold, beregnet i denne oppgaven ved
a multiplisere nitrogeninnhold (%) med en faktor pa 6,25. Proteininnhold (%) i frysetarket
HPH fra enzymatisk hydrolyse av restrastoff M og restrastoff U er presentert i figur 3-14.
Grunnlagsdata er gitt i vedlegg E, tabell 1E
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Figur 3-14: Proteininnhold (% av terrstoff) i frysetarket hydrolysat fra enzymatisk hydrolyse
av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MH) og hel hgne uten innmat (UH) (gjennomsnitt +
SD, n = 3). Forkortelser er brukt for de fem ulike behandlingene: uten hydrolyse (O),
autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP (PP) og 0,1 %
Papain + Bromelain (P+B).

Enzymatisk hydrolyse av restrastoff M med Protamex (MHPr) og Papain + Bromelain
(MHP+B) ga et signifikant hayere proteininnhold i frysetgrket HPH (85,1 + 3,0 % - 89,0 =

84



5,8 %), sammenlignet med autolytisk hydrolyse (MHBI, 65,4 + 3,7 %). For restrastoff U
resulterte tilsetning av alle de tre kommersielle enzymene (UHPr, UHPP, UHP+B) i et
signifikant hgyere proteininnhold i HPH (88,5 £ 2,5 % — 94,6 + 1,8 %), sammenlignet med
autolytisk hydrolyse (UHBI, 72,8 £ 7,0 %). Det ble ikke funnet signifikante forskjeller
mellom proteininnholdet i HPH fra prover tilsatt Protamex og pregver tilsatt Papain +
Bromelain. Dette gjaldt begge restrastoff. Bade Protamex og Papain + Bromelain er derfor

egnet til & gke proteininnholdet i HPH ved enzymatisk hydrolyse av restrastoff fra verpehgans.

Autolytisk hydrolyse medfarte ikke en signifikant gkning i proteininnhold (MHBI: 65,4 + 3,7
%, UHBI: 72,8 + 7,0 %), sammenlignet med nullpreve (MHO: 64,8 £ 1,9 %, UHO: 723+ 1,1
%). Dette tyder igjen pa at restrastoff fra verpehgns har lav endogen proteaseaktivitet, og at

endogene enzymer er lite delaktige i & lgseliggjare proteiner under hydrolyseprosessen.

Nar det gjelder proteinutbyttet i HPH, gkte ogsa dette ved tilsetning av kommersielle
enzymer, sammenlignet med autolytisk hydrolyse, for begge restrastoff. For restrastoff M
resulterte tilsetning av kommersielle enzymer i en gkning av proteinutbyttet i HPH fra 5 %
(MHBI) til 10,9-25,0 %. Av de kommersielle enzymene, ga Corolase PP det det laveste
proteinutbyttet i HPH (MHPP, 10,9 %). Det lave proteinutbyttet kan ses i sammenheng med
det hgye lipidinnholdet i HPH fra MHPP (avsnitt 3.4.2), og bidrar til & styrke antagelsen om
at dette enzympreparatet ikke er egnet til enzymatisk hydrolyse av restrastoff fra verpehgns.
For restrastoff U gkte proteinutbyttet i HPH fra 5,9 % (UHBI) til 21,8-31,7 % ved tilsetning
av kommersielle enzymer. Corolase PP ga igjen det laveste proteinutbyttet i HPH (UHPP,

21,8 %), sammenlignet med de to andre kommersielle enzymene.

Enzymatisk hydrolyse av restrastoff U ga et generelt hgyere proteinutbytte i HPH enn
enzymatisk hydrolyse av restrastoff M. Begge restrastoff ble funnet & ha omtrent likt
proteininnhold, men ulikt innhold av lipid (avsnitt 3.1). En mulig forklaring pa det lavere
proteinutbyttet i HPH fra restrdstoff M, er dannelsen av protein-lipid komplekser. Disse
kompleksene kan dannes i restrastoff med et relativt hgyt lipidinnhold (10-30 %) og vil, pa
grunn av resistens mot enzymatisk nedbrytning, kunne redusere proteinutbyttet i den

vannlgselige fraksjonen [Slizyté et al. (2005b)].

| avsnitt 3.4.2 ble det nevnt at lipidinnholdet i HPH ikke vil vere like kritisk for produktets

kvalitet, som lipidinnholdet i hydrolysat fra marine biprodukt. Dette pa grunn av at lipider fra

fjeerkre har lavere grad av umettethet. Ved sammenligning ble det funnet en svak negativ

korrelasjon mellom lipidinnhold (%) og proteininnhold (%) i frysetgrket HPH, som vist i figur

3-15. Sammenhengen er linear, der et gkt lipidinnhold ser ut til & veere assosiert med
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reduksjon av proteininnholdet i HPH. Sammenhengen var signifikant for HPH fra enzymatisk
hydrolyse av restrastoff U, men ikke restrastoff M. Dette er vist i henholdsvis figur E-2 og E-
1 i vedlegg E. HPH med god kvalitet ber derfor ha et lavt lipidinnhold, til tross for at

lipidinnholdet i HPH trolig vil vaere relativt stabilt med tanke pa oksidasjon.
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Figur 3-15: Proteininnhold (% av terrstoff) (gjennomsnitt, n = 3) som funksjon av
lipidinnhold (% av terrstoff) (gjennomsnitt, n = 2) i frysetarket hydrolysat fra enzymatisk
hydrolyse av hel hgne med innmat, hode og fjer (MH) og hel hgne uten innmat (UH).
Forkortelser er brukt for de fem ulike behandlingene: uten hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse
(blank, BI), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain + Bromelain
(P+B). Regresjonslinje for lineer sammenheng, samt trendlinjens R2-verdi, er inkludert i
figuren.

Nar det gjelder limvann ble det funnet et hgyt proteininnhold fra bdde MT og UT, henholdsvis
62,9 + 0,6 % og 69,3 £ 0,1 %. Resultatene er presentert i figur 3-16. Grunnlagsdata er gitt i
vedlegg E, tabell 1E
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Figur 3-16: Proteininnhold (% av tarrstoff) i frysetarket limvann fra varmebehandling av hel
hgne med innmat, hode og fjeer (MT) og hel hgne uten innmat (UT) (gjennomsnitt £ SD, n =
3).

Proteinutbyttet i limvann ble beregnet til 1,9 % for MT og 2,9 % for UT. Dette er lavt
sammenlignet med proteinutbyttet i HPH (4,5 - 28,0 %). Varmebehandling er derfor darlig

egnet til & utvinne proteiner fra restrastoff fra verpehgns, som forventet.
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3.4.4 Hydrolysegrad

Hydrolysegrad (DH) i frysetarket HPH ble bestemt ved formoltitrering. DH (%) i fryseterket
HPH fra enzymatisk hydrolyse av restrastoff M og restrastoff U er presentert i figur 3-17.
Grunnlagsdata er gitt i vedlegg E, tabell 1E.
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Figur 3-17: Hydrolysegrad (DH, %) i frysetarket hydrolysat fra enzymatisk hydrolyse av hel
hgne med innmat, hode og fjeer (MH) og hel hgne uten innmat (UH) (gjennomsnitt £ SD, n =
2-3). Forkortelser er brukt for de fem ulike behandlingene: uten hydrolyse (O), autolytisk
hydrolyse (blank, BI), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain +
Bromelain (P+B).

DH pavirker proteinenes, og dermed hydrolysatets, funksjonelle egenskaper [Damodaran et
al. (2008)]. For proteiner i et restrastoff vil lgseligheten gke med graden av hydrolyse
[McNairney (1984), - ikke sett, sitert etter Kristinsson et al. (2000)]. En DH pa 100 % vil i
denne sammenheng bety at hydrolysatet bestar av 100 % frie aminosyrer [Damodaran et al.
(2008)].

DH i HPH fra enzymatisk hydrolyse av restrastoff fra verpehgns varierte fra 21,1 + 0,4 %
(UHP+B) til 46,9 £ 0,0 % (MHBI). Det ble funnet en signifikant hgyere DH i HPH fra
autolytisk hydrolyse (MHBI: 46,9 + 0,0 %, UHBI: 30,9 + 1,4 %), sammenlignet med HPH fra
hydrolyse med kommersielle enzymer (MH: 32,7 £ 0,4 — 39,1 + 0,4 %, UH: 21,1 + 0,5 - 26,4
+ 0,5 %). HPH fra autolytisk hydrolyse hadde derimot et lavt proteininnhold (avsnitt 3.4.3).
Dette kan tyde pa at de endogene proteasene, som er aktive under hydrolyseprosessen,

hovedsakelig er eksopeptidaser. Eksopeptidaseaktivitet resulterer i frigjgringen av aminosyrer
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eller sma peptider, og vil kunne gi hgy DH. Aktiviteten til endogene enzymer kan ogsa
forklare hvorfor det ble observert generelt hayere DH i HPH fra enzymatisk hydrolyse av
restrastoff M sammenlignet med restrastoff U. Restrastoff M inneholder innmat, og har derfor
et hgyere innhold av endogene enzymer. Pa den annen side ble det ogsa funnet signifikant
hgyere DH i HPH fra nullpreve av restrastoff M (MHO) og restrastoff U (UHO),
sammenlignet med HPH fra hydrolyse med kommersielle enzymer. Det kan derfor tenkes at
det ikke er endogene eksopeptidaser, men prosesseringen av restrastoffet far og etter
hydrolysen, som gir hgy DH. Far hydrolysen vil tilsatt vann «vaske» ut sma og vannlgselige
proteiner i restrastoffet, hvilket vil gi hgy DH i HPH. Hvis endogene enzymer hydrolyserer
proteinene som i utgangspunktet var vannlgselige, vil dette gke DH ytterligere, som observert
for MHO (42,2 + 0,0 %) og MHBI (46,9 £ 0,0 %). Kommersielle enzymer vil derimot bidra
til & lgseliggjere mer av proteinene i restrastoffet, og derfor «fortynne» lgsningen med starre
peptider. Hvordan dette kan resultere i lavere DH, sammenlignet med autolytisk hydrolyse, vil
bli forklart under. En annen mulig forklaring pa hgy DH er usikkerheten i analysemetoden.
Formol reagerer ikke utelukkende med a-aminogrupper, men ogsa andre nitrogenholdige
forbindelser [Slizyté et al. (2014)].

De kommersielle enzymene er hovedsakelig endopeptidaser. | motsetning til eksopeptidaser,
hydrolyserer endopeptidaser peptidbindinger inne i peptidkjeden. Dette vil gi lengre
peptidkjeder i HPH. Ved & lgseliggjgre proteinene i restrastoffet pa denne maten, kan
kommersielle enzymer gke proteininnholdet i HPH (avsnitt 3.4.3). DH er et mal pa mengden
frie aminogrupper i forhold til det totale nitrogeninnholdet i en prave, som definert av ligning
2.10. En gkning i proteininnholdet medfarer en gkning av det totale nitrogeninnholdet i HPH.
En gitt mengde frie aminogrupper vil pavirke HPH med et hgyt nitrogeninnhold i mindre grad
enn HPH med et lavt nitrogeninnhold. HPH fra hydrolyse med kommersielle enzymer kan
derfor ha et hgyere innhold av frie aminosyrer, sammenlignet med HPH fra autolytisk

hydrolyse (avsnitt 3.4.5), uten at dette motstrider resultatene presentert i dette avsnittet.

| og med at DH pavirker hydrolysatets funksjonelle egenskaper, vil gnsket DH variere med
den funksjonen man gnsker at hydrolysatet skal ha. For hydrolysatets emulgerende og
skumdannende egenskaper vil hgy DH veaere negativt, da disse egenskapene antas a veere
optimale ved DH < 10 % [Damodaran (1997)]. En hgy DH vil pa den annen side resultere i en
reduksjon av allergenisitet, samt gjgre proteinet mer lettfordgyelig [Damodaran et al. (2008)].
Dette er gunstig hvis HPH skal kunne brukes som naringsmiddel tilpasset individer med

spesielle behov. En DH mellom 4-40 % har blitt assosiert med en hgy risiko for dannelse av
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bitre peptider [Dauksas et al. (2004)]. Flere av prgvene hadde en DH i dette omradet, og det er
derfor sannsynlig at HPH inneholder bitre peptider. Bitre peptider kan begrense bruken av
HPH i matvarer, men dannelsen av disse er ikke utelukkende avhengig av DH. Blant annet har
hydrofobisitet blitt assosiert med bitterhet hos peptider [Damodaran (1997)]. Det vil derfor
veere ngdvendig med en sensorisk analyse, i form av en smakstest, for & kunne vurdere

innholdet av bitre peptider i HPH.

DH i limvann fra varmebehandling av restrastoff M og restrastoff U ble funnet a vere
henholdsvis 34,2 + 2,0 % og 29,1 + 1,8 %. Resultatene er presentert i figur 3-18.
Grunnlagsdata er gitt i vedlegg E, tabell 1E.
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Figur 3-18: Hydrolysegrad (DH, %) i frysetgrket limvann fra varmebehandling av hel hgne
med innmat, hode og fjeer (MT) og hel hgne uten innmat (UT) (gjennomsnitt + SD, n = 3).

Prosessering av restrastoff M ga tilnermet likt proteininnholdet i limvann fra
varmebehandling (MT, 62,9 £ 0,6 %) og HPH fra autolytisk hydrolyse (MHBI, 65,4 £ 3,74).
DH var derimot signifikant hgyere i HPH fra MHBI (46,9 + 0,0 %) sammenlignet med
limvann fra MT (34,2 £ 2,0 %). Den samme tendensen ble observert for restrastoff U, men
forskjellen var ikke signifikant. Dette skyldes trolig temperaturforskjellen mellom
prosesseringsmetodene. Endogene enzymer kan vere aktive ved den enzymatiske hydrolysens
temperatur (50 °C), og vil dermed kunne bidra til & gke DH i HPH. Varmebehandlingens
temperatur (100 °C) vil derimot denaturere og inaktivere endogene enzymer.
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Peptidstarrelsens pavirkning pa de funksjonelle egenskapene til HPH, vil bli diskutert videre i
sammenheng med analyser av peptidenes molvektsfordeling (avsnitt 3.4.6).

3.4.5 Innhold og sammensetning av frie aminosyrer
Innhold og sammensetning av frie aminosyrer i fryseterket HPH fra enzymatisk hydrolyse av
restrastoff M og restrastoff U ble analysert ved HPLC. Analyseresultater, inkludert

grunnlagsdata for figur 3-19 og 3-20, er gitt i vedlegg F, henholdsvis tabell 1F og tabell 2F.

Det totale innholdet av frie aminosyrer var signifikant hgyere i HPH fra autolytisk hydrolyse
av restrastoff M (MHBI, 76,20 + 2,16 mg/g frysetarket HPH), sammenlignet HPH fra
autolytisk hydrolyse av restrastoff U (UHBI, 34,89 + 0,53 mg/g frysetarket HPH). Det ble
ogsa funnet hgyere DH i HPH fra MHBI enn i HPH fra UHBI (avsnitt 3.4.4). En hgyere DH,
og et heyere innhold av frie aminosyrer, i HPH fra MHBI indikerer igjen endogen
eksopeptidaseaktivitet i restrastoff med innmat. Antagelsen om at aktiviteten til endogene
eksopeptidaser er med pa a frigjere aminosyrer i HPH under hydrolyseprosessen, stgttes av
sammenligning med nullprgver (MHO: 54,72 + 0,82 mg/g frysetgrket HPH, UHO: 25,83 +
0,99 mg/g frysetarket HPH). 60 minutters hydrolyse resulterte i et signifikant hgyere innhold
av frie aminosyrer i HPH for begge restrastoff (MHBI, UHBI). Endogene enzymer er derfor
med pa & hydrolysere vannlgselige proteiner i HPH, men lite aktive i 4 lgseliggjare proteinene
i restrastoffet.

Tilsetning av kommersielle enzymer resulterte i et signifikant hgyere innhold av frie
aminosyrer i HPH (MH: 95,34 £+ 2,99 — 99,94 mg/g fryseterket HPH, UH: 88,50 + 4,15 —
97,36 + 3,58 mg/g fryseterket HPH), sammenlignet med en autolytisk hydrolyse. Av de
kommersielle enzymene benyttet i denne oppgaven, er det hovedsakelig Corolase PP som har
dokumentert eksopeptidaseaktivitet. Det var derfor forventet at HPH fra enzymatisk hydrolyse
med tilsetning av Corolase PP ville ha et hgyere innhold av frie aminosyrer, sammenlignet
med tilsetning av Protamex og Papain + Bromelain. En slik effekt ble bare observert for
restrastoff M. En mulig forklaring pa dette kan veere at pH-betingelsene ved den enzymatiske
hydrolysen ikke var optimale for eksopeptidaseaktiviteten til Corolase PP. pH i kvernet
restrastoff M og restrastoff U ble malt til henholdsvis 5.8 og 5.5. Disse pH-verdiene faller

utenfor omrade for optimal aktivitet av enzympreparatet (pH = 7-9) [Adler-Nissen (1986)].

Sammensetningen av frie aminosyrer i HPH fra enzymatisk hydrolyse av restrastoff M og
restrastoff U er presentert i henholdsvis figur 3-19 og figur 3-20.
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Figur 3-19: Innhold og sammensetning av frie aminosyrer (mg/g frysetgrket hydrolysat) i
frysetgrket hydrolysat fra enzymatisk hydrolyse av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MH)
(gjennomsnitt + SD, n = 2). Forkortelser er brukt for de fem ulike behandlingene: uten
hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP
(PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B).
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Figur 3-20: Innhold og sammensetning av frie aminosyrer (mg/g frysetarket hydrolysat) i
frysetgrket hydrolysat fra enzymatisk hydrolyse av hel hgne uten innmat (UH) (gjennomsnitt +
SD, n = 2). Forkortelser er brukt for de fem ulike behandlingene: uten hydrolyse (O),
autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP (PP) og 0,1 %
Papain + Bromelain (P+B).
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Tilsetning av kommersielle enzymer gkte frigjeringen av mange hydrofobe aminosyrer som
ellers kunne bidratt til hydrofobe interaksjoner, innad i et peptid eller mellom peptider. Slike
interaksjoner kunne igjen fart til utfelling, og peptidet ville da befunnet seg i den ulgselige
fraksjonen [Damodaran et al. (2008)]. Flere av de hydrofobe frie aminosyrene i HPH var
essensielle (tabell 1, avsnitt 1.5.1). Dette kan veere fordelaktig hvis HPH skal tilsettes en
matvare, da konsentrasjonen av essensielle aminosyrer i en proteinkilde er avgjgrende for
dens ernaringsmessige verdi [Shiau (1994), - ikke sett, sitert etter Kristinsson et al. (2000)].
Det er sarlig fordelaktig hvis de essensielle aminosyrene, som del av et peptid, ville blitt
utfelt pa grunn av hydrofobe interaksjoner. Hvis peptidet uansett hadde forblitt lgst i
hydrolysatet, vil det vaere mer gunstig for produktet om de essensielle aminosyrene er bundet
i en peptidkjede. Arsaken til dette er at et gkt innhold av frie aminosyrer gker sannsynligheten
for en reaksjon mellom aminogruppen og en karbonylgruppe i maillardreaksjonen. Dette farer
ikke bare til tap av aminosyren, men kan ogsa ha negative konsekvenser for produktet, som
for eksempel brunfarging. Fargeendringen skjer spesielt hurtig i reaksjoner som involverer
cystein, metionin og tryptofan [Damodaran et al. (2008)]. I tillegg vil essensielle aminosyrer i
peptidform veere mer biotilgjengelige, da kortkjedede peptider absorberes mer effektivt enn

frie aminosyrer i tarmen [Siemensma et al. (1993), - ikke sett, sitert etter Clemente (2000)].

Bitterhet er en ugnsket egenskap for HPH, og kan begrense bruksomradet til produktet
[Rustad (2003)]. Et hegyt innhold av hydrofobe frie aminosyrer i HPH kan i denne
sammenheng vaere positivt, og bidra til & redusere bitterhet. Dette pa grunn av at hydrofobe
peptider er vesentlig bitrere enn den tilsvarende blandingen av frie aminosyrer [Belitz et al.
(1975), - ikke sett, sitert etter Dauksas et al. (2004)].

3.4.6 Peptidenes molvektsfordeling

Peptidenes molvektsfordeling i frysetarket HPH fra enzymatisk hydrolyse av restrastoff M og
restrastoff U ble analysert ved HPLC. Analyseresultater, inkludert grunnlagsdata for figur 3-
21 — 3-24, er gitt i vedlegg G, henholdsvis tabell 1G og tabell 2G.

Starrelsen pa peptidene i et hydrolysat vil pavirke dets sensoriske og funksjonelle egenskaper.
Dette inkluderer bitterhet, biotilgjengelighet og lgselighet, samt evne til & danne geler og
emulsjoner [Gbogouri et al. (2004)]. @nsket molvektsfordeling pa peptidene vil derfor
avhenge av den funksjonen man gnsker at hydrolysatet skal ha. Sma peptider vil ha gkt
laselighet, redusert bitterhet og gkt biotilgjengelighet, mens starre peptider er ngdvendige for

dannelsen av stabile geler og emulsjoner.
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Tilsetning av kommersielle enzymer, ved enzymatisk hydrolyse av restrastoff fra verpehgns,
resulterte i en signifikant endring av molvektsfordelingen (Da) til peptidene i HPH. Dette er

illustrert i figur 3-21 (restrastoff M) og figur 3-22 (restrastoff U), der resultatene av de 5 ulike
behandlingene er sammenlignet.
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Figur 3-21: Molvektsfordeling (Da) til peptider i frysetgrket hydrolysat fra enzymatisk
hydrolyse av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MH). Forkortelser er brukt for de fem ulike
behandlingene: uten hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (blank, BI), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1
% Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B). Innhold av peptider i de ulike
vektintervallene er oppgitt som % av totalt proteininnhold (gjennomsnitt, n = 2).
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Figur 3-22: Molvektsfordeling (Da) til peptider i frysetgrket hydrolysat fra enzymatisk
hydrolyse av hel hgne uten innmat (UH). Forkortelser er brukt for de fem ulike
behandlingene: uten hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (blank, BI), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1
% Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B). Innhold av peptider i de ulike
vektintervallene er oppgitt som % av totalt proteininnhold (gjennomsnitt, n = 2).

Proteininnholdet i HPH fra autolytisk hydrolyse av begge restrastoff bestod hovedsakelig av
sma peptider (< 500 Da). Hydrolyse med kommersielle enzymer ga derimot en langt bredere
molvektsfordeling pa peptidene i HPH, med et hgyere innhold av stgrre peptider. Det kan
derfor se ut til at peptidenes molvektsfordeling er mer avhengig av hvilke enzymer som
benyttes, enn restrastoffets sammensetning. En sammenligning av  peptidenes
molvektsfordeling i HPH fra nullprever (MHO, UHO) og autolytisk hydrolyse (MHBI,
UHBI) av restrastoff M og restrastoff U er presentert i figur 3-23.
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Figur 3-23: Sammenligning av molvektsfordeling (Da) til peptider i frysetarket hydrolysat fra
enzymatisk hydrolyse av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MH, heltrukken linje) og hel
hgne uten innmat (UH, stiplet linje). Forkortelser er brukt for prgver uten hydrolyse (O) og
autolytisk hydrolyse (blank, Bl). Innhold av peptider i de ulike vektintervallene er oppgitt som
% av totalt proteininnhold (gjennomsnitt, n = 2).

| figur 3-23 observeres to vektintervall hvor innholdet av peptider er betraktelig hgyere enn
ved resterende vektintervall: 200-500 Da og < 200 Da. Disse vektintervallene tilsvarer i
hovedsak frie aminosyrer og sma oligopeptider, da aminosyrer har en gjennomsnittlig
molekyler masse pa 120 Da [Kimura (1968)]. De fleste peptidene i HPH fra autolytisk
hydrolyse av restrastoff M (MHBI) og restrastoff U (UHBI) hadde en stgrrelse pa 200-500
Da, noe som indikerer en omfattende hydrolyse av proteinene i HPH. Dette er i samsvar med
DH i samme prover (avsnitt 3.4.4). Sammenligning med nullprgver (MHO, UHO) viste at 60
minutt autolytisk hydrolyse ikke medfgrer en vesentlig endring av molvektsfordelingen til
peptidene i HPH. Innholdet av sma peptider skyldes derfor ikke ngdvendigvis endogen
enzymaktivitet, men restrastoffet selv. Vannlgselige proteiner vil veere tilstede i restrastoffet,
uavhengig av prosessering, og kan ha blitt «vasket» ut ved tilsetning av vann far hydrolysen
(avsnitt 3.4.4). Hvis endogene enzymer hydrolyserer vannlgselige proteiner, som diskutert i
avsnitt 3.4.5, vil dette gi gkt mengde peptider med lav molvekt i ved autolytisk hydrolyse
sammenlignet med nullprgve. Dette ble observert for restrastoff M, hvor innholdet av peptider
med molvekt < 200 Da gkte fra 20,6 = 1,0 % (MHO) til 27,5 £ 1,0 % (MHBI) ved autolytisk
hydrolyse.
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Nar det gjelder bruksomrade, vil et hydrolysat med hgyt innhold av peptider av lav molekylear
vekt, samt et minimalt innhold av frie aminosyrer, ha hgy ernaringsverdi [Vijayalakshmi et
al. (1986), - ikke sett, sitert etter Bhaskar et al. (2007)]. 45,5 % (MHBI) og 60,2 % (UHBI) av
peptidene i HPH fra autolytisk hydrolyse befant seg i sterrelsesintervallet 200-500 Da, noe
som tyder pa at HPH fra autolytisk hydrolyse vil vaere egnet til bruk i produkter med fokus pa
lettopptakelig naring (hey biotilgjengelighet). Det er likevel viktig & inkludere
tarrstoffutbyttet i vurderingen. Sammenlignet med hydrolyse med kommersielle enzymer,
resulterte autolytisk hydrolyse av begge restrastoff i et lavt terrstoffutbytte i HPH (avsnitt
3.2.2). Dette betyr at relativt sma mengder protein vil bli lgseliggjort i HPH ved autolytisk
hydrolyse, hvilket medfarer en darlig utnyttelse av restrastoffets potensiale.

En sammenligning av peptidenes molvektsfordeling i HPH fra enzymatisk hydrolyse av

restrastoff M og restrastoff U med kommersielle enzym er presentert i figur 3-24.

Innhold (%)

Molvekt (Da)

———MHPr =———MHPP MHP+B === UHPr === UHPP UHP+B

Figur 3-24: Sammenligning av molvektsfordeling (Da) til peptider i frysetgrket hydrolysat fra
enzymatisk hydrolyse av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MH, heltrukken linje) og hel
hgne uten innmat (UH, stiplet linje). Forkortelser er brukt for de tre ulike behandlingene: 0,1
% Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B). Innhold av

peptider i de ulike vektintervallene er oppgitt som % av totalt proteininnhold (gjennomsnitt, n
=2).

Enzymatisk hydrolyse med alle kommersielle enzymer (Protamex, Corolase PP, Papain +

Bromelain) ga HPH med et lignende innhold av peptider i ulike vektintervall. To markante
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«topper» er synlig i figur 3-24, noe som betyr at de fleste peptidene i HPH vil befinne seg i
vektintervallene 200-500 Da og 2000-4000 Da. Hydrolyse med Protamex og Corolase PP ga
et signifikant lavere innhold av peptider i vektintervallet 2000-4000 Da, og et signifikant
hgyere innhold av peptider i vektintervallet 200-500 Da, sammenlignet med Papain +
Bromelain. Dette gjaldt begge restrastoff. En minking i innhold ved et vektintervall, vil
medfare en gkning ved et annet. Nar gkningen observeres ved et lavere vektintervall, som for
Protamex og Corolase PP, tyder dette pa at peptidene i vektintervallet 2000-4000 er brutt ned
som falge av enzymenes aktivitet. Protamex og Corolase PP ga altsd en mer omfattende
nedbrytning av peptidene i HPH ved enzymatisk hydrolyse av begge restrastoff sammenlignet

med Papain + Bromelain.

Nar det gjelder HPH fra hydrolyse av restrastoff M med Corolase PP (MHPP), ble det i tillegg
funnet et signifikant lavere innhold av peptider i vektintervallet 1000-2000 Da, sammenlignet
med Protamex og Papain + Bromelain. Dette tyder pa at aktiviteten til Corolase PP resulterer i
den mest omfattende nedbrytningen av peptidene i HPH fra hydrolyse med kommersielle
enzymer. Et hgyt innhold av sma peptider i HPH vil kunne fare til misfarging som falge av
Maillardreaksjonen. Sammen med det hgye lipidinnholdet i HPH fra MHPP, kan dette bidra
til & forklare den observerte mgrkere fargen pa frysetarket HPH (avsnitt 3.4.1). Dette
bekrefter igjen antagelsen om at Corolase PP er darlig egnet som tilsetning, ved enzymatisk

hydrolyse av restrastoff fra verpehgns, sammenlignet med Protamex og Papain + Bromelain.

Stgrre peptider vil veaere bedre geldannere og emulgatorer, sammenlignet med sma
oligopeptider og frie aminosyrer. For at et peptid skal ha gode emulgerende egenskaper, bar
kjedelengden vaere over 20 aminosyrer [Lee et al. (1987), - ikke sett, sitert etter Kristinsson et
al. (2000)]. Dette vil tilsvare en molekylvekt pa > 2400 Da. En mer omfattende hydrolyse vil
derfor redusere hydrolysatets evne til & danne stabile emulsjoner [Mahmoud (1994), - ikke
sett, sitert etter Kristinsson et al. (2000)]. HPH fra hydrolyse med kommersielle enzymer vil
derfor, pa grunn av et vesentlig innhold av peptider i vektintervallet 2000-5000 Da (11,4 —
20,8 %), veere godt egnet som funksjonell ingrediens i matvarer. Det hgyeste innholdet av
peptider i dette vektintervallet ble, som nevnt over, funnet i HPH fra hydrolyse med Papain +

Bromelain.

Bitterhet er, som tidligere nevnt, en ugnsket egenskap ved HPH. Peptider med hydrofobe
aminosyreenheter, og en molekylvekt pa 1000-6000 Da, har starst sannsynlighet for a vere
bitre [Tello et al. (1994), - ikke sett, sitert etter Kristinsson et al. (2000)]. Det er derfor starre
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sannsynlighet for at HPH fra hydrolyse med kommersielle enzymer er bittert enn HPH fra
autolytisk hydrolyse, basert pa peptidenes molvektsfordeling.
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3.4.7 Oppsummering
Varmebehandling av restrastoff fra verpehgns ga et lavt proteinutbytte i limvann. Dette

indikerer lav endogen enzymaktivitet ved varmebehandlingens temperatur, som forventet.

Enzymatisk hydrolyse med Protamex og Papain + Bromelain resulterte i en vesentlig lysere
farge pa frysetarket HPH, et signifikant lavere lipidinnhold og et signifikant hayere
proteininnhold i HPH, sammenlignet med autolytisk hydrolyse. Corolase PP ga en markere
farge pa HPH (restrastoff M), et signifikant hgyere lipidinnhold (restrastoff U) og et lavere
proteininnhold i HPH, sammenlignet med de andre kommersielle enzymene. HPH fra
autolytisk hydrolyse hadde en signifikant hgyere DH, sammenlignet med HPH fra hydrolyse
med kommersielle enzym. Tilsetning av kommersielle enzymer gkte innholdet av essensielle

hydrofobe aminosyrer i HPH ved enzymatisk hydrolyse av begge restrastoff.

Tilsetning av kommersielle enzymer resulterte i en signifikant endring av
molvektsfordelingen til peptidene i HPH. De fleste peptidene i HPH fra autolytisk hydrolyse
hadde en molvekt pa < 500 Da. Hydrolyse med kommersielle enzymer ga derimot en langt
bredere molvektsfordeling pa peptidene i HPH, med et hgyere innhold av sterre peptider (<
4000 Da). Papain + Bromelain ga HPH med starre andel peptider i vektintervallet 2000-4000
Da, sammenlignet med Protamex og Corolase PP.
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3.5 Ulpgselige fraksjon: kvalitet og sammensetning

Varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og ensilering av restrastoff fra verpehgns resulterte i
en ulgselig fraksjon. Denne fraksjonen vil besta av alle komponenter i restrastoffet, foruten
separerte olje og de vannlgselige komponentene. Ved varmebehandling betegnes den
ulgselige fraksjonen som slam, ved enzymatisk hydrolyse betegnes den som sediment og ved

ensilering betegnes den som ensilasje.

3.5.1 Fordagyelighet

Fordayelighet (%) pa avfettet og terket slam, sediment og ensilasje ble analysert in vitro.
Pepsin ble brukt som representant for proteasene som inngar i en normal fordgyelse. Kasein
ble brukt som referanseprotein, og burde i teorien ha en fordgyelighet pa 85-90 % med pepsin.

Analyseresultater, med grunnlagsdata for figur 3-25 og 3-26, er gitt i vedlegg H, tabell 1H.

Slam fra varmebehandling av restrastoff M (MT) og restrastoff U (UT) hadde en
fordayelighet pa henholdsvis 42,3 + 3,1 % og 58,0 + 1,0. Til sammenligning hadde restrastoff
M en fordgyelighet pa 66,2 + 2,0 % og restrastoff U en fordgyelighet pa 57,3 + 3,1 %.
Varmebehandlingen gkte derfor ikke fordgyeligheten pa proteinene i denne fraksjonen, og
fordayeligheten pa slammet var darlig sammenlignet med kasein (83,9 + 0,1 %). Dette tyder
pa at proteinene i slammet har lav ernaringsverdi, noe vil begrense bruksomradet til denne
fraksjonen. Som diskutert i avsnitt 3.2.1 og 3.4.3, resulterte varmebehandlingen i en god
oljeseparasjon, men et lavt proteinutbytte i limvann. Varmebehandling er derfor egnet til &
separere lipid fra resten av komponentene i restrastoff fra verpehgns, men darlig egnet til
utnyttelse av restrastoffets proteiner. Oljen kan ha flere bruksomrader, deriblant som tilsetning
i dyrefor, men slamfraksjonen vil ha et begrenset bruksomrade grunnet lav fordgyelighet. Pa
grunn av det hgye toarrstoffutbyttet i slamfraksjonen, vil avfallsreduksjonen veere relativt lav

ved denne prosesseringsmetoden.

Fordgyeligheten pa sediment fra enzymatisk hydrolyse av restrastoff M (MH) og restrastoff U
(UH) er presentert i figur 3-25. Til sammenligning er fordgyeligheten pa kasein inkludert i

figuren.
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Figur 3-25: Fordgyelighet (%) av pepsin pa kasein, samt sediment fra enzymatisk hydrolyse
av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MH) og hel hgne uten innmat (UH) (gjennomsnitt
SD, n = 2). Forkortelser er brukt for de fem ulike behandlingene: uten hydrolyse (O),
autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP (PP) og 0,1 %
Papain + Bromelain (P+B).

Fordgyeligheten pa sediment fra enzymatisk hydrolyse varierte fra 46,3 + 2,3 - 57,3 + 2,3 %.
Dette er lavt sammenlignet med fordgyeligheten pa kasein (83,9 + 0,1 %), og proteinene i
sedimentet vil derfor ha lav ernzringsmessig verdi. Fordgyeligheten pa sediment fra
nullprever (MHO: 54,8 + 2,2 %, UHO: 47,2 £ 0,6 %) var ikke signifikant forskjellig fra
fordgyeligheten pa praver fra autolytisk hydrolyse av restrastoff M (MHBI, 53,2 + 2,9 %) og
restrastoff U (UHBI, 46,7 + 1,0 %). Den lave fordgyeligheten skyldes derfor trolig
varmeinaktiveringen etter hydrolysen. Varmeinaktiveringen ble utfert ved 90 °C, og ved
denne temperaturen vil mange proteiner bli denaturert. Denaturerte proteiner vil vaere mindre
tilgjengelige for proteaser, og derfor ha redusert fordgyelighet [Damodaran et al. (2008)]. Pa
samme mate vil varmebehandling ved 100 °C redusere proteinenes fordgyelighet.
Varmeinaktiveringen kan ogsa resultere i dannelsen av lipid-protein komplekser, som
hovedsakelig vil befinne seg i sedimentet. Disse kompleksene er motstandsdyktige mot
enzymatisk aktivitet, og vil derfor ha lav fordgyelighet [Slizyté et al. (2005a), Slizyté et al.
(2005b)]. | tillegg vil en del av proteinene i restrastoffet veere lgst i HPH etter den
enzymatiske hydrolysen. Store deler av sedimentene vil derfor bestd av bein og andre

komponenter, hvor enzymatisk aktivitet hindres av proteinets struktur.
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Slam og sediment kan brukes i dyrefor, men den begrensede fordgyeligheten vil gjgre dem
lite eget til dette formalet. Tarrstoffutbytte i sediment fra enzymatisk hydrolyse med
kommersielle enzymer var lavt (15,8 + 2,8 - 21,8 + 4,6 g/ 100 g rastoff), sammenlignet med
tarrstoffutbytte i slam fra varmebehandling (25,6 + 2,5 - 28,3 + 3,0 g/ 100 g rastoff).
Enzymatisk hydrolyse er en mer kostbar og tidkrevende prosesseringsmetode, men vil gi en
bedre utnyttelse av restrastoffets potensiale, sammenlignet med varmebehandling.

Ensilasjen er hovedproduktet av ensilering, og kan tilsettes dyrefér som proteinkilde [New et
al. (1995), - ikke sett, sitert etter Vieira et al. (2015)]. Det er derfor essensielt at den har god
fordgyelighet. @kt fordgyelighet vil gke biotilgjengeligheten pa proteinene, og slik gke den
ernaringsmessige kvaliteten pa proteinkilden [Damodaran et al. (2008)]. Fordgyeligheten pa
ensilasje fra ensilering av restrastoff M (ME) og restrastoff U (UE) er presentert i figur 3-26.

Til sammenligning, er fordeyeligheten pa restrastoff M og restrastoff U ogsa inkludert i

figuren.
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Figur 3-26: Fordgyelighet (%) av pepsin pa hel hgne med innmat, hode og fjeer (restrastoff
M) og hel hgne uten innmat (restrastoff U), samt ensilasje fra ensilering av restrastoff M
(ME) og ensilering av restrastoff U (UE) (gjennomsnitt + SD, n = 2). Forkortelser er brukt
for de fire ulike behandlingene: eddiksyre (Ed), eddiksyre + 0,1 % natriumbisulfitt (Ed.S),
maursyre (Ma) og maursyre + 0,1 % natriumbisulfitt (Ma.S).

Under ensileringen vil aktiviteten til endogene proteaser resultere i et produkt hvor proteinene
er mer nedbrutte enn de opprinnelige proteinene i restrastoffet. Fordgyeligheten pa proteinene
i ensilasjen bar derfor veere hgyere enn fordgyeligheten pa restrastoffet. Ensilering ser ut til a
gke fordeyeligheten pa proteinene (63,2 + 3,0 - 79,7 £ 1,7 %), i restrastoff fra verpehgns,
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sammenlignet med restrastoffenes fordgyelighet (57,3 + 1,6 - 66,2 + 2,0 %). Forskjellen var
bare signifikant for noen av prgvene (MEMa, MEEd.S, UEEd, UEEd.S), men dette kan
skyldes analysemetoden. Avfettingen av prgvene ble ikke utfgrt i henhold til en standardisert
metode. En ufullstendig avfetting vil pavirke resultatene av analysen, og det burde derfor blitt
utfgrt analyser for & bekrefte at alt fettet var fjernet. | tillegg ble det bare brukt et enzym;
pepsin. In vivo fordgyelse av proteiner involverer en rekke proteaser. En
fordayelighetsanalyse med ulike enzymkombinasjoner vil derfor gi mer palitelige resultater.
Videre bgr det nevnes at prgvene var svart uhomogene, noe som ogsa kan ha pavirket
analyseresultatene. Hvis ensilering gir gkt fordgyelighet vil dette, kombinert med en god

oljeseparasjon, gjere ensilasjen egnet som proteinkilde i dyrefor.
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3.6 Oppskalert enzymatisk hydrolyse

Enzymatisk hydrolyse av restrastoff fra verpehgns med tilsetning av Corolase PP resulterte i
hgnseproteinhydrolysat (HPH) med mgrk farge, hayt lipidinnhold, lavt proteininnhold og mer
nedbrutte peptider, sammenlignet med tilsetning av Protamex og Papain + Bromelain. Basert
pa disse resultatene, ble tilsetning av 0,1 % Protamex, og 0,1 % Papain + Bromelain funnet &
veere best egnet til enzymatisk hydrolyse av restrastoff fra verpehgns. Papain + Bromelain ga
bedre oljeseparasjon, samt HPH med peptider av hgyere molvekt, sammenlignet med
Protamex. | naeringsmiddelindustrien kan det i tillegg vaere fordelaktig & bruke eksogene
enzymer fra plantekilder, da mikrobielle enzymer kan vekke negative assosiasjoner hos
forbrukerne. 1 denne studien ble det derfor bestemt at 0,1 % Papain + Bromelain skulle

benyttes som tilsetning ved den oppskalerte enzymatiske hydrolysen.

| den oppskalerte enzymatisk hydrolysen ble restrastoffet kvernet i ulik grad for & se om
partikkelstarrelse pavirket resultatet av hydrolysen: finkvernet (restrastoff H1) og grovkvernet
(restrastoff H2). Restrastoffsammensetningen tilsvarte sammensetningen av restrastoff U
benyttet i screeningforsgket: hel hgne uten innmat, hode og fjer. Grad av kverning pa

restrastoff U tilsvarte grovkvernet, altsé restrastoff H2.

En oppskalert enzymatisk hydrolyse kan gi en indikasjon pa hvorvidt prosesseringen vil gi
like gode resultater, ved utnyttelse av restrastoff fra verpehgns, i industriell sammenheng. En
sammenligning av terrstoffutbyttet (g/ 100 g rastoff (vatvekt)) i olje, hgnseproteinhydrolysat
(HPH) og sediment fra enzymatisk hydrolyse av restrastoff U (20 g), restrastoff H1 (2 kg) og
restrastoff H2 (2 kg) er presentert i figur 3-27. Grunnlagsdata, med de ulike fraksjonenes
starrelse (g) og tarrstoffinnhold (%), samt beregning av massebalanse for enzymatisk

hydrolyse av restrastoff H1 og restrastoff H2, er gitt i vedlegg I, tabell 11.
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Figur 3-27: Tarrstoffutbytte i olje, hanseproteinhydrolysat (HPH) og sediment fra oppskalert
enzymatisk hydrolyse av hel hgne uten innmat, hode og fjeer: finkvernet (H1) og grovkvernet
(H2) (gjennomsnitt + SD, n = 1-3), samt enzymatisk hydrolyse av samme restrastoff i mindre
skala (UH) (gjennomsnitt + SD, n = 10). Forkortelser er brukt for tilsetning av 0,1 % Papain
+ Bromelain (P+B).

Enzymatisk hydrolyse av restrastoff H1 og restrastoff H2 resulterte i HPH med et signifikant
hayere tarrstoffutbytte (8,0 £ 0,1 - 8,5 + 0,1 g/ 100 g rastoff), sammenlignet med UHP+B (5,5
+ 0,4 g/ 100 g rastoff). Dette indikerer at enzymatisk hydrolyse med 0,1 % Papain +
Bromelain ogsa er egnet til utnyttelse av restrastoff fra verpehgns i en industriell

sammenheng.

Partikkelstarrelsen pa restrastoffet pavirket resultatet av hydrolysen. Finkverning (restrastoff
H1) resulterte i et signifikant hgyere tarrstoffutbytte i HPH (8,5 + 0,1 g/ 100 g rastoff),
sammenlignet med grovkverning (restrastoff H2, 8,0 + 0,0 g/ 100 g rastoff). Finkverning sa
ogsa ut til & redusere tarrstoffutbyttet i sediment, men forskijellen var ikke signifikant. Det er
likevel sannsynlig at det gkte tgrrstoffutbyttet i HPH, fra hydrolyse av restrastoff H1, skyldes
at stgrre mengder protein er blitt lgseliggjort, noe som vil medfere en reduksjon av
tarrstoffutbyttet i sediment. Denne antagelsen er basert pa terrstoffutbyttet i oljefraksjonen,
som var tilnermet likt for restrastoff H1 og restrastoff H2. Det gkte tarrstoffutbyttet i HPH,
fra hydrolyse av restrastoff H1, skyldes derfor trolig ikke gkt lipidinnhold.

Tarrstoffutbyttet i oljefraksjonen var hgyere for UHP+B (13,0 + 2,0 g/ 100 g rastoff),
sammenlignet med oljefraksjonen fra hydrolyse av restrastoff H1 (8,6 g/ 100 g rastoff) og
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restrastoff H2 (8,7 g/ 100 g rastoff). Dette betyr ikke ngdvendigvis at en oppskalert
enzymatisk hydrolyse resulterer i en darligere oljeseparasjon, men kan skyldes usikkerhet i
metoden. Tarrstoffutbyttet i oljefraksjonen fra UHP+B ble beregnet basert pa resultater av 10
paralleller. Tarrstoffutbyttet i oljefraksjonen, fra hydrolyse av restrastoff H1 og restrastoff H2,
ble derimot beregnet fra kun 1 parallell. I tillegg kan restrastoffet ha hatt ulikt lipidinnhold i
utgangspunktet. Selv. om sammensetningen var lik (hel hgne uten innmat, hode og fjer), ble
restrastoffet innhentet og kvernet ved to ulike tidspunkt. Det er ikke utenkelig at det pa grunn
av arstid, og eventuelt andre faktorer som féring og avstamming, eksisterer individuelle

forskjeller i hgnenes fettprosent.
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3.7 Produktutviklingsforsgk: kyllingkjgttkaker

Oppskalering av enzymatisk hydrolyse, med tilsetning av 0,1 % Papain + Bromelain, ble
utfgrt for & produsere starre mengder hgnseproteinhydrolysat (HPH). Forsgket ble utfert pa
hel hgne uten innmat med ulik grad av kverning: finkvernet (restrastoff H1) og grovkvernet
(restrastoff H2). Hagnseproteinhydrolysat (HPH) fra enzymatisk hydrolyse av restrastoff H1
(HPH1) og restrastoff H2 (HPH2) ble brukt i som funksjonell ingrediens i produktutvikling av
kyllingkjettkaker. Kyllingkjeottkaker for steking, etter steking og etter avkjgling i
romtemperatur er avbildet i figur 3-28.

Figur 3-28: Kyllingkjettkaker fra produktutviklingsforsgk. Henseproteinhydrolysat fra
enzymatisk hydrolyse av hel hgne uten innmat, hode og fjeer ble forsgkt brukt som funksjonell
ingrediens. Bildene er tatt fgr steking (1), etter steking i varmluft ved 200 °C i 14 minutter (2)
og etter avkjgling i romtemperatur (3).

Forsgket ble utfart som et screeningforsgk, med den hensikt & optimalisere metode og
prosesseringsparametere til videre arbeid med HPH som funksjonell ingrediens i matvarer
ment for humant konsum. Underveis ble det oppdaget flere svakheter ved metoden. | denne
oppgaven var formalet med forsgket hovedsakelig a undersgke om tilsetning av HPH pavirker
vanntap ved steking, samt smaken pa produktet. Beregnet vanntap (%) ved steking for
kyllingkjattkaker tilsatt 4 % vann (SD), tilsatt 4 % vann og 1 % ScanPro (SP), tilsatt 4 % vann
0g 1 % HPH1, samt tilsatt 4 % vann og 1 % HPH2, er presentert i figur 3-29.
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Figur 3-29: Vanntap (% av totalvekt) i kyllingkjattkaker som falge av steking i varmluft ved
200 °C i 14 minutt. Forkortelser er brukt for de 4 ulike tilsetningene: 4 % vann (SD), 4 %
vann og 1 % ScanPro (SP), 4 % vann og 1 % hydrolysat fra enzymatisk hydrolyse av
finkvernet restrastoff fra verpehgns uten innmat (HPH1), samt 4 % vann og 1 % hydrolysat
fra enzymatisk hydrolyse av grovkvernet restrastoff fra verpehgns uten innmat (HPH2)
(gjennomsnitt + SD, n = 2).

Teoretisk sett burde tilsetning av funksjonelle proteiner, med vannbindende egenskaper, gi
redusert vanntap i kyllingkjattkakene ved steking. En slik effekt ble ikke observert i dette
forsgket, da ingen av tilsetningene ga en signifikant endring av vanntapet. Dette kan skyldes
svakheter ved metoden. Det ble tilsatt veldig sma mengder vann (4 %) og ScanPro/HPH (1
%). Usikkerheten involvert i tillaging, veiing og steking var stor, og det kan derfor vere
ngdvendig med et bedre eksperimentelt oppsett. Til videre forsgk anbefales det ogsa a steke
kjottkakene i panne far tilberedning i varmluftsovn. Dette vil i starre grad simulere en

industriell prosessering av denne typen produkt, og derfor gi et mer troverdig resultat.

Den sensoriske analysen pa kyllingkjattkakene bestod av en enkel smakstest utfart av et utrent
panel pa 10 personer, hvorav 4 personer hadde kjennskap til forsgket. Dette vanskeliggjer

fremstilling av resultatene fra analysen, men noen fellestrekk syntes a vare:

- Alle de fire behandlingene gir kyllingkjgttkaker som er gode pa smak
- Kyllingkjgttkakene tilsatt 4 % vann er mindre saftige basert pa utseende og tekstur

- Det er ikke mulig a skille mellom kyllingkjgttkaker som er tilsatt ScanPro og HPH
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Basert pa hensikten med produktutviklingsforsgket, er disse resultatene lovende. Hvis HPH
har de samme funksjonelle egenskapene som ScanPro i farseprodukter, og gir et produkt med
tilsvarende smak, kan HPH potensielt erstatte ScanPro i industriell sammenheng. ScanPro™
er et kommersielt produkt som produseres fra kylling av matkvalitet[ScanPro™FCP75/SF
(n.d.)]. HPH ble i denne oppgaven produsert fra restrastoff fra verpehgns, et ramateriale som i
utgangspunktet destrueres. A erstatte kommersielle produkter med HPH vil derfor bidra til &

gke utnyttelsen av, og inntjeningen pa, restrastoff fra verpehans.
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4 Konklusjon

Prosesseringsmetodene benyttet i denne oppgaven var opprinnelig utviklet for utnyttelse av
restrastoff fra fisk. Det kan konkluderes med at varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og

ensilering ogsa kan brukes til utnyttelse av restrastoff fra verpehgns.

Varmebehandling av restrastoff M og restrastoff U resulterte i en god oljeseparasjon, pa
henholdsvis 58,4 % og 50,1 % av restrastoffets lipidinnhold. Oljen var av god kvalitet, og
hadde lav oksidativ status, basert pa FFA (0,3-04 %) og TOTOX (1,1-3,9).
Fettsyresammensetningen til den separerte oljen ble pavirket av restrastoffets sammensetning,
men ikke av prosesseringsmetode. Oljen hadde et fremtredende innhold av tre fettsyrer:
palmitinsyre (16:0), oljesyre (C18:1 w9) og linolsyre (C18:2 w6). Det ble dannet lite limvann
ved varmebehandlingen, noe som medfarte et lavt proteinutbytte i denne fraksjonen (1,9-2,9
%). Slammet hadde lav fordgyelighet (42,3 — 58,0 %), sammenlignet med kasein (83,9 %).
Varmebehandling er derfor egnet til & separere lipid fra resten av komponentene i

restrastoffet, men darlig egnet til utnyttelse av restrastoffets proteininnhold.

Enzymatisk hydrolyse av restrastoff M og restrastoff U resulterte i en god oljeseparasjon, pa
51,1-82,3 % av restrastoffets lipidinnhold. Oljen var av god kvalitet, og hadde lav oksidativ
status, basert pa FFA (0,3-1,0 %) og TOTOX (< 1,0). Endogene enzymer var lite aktive i a
lgseliggjere proteinene i restrastoffet, basert pa terrstoffutbytte (1,5 g/ 100 g rastoff) og
proteininnhold (65,4-72,8 %) i frysetarket hgnseproteinhydrolysat (HPH) fra autolytisk
hydrolyse. Tilsetning av Protamex og Papain + Bromelain ga et signifikant hgyere
tarrstoffutbytte (4,9-6,2 g/ 100 g rastoff), et signifikant lavere lipidinnhold (0,3-1,1 %) og et
signifikant hgyere proteininnhold (85,1-94,6 %) i HPH, sammenlignet med autolytisk
hydrolyse. Fargen pa frysetarket HPH ble ogsa synlig hvitere ved tilsetning av disse
kommersielle enzymene. Autolytisk hydrolyse resulterte i HPH hvor de fleste peptidene
hadde en molvekt pd < 500 Da. Hydrolyse med Protamex, Corolase PP og Papain +
Bromelain resulterte derimot i HPH hvor peptidene hadde en molvekt pad < 40000 Da.
Sedimentet hadde lav fordgyelighet (46,3-57,3 %), sammenlignet med kasein (83,9 %).
Tarrstoffutbyttet i sediment fra hydrolyse med kommersielle enzym var lavt (15,8-21,8 g/ 100
g rastoff), sammenlignet med tarrstoffutbyttet i slam fra varmebehandling (25,6-28,3 g/ 100 g
rastoff). Enzymatisk hydrolyse, med kommersielle enzymer, er derfor egnet til utnyttelse av
bade lipid- og proteininnholdet i restrastoffet.
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Tilsetning av Corolase PP ga en darligere oljeseparasjon, et signifikant hgyere innhold av
FFA i separert olje (restrastoff U: 1,0 %), samt en merkere farge, et lavere terrstoffutbytte
(2,6-4,5 g/ 100 g rastoff), et signifikant hgyere lipidinnhold (restrastoff M: 3,71 %) og et
lavere proteininnhold (77,7-88,5 %) i HPH, sammenlignet med tilsetning av Protamex og
Papain + Bromelain. Enzymatisk hydrolyse bgr derfor utfgres med tilsetning av Protamex
eller Papain + Bromelain. Oppskalering av enzymatisk hydrolysen med Papain + Bromelain,
fra 20 g restrastoff til 2 kg restrastoff, ga et signifikant hgyere tarrstoffutbytte i HPH. Dette
kan tyde pa at enzymatisk hydrolyse med Papain + Bromelain ogsa vil vare egnet for

utnyttelse av restrastoff fra verpehgns i industriell sammenheng.

Ensilering av restrastoff M resulterte i en bedre oljeseparasjon enn restrastoff U, pa
henholdsvis 53,1-65,7 % og 14,0-42,5 % av restrastoffets lipidinnhold. Den separerte oljen
var sveert oksidert basert paA TOTOX (13,2-79,3). Maursyre ga en bedre oljeseparasjon (64,6-
65,7 %) og bedre oksidativ status (TOTOX = 13,2-17,9), sammenlignet med eddiksyre
(oljeseparasjon: 53,1-58,0 %, TOTOX = 28,8-65,3), ved ensilering av restrastoff M. Sulfitt
virket antioksiderende ved ensilering basert pa PV. Fordgyeligheten pa ensilasjen var god
(63,2-79,7 %), sammenlignet med restrastoffets fordgyelighet (57,3-66,2 %). Ensilering med
maursyre er derfor egnet til utnyttelse av proteininnholdet i restrastoff som inkluderer innmat.
Sulfitt bar tilsettes for sin antioksidative funksjon.

Varmebehandling og ensilering utsetter restrastoffet for hgye temperaturer og ekstrem pH.
Dette medfarer at prosesseringsproduktene hovedsakelig vil ha bruksomrade som ingredienser
i dyrefor. Enzymatisk hydrolyse utgjer en mer skansom prosesseringsmetode, og
prosesseringsproduktene kan derfor brukes i produkter til humant konsum. Produktutvikling
av kyllingkjattkaker indikerte at HPH potensielt kan brukes som funksjonell ingrediens i

matvarer.
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5 Fremtidig arbeid

Denne oppgaven har vist at prosesseringsmetoder utviklet for utnyttelse av restrastoff fra fisk
(varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og ensilering), ogsa kan brukes til utnyttelse av
restrastoff fra verpehgns. Prosesseringsforsgkene ble hovedsakelig utfgrt som
screeningsforsgk. Det vil derfor vere ngdvendig med videre studier av
prosesseringsparameterne, og hvordan disse pavirker utbyttet og produktenes kvalitet. Videre
studier vil kunne bidra til & gjere prosesseringsmetodene mer produktspesifikke, og dermed

gke utnyttelsen av restrastoffet.

Oljen separert fra restrastoffet, ved varmebehandling og enzymatisk hydrolyse, var av god
kvalitet. Det ber utferes studier pad oljens oksidative stabilitet, fer den kan bli brukt i
produktutvikling. Neste steg vil veere & finne et bruksomrade for oljen, basert pa
produsentenes krav til kvalitet og fettsyresammensetning. Mulige bruksomrader vil inkludere
tilsetning i matoljer, kosmetikk og dyrefor.

Enzymatisk hydrolyse med kommersielle enzymer ga lovende resultater, med tanke pa
produksjon av hgykvalitets henseproteinhydrolysat (HPH). Foruten en visuell bedgmmelse av
farge, ble det ikke foretatt sensoriske analyser av produktet i denne oppgaven. Det vil derfor
veere ngdvendig med sensoriske analyser, utfgrt av et kvalifisert testpanel, for HPH kan
benyttes som funksjonell ingrediens i matvarer til humant konsum. Produktutviklingsforsgket
viste at HPH potensielt kan brukes som vannbinder i farseprodukter. Det eksperimentelle
oppsettet hadde mange svakheter, og det bar derfor utfgres flere studier med fokus pa de
vannbindende egenskapene til HPH.

Ensilasjen kan potensielt brukes som proteinkilde i dyrefér. Fordgyelighet var den eneste
kvalitetsparameteren som ble undersgkt i denne oppgaven, og det bgr derfor utferes flere
analyser av ensilasjens kvalitet og sammensetning. Aminosyresammensetningen i ensilasjen
vil vaere avgjgrende for produktets kvalitet, og ber derfor analyseres. Det bgr ogsa utferes
flere analyser med fokus pa fordayelighet. Fordgyelighetsanalysen utfart i denne oppgaven

hadde flere svakheter, noe som kan ha pavirket resultatene.
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Vedlegg A: Restrastoffets sammensetning

To restrastoff fra verpehgns ble benyttet i denne oppgaven. Det ene restrastoffet bestod av hel
hgne med innmat, hode og fjer (restrastoff M) og det andre bestod av hel hgne uten innmat,
hode og fjeer (restrastoff U). Sammensetningen til de to restrastoffene ble bestemt ved analyse
av tarrstoff-, lipid-, protein- og askeinnhold. Analyseresultater er presentert i tabell 1A.

Tabell 1A: Sammensetning til de to restrastoffene benyttet i denne oppgaven: hel hgne med

innmat, hode og fjeer og hel hgne uten innmat, hode og fjer. Innhold av terrstoff, lipid,
protein og aske er oppgitt i g/ 100 g rastoff (vatvekt).

Restrastoff Torrstoff Lipid Protein Aske
Hel hgne m/ innmat

Parallell 1 43,9 28,2 13,4 4.4
Parallell 2 39,5 24,7 15,1 55
Parallell 3 48,1 27,8 24,6 7,4
Parallell 4 44,6 21,3 2,2
Gjennomsnitt £ SD 440+ 31 269+1,6 18,6 £4,5 49+19
Hel hgne u/ innmat

Parallell 1 41,1 20,1 13,1 6,3
Parallell 2 39,0 19,0 21,1 3,2
Parallell 3 41,9 17,1 23,6 8,0
Parallell 4 37,4 16,1 3,9

Gjennomsnitt + SD 398+1,.8 18,7+1,.2 185+4,1 54+19




Vedlegg B: Massebalanse

Tre prosesseringsmetoder ble brukt til utnyttelse av restrastoff fra verpehgns i denne

oppgaven: varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og ensilering.

Massebalanse av terrstoffet ble beregnet for de ulike fraksjonene generert av hver enkelt
prosesseringsmetode. Tarrstoffets massebalanse er presentert i tabell: varmebehandling av
begge restrastoff (MT, UT) i tabell 1B, enzymatisk hydrolyse av restrastoff M (MH) i tabell
2B, enzymatisk hydrolyse av restrastoff U (UH) i tabell 3B, ensilering av restrastoff M (ME) i
tabell 4B og ensilering av restrastoff U (UE) i tabell 5B.



Tabell 1B: Beregning av massebalanse for varmebehandling av hel hene med innmat, hode
og fjeer (MT) og hel hgne uten innmat (UT). Fraksjoners totalvekt, fraksjoners vekt per 100 g
rastoff (RS) i vatvekt (vw), samt tgrrstoffinnhold (TS, %) og terrstoffutbytte (TS (g)/ 100 g RS
(w)) i fraksjoner, er oppgitt (gjennomsnitt £ SD, n = 10).

MT ut
Olje
Totalvekt (g) 6,1+0,3 3,7+£0,2
9/100 g RS (vv) 15,7+ 0,6 9,405
Tarrstoff (%) 100 100
Utbytte (TS(g)/100g RS (vv)) 15,7+0,6 9,4+0,5
Limvann
Totalvekt (g) 4,7+1,6 6,724
9/100 g RS (wv) 12,1+43 17,1+59
Tarrstoff (%) 47+0,1 42+0,3
Utbytte (TS (g)/100 g RS (wv)) 0,6+0,2 0,8+0,2
Slam
Totalvekt (g) 283+2]1 28,8+1,9
9/100 g RS (vv) 72,2+ 4,6 73,6 £6,0
Tarrstoff (%) 39,3+4,3 350+4,1
Utbytte (TS (g)/100 g RS (wv)) 28,3+3,0 256+25
Massebalanse
Totalt utbytte (TS (g)/100 g RS (wv)) 445+ 31 358+25
Teoretisk utbytte (TS (g)/100 g RS (wv)) 440+3,1 398+1,8
Differanse 0,5 4,1




Tabell 2B: Beregning av massebalanse for enzymatisk hydrolyse av hel hgne med innmat,
hode og fjeer (ME). Forkortelser er brukt for de fem ulike behandlingene: uten hydrolyse (O),
autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP (PP) og 0,1 %
Papain + Bromelain (P+B). Fraksjoners totalvekt, fraksjoners vekt per 100 g rastoff (RS) i
vatvekt (w), samt tgrrstoffinnhold (TS, %) og terrstoffutbytte (TS (g)/ 100 g RS (w)) i
fraksjoner, er oppgitt (gjennomsnitt £ SD, n = 10).

MHO MHgi MHpr MHpp MHp+8
Olje
Totalvekt (g) 34+14 35+19 38+10 31+10 42+11
9/100 g RS (vv) 92+4,1 92+£50 97+25 80+27 111+29
Tarrstoff (%) 100 100 100 100 100
Utbytte (TS (g)/100g | 18,3+8,3 184+10,1 19,4+51 16,0+55 22,1+59
RS (vv))
Hydrolysat
Totalvekt (g) 19,1+27 209+23 231+0,7 21,0+10 224+0,9
9/100 g RS (vv) 516+76 547+£65 599+16 540+21 584+19
Tarrstoff (%) 1,3+0,2 14+01 41+03 2405 4504
Utbytte (TS (g)/100 g 1,3+0,3 15+02 49+04 26%£06 52+05
RS (w))
Sediment
Totalvekt (g) 13,7+33 128+24 11,7+11 119+14 92+10
9/100g RS (wv) 36,780 335+59 303+26 306+33 241+25
Torrstoff (%) 359+68 344+54 313+23 354+38 355+28
Utbytte (TS (g)/100g | 26,5+6,8 233+54 189+23 21,7+38 158+28
RS (vv))
Massebalanse
Totalt utbytte (TS 46,1+10,7 43,1+114 433+56 403+6,7 43265
(9)/100 g RS (wv))
Teoretisk utbytte (TS 440+31 440+31 440431 440+£31 440%31
(9)/100 g RS (vv))
Differanse 2,1 -0,9 -0,8 -3,8 -0,9




Tabell 3B: Beregning av massebalanse for enzymatisk hydrolyse av hel hgne uten innmat
(UH). Forkortelser er brukt for de fem ulike behandlingene: uten hydrolyse (O), autolytisk
hydrolyse (blank, BI), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain +
Bromelain (P+B). Fraksjoners totalvekt, fraksjoners vekt per 100 g rastoff (RS) i vatvekt (vv),
samt terrstoffinnhold (TS, %) og terrstoffutbytte (TS (g)/ 100 g RS (w)) i fraksjoner, er

oppgitt (gjennomsnitt + SD, n = 10).

UHO UHsI UHer UHep UHp+8
Olje
Totalvekt (g) 19+0,5 1,9+0,5 22+0,2 1,9+0,3 25+04
9/100 g RS (vv) 51+12 50+£13 56+05 48+0,7 6,5+1,0
Tarrstoff (%) 100 100 100 100 100
Utbytte (TS (g)/100 g 102+24 101+25 112+10 96+13 13,020
RS (vv))
Hydrolysat
Totalvekt (g) 209+1,7 204%+20 247+05 213+09 21,7109
9/100 g RS (vv) 546+32 538%+45 629+16 551+22 555+18
Tarrstoff (%) 15+£0,1 14+0,1 4905 41+10 50x£04
Utbytte (TS (g)/100 g 16+0,1 1,5+0,2 62+06 45+12 55104
RS (w))
Sediment
Totalvekt (g) 154+14 155+18 124+09 123+16 12,3+0,8
9/100 g RS (w) 40,3+33 411+52 315+17 319+45 315+20
Torrstoff (%) 32,3+33 331+44 282+10 342+46 30,1%42
Utbytte (TS (g)/100 g 26,1+33 272+44 177+10 218+46 192%42
RS (vv))
Massebalanse
Totalt utbytte (TS 378+41 388%50 351+15 360+49 37,7146
(9)/100 g RS (wv))
Teoretisk utbytte (TS 398+18 398+18 398+18 398+18 398+18
(9)/100 g RS (vv))
Differanse -2,0 -1,1 -4,8 -3,9 -2,1




Tabell 4B: Beregning av massebalanse for ensilering av hel hgne med innmat, hode og fjeer
(ME). Forkortelser er brukt for de fire ulike behandlingene: eddiksyre (Ed), eddiksyre + 0,1
% natriumbisulfitt (Ed.S), maursyre (Ma) og maursyre + 0,1 % natriumbisulfitt (Ma.S).
Fraksjoners totalvekt, fraksjoners vekt per 100 g rastoff (RS) i vatvekt (w), samt
tarrstoffinnhold (TS, %) og tarrstoffutbytte (TS (g)/ 100 g RS (w)) i fraksjoner, er oppgitt

(gjennomsnitt + SD, n = 5).

MEEd MEEds MEwma MEwmas
Olje
Totalvekt (g) 55+05 6,2+00 70x£03 6,7£0.3
9/100 g RS (vv) 143+13 156+0,1 17,7+0,7 17,4+0,6
Torrstoff (%) 100 100 100 100
Utbytte (TS (g)/100 g RS (wv)) 143+13 156+0,1 17,7+0,7 174+0,6
Vannlgselig fraksjon
Totalvekt (g) 50+05 51+04 81+£07 6,9+£05
9/100 g RS (wv) 130+16 128+11 20,7+19 180+13
Torrstoff (%) 15,4* 15,5* 19,1* 18,5*
Utbytte (TS (g)/100 g RS (wv)) 20+02 20+0,2 40+£04 33zx0.2
Ensilasje
Totalvekt (g) 28,0+0,7 283+05 21,8+08 214+05
/100 g RS (wv) 728+11 716+11 553+18 557+15
Tarrstoff (%) 33,1+68 281+36 349+25 316+14
Utbytte (TS (g)/100 g RS (wv)) 241+51 20,1+29 192+00 17,60,
Massebalanse
Totalt utbytte (TS (g)/100 g RS (wv)) 40,3+53 37,729 409+08 383%0,6
Teoretisk utbytte (TS (g)/100 g RS (w)) | 44,0+3,1 44,0+3,1 440+3,1 44031
Differanse -3,7 -6,3 -3,2 -5,7

VI



Tabell 5B: Beregning av massebalanse for ensilering av hel hgne uten innmat (UE).
Forkortelser er brukt for de fire ulike behandlingene: eddiksyre (Ed), eddiksyre + 0,1 %
natriumbisulfitt (Ed.S), maursyre (Ma) og maursyre + 0,1 % natriumbisulfitt (Ma.S).
Fraksjoners totalvekt, fraksjoners vekt per 100 g rastoff (RS) i vatvekt (vw), samt
tarrstoffinnhold (TS, %) og tarrstoffutbytte (TS (g)/ 100 g RS (w)) i fraksjoner, er oppgitt

(gjennomsnitt + SD, n = 5).

UEEd UEEds UEMa UEMas
Olje
Totalvekt (g) 32+08 29+15 28+06 10x0,7
g/100 g RS (vv) 80+£20 74+£37 7014 26%17
Tarrstoff (%) 100 100 100 100
Utbytte (TS (g)/100 g RS (wv)) 80+20 74+£37 70x14 26+17
Vannlgselig fraksjon
Totalvekt (g) 30£1,7 22+13 0,0 0,0
g/100 g RS (vv) 76+42 5632 0,0 0,0
Tarrstoff (%) 9,0* 9,2* 0,0 0,0
Utbytte (TS (g)/100 g RS (wv)) 0,704 05%0,3 0,0 0,0
Ensilasje
Totalvekt (g) 335+£21 345+27 369+04 386x11
g/100 g RS (vv) 845+6,0 870+£6,7 930+14 974+17
Tarrstoff (%) 29,7+41 294+26 329+30 295+17
Utbytte (TS (g)/100 g RS (wv)) 250+34 256+00 30,6+00 28,7+0,0
Massebalanse
Totalt utbytte (TS (g)/100 g RS (wv)) 33,7+3,9 335+3,7 376+14 31,3+17
Teoretisk utbytte (TS (g)/100 g RS (vwv)) [ 39,8+18 398+18 398+18 398+1,8
Differanse -6,2 -6,4 -2,2 -8,5

Vil



Vedlegg C: Frie fettsyrer

Innholdet av frie fettsyrer (FFA) i olje, separert fra restrastoff fra verpehgns ved

varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og ensilering, ble analysert som % oleinsyre.

De ulike konsentrasjonene av oleinsyre, brukt til fremstilling av standardkurve, er presentert i
tabell 1C. Standardkurven er presentert i figur C-1.
Tabell 1C: Forhold mellom isooktan og standardlgsning av oleinsyre (0,1 M) brukt til

fremstilling av prever for tillaging av standardkurve. Absorbans (715 nm) ble plottet mot
lgsningens innhold av oleinsyre (0-20 pumol).

n oleinsyre (umol) 0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 15,0 20,0
ml iso-oktan 4,8 4,8 4,8 4,8 4,8 4,8 4,8
uL iso-oktan 200 175 150 125 100 50 0

pL standardlgsning 0 25 50 75 100 150 200

Absorbans (715 nm) 0,0009 0,0402 0,0891 0,127/8 0,1815 0,2730 0,3621

STANDARDKURVE
0.40
0.35 /J'

€030 //

2 0.25

";,’ 0.20 //

3 0.15 ,

g 0.10 /
o el
o 0.0 5.0 10.0 15.0 20.0

Oleinsyre (umol)

Figur C-1: Standardkurve basert pa malt absorbans (715 nm) ved sju ulike konsentrasjoner
av oleinsyre i isooktan (0-20 pmol). Regresjonslinjen, og dens parametere, er inkludert i
figuren.

VIl



Ved bruk av linegr regresjon (Microsoft Excel 2016) ble regresjonslinjens stigningstall (A),
skjeeringspunkt med y-aksen (B) og R2-verdi funnet:

e A=0,018
e B=-0,003
e R?=0,0993

Pravens innhold av frie fettsyrer (%), som oleinsyre, ble bestemt ved bruk av ligning C.

(Abs —B)x282,46
AXmx10000

FFA (%) = Ligning C

Hvor Abs = prgvens malte absorbans, B = skjaeringspunkt med y-asken for standardkurvens
linezere regresjon (blankprgvens absorbans), 282,46 = molekylvekten til oleinsyre i g/mol, A
= stigningstallet til regresjonslinjen, m = prgvens vekt (g) og 10000 = omregningsfaktor

ngdvendig for & angi resultat i prosent.

Innhold av FFA, i oljer fra varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og ensilering av
restrastoff M (MT, MH, ME) og restrastoff U (UT, UH, UE), er presentert i tabell 2C.



Tabell 2C: Innhold av frie fettsyrer (FFA, %) i prever fra varmebehandling, enzymatisk
hydrolyse og ensilering av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MT, MH, ME) og hel hgne
uten innmat (UT, UH, UE). Forkortelser er brukt for de ulike behandlingene ved enzymatisk
hydrolyse: uten hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 %
Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B). Forkortelser er brukt for de ulike
behandlingene ved ensilering: eddiksyre (Ed), eddiksyre + 0,1 % natriumbisulfitt (Ed.S),
maursyre (Ma) og maursyre + 0,1 % natriumbisulfitt (Ma.S) (gjennomsnitt £ SD, n = 4-8).

Prove FFA (%) + SD
MT 0,41 £ 0,03
uT 0,30 + 0,02
MHO 0,36 + 0,03
MHBI 0,41 +£0,04
MHPr 0,40 £ 0,03
MHPP 0,61 +0,04
MHP+B 0,48 + 0,06
UHO 0,29 £ 0,00
UHBI 0,36 £ 0,03
UHPr 0,29 £ 0,04
UHPP 0,97 £ 0,09
UHP+B 0,40 £ 0,03
MEEd 0,40 £ 0,02
MEEd.S 0,51 + 0,02
MEMa 0,49 + 0,02
MEMa.S 0,55+ 0,05
UEEd 0,28 £ 0,04
UEEd.S 0,37 £ 0,03
UEMa 0,37 £ 0,03
UEMa.S 0,38 + 0,02




Vedlegg D: Fettsyresammensetning

Fettsyresammensetningen i oljer, separert fra restrastoff fra verpehgns ved varmebehandling,
enzymatisk hydrolyse og ensilering, ble analysert ved bruk av GC. Analyseresultater er
presentert i tabell: varmebehandling av begge restrastoff (MT, UT) i tabell 1D, enzymatisk
hydrolyse av restrastoff M (MH) i tabell 2D, enzymatisk hydrolyse av restrastoff U (UH) i
tabell 3D, ensilering av restrastoff M (ME) i tabell 4D og ensilering av restrastoff U er
presentert i tabell 5D.

Tabell 1D: Fettsyresammensetning i oljer fra varmebehandling av hel hgne med innmat,

hode og fjeer (MT) og hel hgne uten innmat (UT). Oljens innhold av en gitt fettsyre er oppgitt i
prosent (%) av totalt fettsyreinnhold (gjennomsnitt + SD, n = 2).

Fettsyre MT uT
C14:0 0,62 + 0,00 0,68 + 0,00
C14:1 0,05 + 0,00 0,07 0,00
C15:0 0,11 +0,01 0,18 + 0,00
C16:0 18,50 + 0,05 16,40 + 0,01
C16:1 »9 0,66 + 0,00 0,56 + 0,01
C16:1 07 2,83 0,00 3,07+ 0,01
C17:0 0,13 + 0,00 0,24 + 0,00
c17:1 0,12 + 0,00 0,22 + 0,00
C18:0 3,60 0,10 5,20 + 0,01
C18:1 09/ 11 41,83 £0,12 39,43 + 0,01
C18:1 &7 1,31 + 0,04 1,59 + 0,01
C18:2 6 28,07 + 0,02 29,47 + 0,01
C18:3 6 0,09 + 0,00 0,12 0,00
C18:3 03 1,32 0,00 1,63 + 0,00
C18:4 03 0,05 + 0,04 0,14 + 0,00
C20:0 0,08 + 0,00 0,11 + 0,00
C20:1 09/ o1l 0,07 + 0,00 0,09 + 0,00
C20:1 &7 0,34 + 0,00 0,47 0,00
C20:2 6 0,09 + 0,00 0,13 + 0,00
C20:3 6 0,04 + 0,00 0,06 + 0,00
C20:4 6 0,01 + 0,00 0,02 + 0,00
C20:3 @3 0,00 + 0,00 0,01 0,01

Xl



C20:4 »3 0,01 £0,00 0,01 £ 0,00
C20:5 o3 0,01 £0,00 0,01 £ 0,00
C22:0 0,03 £ 0,00 0,04 £ 0,00
C22:1 o11 0,01 £0,00 0,02 £ 0,00
C22:1 9 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
C22:5 o3 0,00 £ 0,00 0,01 £ 0,00
C24:0 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
C22:6 ®3 0,01 £0,00 0,01 £ 0,00
C24:1 09 0,01 £0,00 0,01 £ 0,00
Sum fettsyrer:

Mettede 23,08 £ 0,15 22,85 £ 0,00
Enumettede 47,22 £ 0,07 45,53 £ 0,00
Flerumettede 29,70 £ 0,07 31,62 £ 0,01
Omega-3 1,44 +0,01 1,80+ 0,01

Xl



Tabell 2D: Fettsyresammensetning i oljer fra enzymatisk hydrolyse av hel hgne med innmat,
hode og fjeer (MH). Forkortelser er brukt for de fem ulike behandlingene: uten hydrolyse (O),
autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP (PP) og 0,1 %
Papain + Bromelain (P+B). Oljenes innhold av en gitt fettsyre er oppgitt i prosent (%) av

totalt fettsyreinnhold (gjennomsnitt £ SD, n = 2).

Fettsyre MHO MHBI MHPr MHPP MHP+B
C14:0 061+000 061+000 062+000 061+001 0,61+0,00
Cl4:1 0,05+0,00 0,05+0,00 005+000 005+0,00 0,05+0,00
C15:0 0,12+0,00 0,13+0,00 0,12+0,00 0,12+0,00 0,12+0,00
C16:0 18,32+0,04 18,37+0,02 18,49+0,01 18,40+0,08 18,41+0,04
C16:1 09 063+001 064+000 062+001 062+000 0,64+0,01
C16:1 o7 290+0,01 2,88+0,00 297+0,01 294+001 293001
C17:0 0,13+0,00 0,13+0,00 0,14+0,00 0,14+0,00 0,14+0,00
Ci7:1 0,12+0,00 0,12+0,00 0,12+0,00 0,12+0,00 0,12+0,00
C18:0 380+001 3,76+003 365+0,14 355+0,15 3,56+0,15
C18:1 ®9/ ®11 4163+0,04 4156+0,06 41,43+0,15 41,49+0,22 41,68+0,27
C18:1 o7 1,30+0,03 135+001 128+001 126+0,01 1,22+0,16
C18:2 06 28,12+0,01 28,21+0,02 2821+0,04 2824+0,11 28,25+0,02
C18:3 06 0,09+000 009+000 009+000 0,10+0,00 0,09+0,00
C18:3 ®3 1,33+0,00 134+000 135+000 135+0,01 1,35+0,00
C18:4 »3 0,07+0,04 004+000 009+000 011+0,01 0,09+0,00
C20:0 0,09+000 009+000 009+000 0,09+000 0,09+0,00
C20:1 ®9/ ®11  0,08+0,00 0,08+000 007+001 008+0,01 0,07+0,00
C20:1 o7 0,34+0,00 0,34+000 034+000 036+001 0,35+0,01
C20:2 06 0,09+001 009+000 010+001 013+0,02 0,10+0,00
C20:3 06 0,04+0,00 004+000 004+001 0,06+001 0,05+0,00
C20:4 06 0,01+000 001+000 001+000 0,01+000 0,01+0,00
C20:3 »3 0,01+0,00 0,00+000 001+000 003+0,01 0,00+0,00
C20:4 ®3 0,01+0,00 0,00+0,00 001+000 0,01+000 0,01+0,00
C20:5 o3 0,02+0,00 001+000 002+000 003+001 0,01+0,00
C22:0 0,04+0,00 003+000 004+000 0,04+000 0,03+0,00
C22:1 o11 0,02+0,00 0,01+0,00 002+000 002+0,00 0,02+0,00
C22:1 ®9 0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
C22:5 o3 0,00+0,00 001+000 000+x000 001+000 0,01+0,01
C24:0 0,00+0,00 000+000 000+000 0,02+001 0,000,00

X1



C22:6 ®3 002+000 001+001 002+000 0,01+0,00 0,00+0,00
C24:1 09 0,01 +0,00 0,01+ 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00

Sum fettsyrer:

Mettede 23,11+0,04 23,12+0,05 23,14+0,16 2297+0,25 22,95+0,11
Enumettede 47,08+0,00 47,04+0,04 4691+0,14 46,95+0,20 47,08+0,09
Flerumettede 29,81+0,04 2984+0,01 2995+0,03 30,08+0,05 29,97+0,02
Omega-3 1,49+0,00 146+002 150+000 154+0,02 1,48+0,00

XV



Tabell 3D: Fettsyresammensetning i oljer fra enzymatisk hydrolyse av hel hgne uten innmat
(UH). Forkortelser er brukt for de fem ulike behandlingene: uten hydrolyse (O), autolytisk
hydrolyse (blank, BI), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain +
Bromelain (P+B). Oljenes innhold av en gitt fettsyre er oppgitt i prosent (%) av totalt
fettsyreinnhold (gjennomsnitt £ SD, n = 2).

Fettsyre UHO UHBI UHPr UHPP UHP+B

C14:0 0,70+0,04 067+000 069+002 068+000 0,68+0,00
Cl4:1 0,08+0,00 0,07+0,00 008+000 008+000 0,08+0,00
C15:0 0,17+0,00 0,16+000 0,18+000 0,17+0,01 0,16+0,00
C16:0 16,30+0,21 16,26 +£0,08 16,66 +0,37 16,41+0,07 16,35+0,11
C16:1 09 062+002 059+001 060+003 059+001 0,59+0,00
C16:1 o7 3,04+0,00 300+0,02 299+001 301+002 293+0,02
C17:0 0,24+000 0,24+000 024+001 0,24+001 0,24+0,00
Ci7:1 023+001 022+000 0,22+0,00 0,22+0,00 0,22+0,00
C18:0 487+0,02 486+0,02 499+006 493+0,00 5,14+0,00
C18:1 ®9/ 11 3925+0,34 3951+0,12 3885+1,06 39,44+0,20 39,26+0,19
C18:1 o7 166+0,02 161+004 156+007 160+002 1,54+0,03
C18:2 06 29,82+0,16 2995+0,06 30,10+0,34 29,85+0,08 29,95+0,08
C18:3 06 0,11+0,00 0,12+0,00 0,12+0,00 0,12+0,00 0,12+0,00
C18:3 ®3 1,77+0,12 164+000 165+001 163+001 165+0,01
C18:4 »3 0,03+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00
C20:0 0,11+001 0,11+000 0,11+x001 0,12+0,00 0,11+0,01
C20:1 9/ ®11  0,12+0,02 0,10+0,01 011+002 0,06+0,08 0,10+0,04
C20:1 o7 047+002 045+000 045+001 045+001 0,45%0,01
C20:2 06 0,15+0,01 0,14+0,03 016+005 016+0,04 0,15+0,04
C20:3 06 0,06 +0,00 006+001 007+001 0,07+001 0,06+0,01
C20:4 06 0,02+0,00 002+000 002+000 0,02+000 0,02+0,00
C20:3 »3 0,01+0,00 0,02+0,02 000+000 0,02+0,03 0,02+0,03
C20:4 ®3 0,01+0,00 0,01+000 001+000 0,01+000 0,01+0,00
C20:5 o3 0,03+0,01 0,02+0,01 0,03+0,02 0,02+0,02 0,02+0,01
C22:0 0,05+0,00 005+001 005+001 0,03+003 0,05+0,01
C22:1 o11 0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+000 002+0,00 0,02+0,00
C22:1 ®9 0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
C22:5 o3 0,01+001 001+000 001+000 0,01+000 0,01+0,00
C24:0 0,02+001 002+000 001+000 0,01+002 0,02+0,00

XV



C22:6 ®3
C24:1 ®9

0,01+000 001+000 001+000 0,01+000 0,01+0,00
0,01+000 0,01+000 000+001 0,01+£000 0,01+0,00

Sum fettsyrer:
Mettede
Enumettede
Flerumettede

Omega-3

22,47 +0,27 22,37+0,07 2293+047 2260+0,11 22,76+0,13
4550+0,24 4559+0,08 44,87+0,91 4546+0,11 4520+0,15
32,03+0,04 32,04+0,01 32,20+0,44 31,94+0,01 32,04+0,02
195+0,11 183+003 183+004 183+004 184+0,05

XVI



Tabell 4D: Fettsyresammensetning i oljer fra ensilering av hel hgne med innmat, hode og
fleer (ME). Forkortelser er brukt for de fire ulike behandlingene: eddiksyre (Ed), eddiksyre +
0,1 % natriumbisulfitt (Ed.S), maursyre (Ma) og maursyre + 0,1 % natriumbisulfitt (Ma.S).
Oljenes innhold av en gitt fettsyre er oppgitt i prosent (%) av totalt fettsyreinnhold
(gjennomsnitt + SD, n = 2).

Fettsyre MEEd MEEd.S MEMa MEMa.S

C14:0 0,63 £ 0,00 0,62 £ 0,00 0,62 £ 0,00 0,62 £ 0,00
Cl4:1 0,05 + 0,00 0,05+ 0,00 0,05 £ 0,00 0,05 £ 0,00
C15:0 0,12 + 0,00 0,11 + 0,00 0,11 £ 0,00 0,11+0,01
C16:0 18,59 £ 0,03 18,42 + 0,01 18,37 £ 0,00 18,32 £ 0,02
C16:1 9 0,68 £ 0,02 0,68 £ 0,01 0,68 £ 0,02 0,68 £ 0,00
C16:1 o7 2,84 £ 0,02 2,82 +0,00 2,87 £0,02 2,85+ 0,00
C17:0 0,14 + 0,00 0,14 + 0,00 0,14 £ 0,00 0,13 £ 0,00
Ci17:1 0,12 £ 0,00 0,12 £ 0,00 0,12 £ 0,00 0,12 £ 0,00
C18:0 3,27 £0,55 3,79 £ 0,06 3,68+0,12 3,76 £ 0,01
C18:1 ©9/ o11 42,27 £ 0,62 41,80 £ 0,03 41,80 £ 0,21 41,74 £ 0,02
C18:1 07 1,23 £0,06 1,29+£0,01 1,26 £ 0,07 1,28 + 0,02
C18:2 w6 27,77 £ 0,03 27,99 £ 0,02 28,11 £ 0,00 28,18 £ 0,02
C18:3 w6 0,08 £ 0,00 0,09 £ 0,00 0,09 £ 0,00 0,09 £ 0,00
C18:3 o3 1,29+£0,01 1,31+£0,00 1,32 £0,00 1,33+0,00
C18:4 o3 0,02 + 0,00 0,02 £ 0,00 0,02 + 0,00 0,02 £ 0,00
C20:0 0,09 £ 0,00 0,08 £ 0,00 0,08 £ 0,00 0,08 £ 0,00
C20:1 9/ ®11 0,09 £0,01 0,07 £ 0,00 0,07 £ 0,00 0,07 £ 0,00
C20:1 o7 0,35+ 0,00 0,34 £ 0,00 0,34 £ 0,00 0,34 £ 0,00
C20:2 m6 0,13+0,01 0,10 +0,01 0,10 £ 0,01 0,10 £0,01
C20:3 w6 0,05+ 0,00 0,04 £ 0,00 0,05+ 0,00 0,04 £ 0,00
C20:4 w6 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00
C20:3 »3 0,04 £0,01 0,00 £ 0,00 0,01+0,01 0,00 £ 0,00
C20:4 »3 0,01 + 0,00 0,00 + 0,00 0,02 £ 0,00 0,00 £ 0,00
C20:5 o3 0,03 £ 0,00 0,02 + 0,00 0,02 +0,01 0,01 £0,00
C22:0 0,04 £ 0,00 0,03 £ 0,00 0,04 £0,01 0,03 £ 0,00
C22:1 o11 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,00
C22:1 9 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
C22:5 o3 0,00 + 0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £0,00
C24:0 0,02 £ 0,00 0,01£0,02 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
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C22:6 03 0,01+ 0,00 0,01+ 0,00 0,01 +0,00 0,01 +0,00
C24:1 09 0,00 + 0,00 0,01 +0,00 0,01+ 0,00 0,01 +0,00
Sum fettsyrer:

Mettede 22,89+ 0,59 23,22+ 0,08 23,04 +0,12 23,05 +0,02
Enumettede 47,65 + 0,56 47,19 + 0,04 47,21+0,14 47,15+ 0,01
Flerumettede 29,46 + 0,03 29,59 + 0,04 29,75+ 0,02 29,80 + 0,01
Omega-3 1,48 £ 0,00 1,43+0,01 1,47 £ 0,01 1,45 + 0,00
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Tabell 5D: Fettsyresammensetning i oljer fra ensilering av hel hgne uten innmat (UE).
Forkortelser er brukt for de fire ulike behandlingene: eddiksyre (Ed), eddiksyre + 0,1 %
natriumbisulfitt (Ed.S), maursyre (Ma) og maursyre + 0,1 % natriumbisulfitt (Ma.S). Oljenes
innhold av en gitt fettsyre er oppgitt i prosent (%) av totalt fettsyreinnhold (gjennomsnitt +

SD, n=2).

Fettsyre UEEd UEEd.S UEMa UEMa.S

C14:0 0,69 + 0,00 0,69+ 0,01 0,69 + 0,00 0,69 + 0,00
Cl4:1 0,08 £ 0,00 0,08 £ 0,00 0,08 +£ 0,00 0,08 £ 0,00
C15:0 0,16 £ 0,00 0,16 £ 0,01 0,16 £ 0,00 0,16 £ 0,00
C16:0 16,37 £ 0,08 16,27 + 0,01 16,37 £ 0,01 16,39 + 0,04
C16:1 09 0,58+ 0,01 0,63+ 0,00 0,60 + 0,00 0,61+0,01
C16:1 o7 3,03 +£0,02 3,11 £0,00 3,05+0,01 3,03+0,01
C17:0 0,25 +£0,00 0,24 £0,00 0,25+ 0,00 0,25+ 0,00
Ci17:1 0,22 + 0,00 0,22 + 0,00 0,22 + 0,00 0,22 + 0,00
C18:0 5,12 £ 0,02 4,97 + 0,00 5,20+ 0,02 5,10 + 0,06
C18:1 09/ o11 39,48 £ 0,19 39,70 £ 0,02 39,49 + 0,07 39,48 + 0,08
C18:1 o7 1,59 + 0,08 1,71+ 0,00 1,56 =+ 0,02 1,62 + 0,07
C18:2 06 29,55+ 0,06 29,41+0,01 29,54 + 0,00 29,54 + 0,03
C18:3 06 0,12+ 0,00 0,12+ 0,00 0,12 + 0,00 0,12 + 0,00
C18:3 3 1,62 + 0,01 1,59 + 0,00 1,62 = 0,00 1,62 £ 0,01
C18:4 o3 0,02 £0,00 0,02 £0,00 0,02 £0,00 0,02 £0,00
C20:0 0,12+ 0,00 0,12+ 0,00 0,11+ 0,00 0,12 + 0,00
C20:1 09/ o11 0,11 £0,02 0,11 +0,00 0,09+0,01 0,10+0,01
C20:1 o7 0,47 £0,00 0,46 £ 0,00 0,46 £ 0,00 0,46 £ 0,00
C20:2 06 0,15+0,03 0,13 +0,00 0,13+0,01 0,14 £0,02
C20:3 06 0,07 +£0,01 0,06 £ 0,00 0,06 £ 0,00 0,06 £0,01
C20:4 06 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00
C20:3 03 0,02+ 0,02 0,02 + 0,00 0,01+0,01 0,01 +0,00
C20:4 3 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 +£0,00 0,01 +£0,00
C20:5 o3 0,03+£0,01 0,03 +£0,00 0,02 £0,00 0,03+£0,01
C22:0 0,05+0,01 0,04 + 0,00 0,04 + 0,00 0,05+0,01
C22:1 o11 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00
C22:1 ®9 0,00 £0,00 0,00 £0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £0,00
C22:5 o3 0,01 £0,00 0,00 £0,01 0,01 +£0,00 0,01 +£0,00
C24:0 0,01 +0,02 0,02+0,01 0,02 + 0,00 0,01+0,01
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C22:6 03 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,01 +0,00 0,02 + 0,00
C24:1 09 0,01+ 0,00 0,01 +0,00 0,01+0,01 0,01 +0,00
Sum fettsyrer:

Mettede 22,77 £ 0,10 22,52 + 0,03 22,84 + 0,02 22,76 = 0,00
Enumettede 45,58 + 0,10 46,05 + 0,03 45,59 + 0,05 45,64 + 0,01
Flerumettede 31,65+0,01 31,42 + 0,00 31,57 0,03 31,61+ 0,00
Omega-3 1,84 +0,02 1,78 £ 0,01 1,80 + 0,01 1,82 £ 0,00
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Vedlegg E: Proteininnhold, lipidinnhold og DH

Sammensetningen til den vannlgselige fraksjonen, fra varmebehandling (limvann) og
enzymatisk hydrolyse (hgnseproteinhydrolysat, HPH) av restrastoff fra verpehgns, ble
analysert. Proteininnhold, proteinutbytte, lipidinnhold og hydrolysegrad (DH) i frysetarket
limvann og frysetgrket HPH er presentert i tabell 1E.

Tabell 1E: Resultat av analyser utfgrt pa frysetarket limvann fra varmebehandling av hel
hgne med innmat, hode og fjer (MT) og hel hene uten innmat (UT), samt frysetarket
hydrolysat fra enzymatisk hydrolyse av begge restrastoff (MH, UH). Forkortelser er brukt for
de fem ulike behandlingene: uten hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 %
Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B).
Proteininnhold (% av terrstoff), proteinutbytte (% av restrastoffets protein), lipidinnhold (%
av terrstoff) og hydrolysegrad (DH, %) (gjennomsnitt = SD, n = 2-3) er oppgitt.
Proteinutbytte ble beregnet basert pa ligning 2.13. * Analyser ble ikke utfgrt grunnet
manglende prgvemateriale.

Prave Protein (%) Proteinutbytte Lipid (%) DH (%0)
(%)

MT 62,91 + 0,61 1,92 * 34,23 +1,96
uT 69,27 £ 0,07 2,88 * 29,10 £1,79
MHO 64,78 £ 1,89 4,54 2,60+0,11 42,20 + 0,03
MHBI 65,41 + 3,74 5,23 1,91+0,01 46,87 £ 0,02
MHPr 85,11 + 3,01 22,48 1,07 £ 0,06 37,52+ 0,54
MHPP 77,72 £6,51 10,86 3,71 +£0,04 39,06 + 0,35
MHP+B 88,95+ 5,78 25,04 0,99 £ 0,01 32,67 £ 0,36
UHO 72,27 1,06 6,19 0,95+ 0,03 35,20 £ 2,25
UHBI 72,79 + 6,98 5,86 0,91 +0,03 30,90 + 1,40
UHPr 94,63 + 1,85 31,65 0,29 £ 0,00 24,29 £ 0,29
UHPP 88,47 + 2,46 21,77 0,55 + 0,07 26,35+ 0,53
UHP+B 93,37 + 2,60 28,02 0,56 £ 0,05 21,11+ 0,45

Proteininnhold (%) som funksjon av lipidinnhold (%) i fryseterket HPH fra enzymatisk
hydrolyse av restrastoff M (MH) er presentert i figur E-1, og restrastoff U (UH) i figur E-2.

Den linezere sammenhengen er illustrert ved en regresjonslinje med R?-verdi i begge figurene.
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Figur E-1: Proteininnhold (% av terrstoff) (gjennomsnitt, n = 3) som funksjon av
lipidinnhold (% av terrstoff) (gjennomsnitt, n = 2) i frysetarket hydrolysat fra enzymatisk
hydrolyse av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MH). Forkortelser er brukt for de fem ulike
behandlingene: uten hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1
% Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B). Regresjonslinje for lineaer
sammenheng, samt trendlinjens R2-verdi, er inkludert i figuren.
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Figur E-2: Proteininnhold (% av terrstoff) (gjennomsnitt, n = 3) som funksjon av
lipidinnhold (% av terrstoff) (gjennomsnitt, n = 2) i frysetarket hydrolysat fra enzymatisk
hydrolyse av hel hgne uten innmat (UH). Forkortelser er brukt for de fem ulike
behandlingene: uten hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1
% Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B). Regresjonslinje for lineaer
sammenheng, samt trendlinjens R?-verdi, er inkludert i figuren.
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Vedlegg F: Innhold og sammensetning av frie aminosyrer

Innhold og sammensetning av frie aminosyrer i hgnseproteinhydrolysat (HPH), fra
enzymatisk hydrolyse av restrastoff M (MH) og restrastoff U (UH), ble analysert ved bruk av
HPLC. Analyseresultater er presentert i tabell: HPH fra MH i tabell 1F og HPH fra UH i
tabell 2F.

Tabell 1F: Innhold og sammensetning av frie aminosyrer (mg/g frysetarket hydrolysat) i
frysetarket hydrolysat fra enzymatisk hydrolyse av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MH)
(gjennomsnitt £ SD, n = 2). Forkortelser er brukt for de fem ulike behandlingene: uten
hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP
(PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B). For prgve markert * er n = 1, det foreligger
derfor ikke standardavvik for disse verdiene.

Aminosyre MHO MHBI MHPr MHPP MHP+B*
ASP 2,94 +0,13 3,79 0,34 4,11 +0,43 4,48 + 0,11 5,43
GLU 8,98+0,45 11,08+ 1,04 9,47 +1,02 9,20 £ 0,22 12,74
ASN 0,19+0,01 0,13+0,01 0,89 +0,09 0,49 £ 0,01 0,82
HIS 1,33 +0,07 2,30 +0,22 2,06 £ 0,24 2,35+ 0,07 2,48
SER 5,89+0,38 8,66 £1,11 4,28 + 0,46 9,69 £ 0,24 5,21
GLN 6,22 + 0,28 6,63 + 0,65 5,94 + 0,65 7,20 £ 0,16 6,19
GLY/ARG 6,84+0,31 9,55+ 0,90 711+£093 11,45+0,29 10,20
THR 2,37 0,16 3,64 +0,37 3,64 £ 0,45 3,67 £0,06 3,96
ALA 4,20+0,13 6,87 £ 0,30 7,30 £ 0,80 7,27 +£0,10 8,51
TYR 1,71+0,08 2,56 +0,14 4,36 + 0,47 6,31+£0,16 4,95
MET 2,06 £0,10 2,71+0,25 5,03+ 0,57 3,83+0,17 4,90
VAL 2,16 £ 0,10 3,36 £ 0,30 6,82 £ 0,74 4,21+0,12 5,51
PHE 1,75+ 0,08 2,70 £ 0,17 6,39+0,71 5,53+0,16 5,47
ILE 1,56 £ 0,07 2,40 £ 0,22 7,17 +0,78 3,52+£0,10 4,72
LEU 2,90+0,13 452+041 14,92+1,63 7,43 0,20 11,38
LYS 3,62 +0,16 5,32+0,55 5,86 + 0,66 9,11+£0,19 7,48
Total 54,72+0,82 76,20£2,16 9534+299 9573 +0,65 99,94
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Tabell 2F: Innhold og sammensetning av frie aminosyrer (mg/g fryseterket hydrolysat) i
frysetarket hydrolysat fra enzymatisk hydrolyse av hel hgne uten innmat (UH) (gjennomsnitt +
SD, n = 2). Forkortelser er brukt for de fem ulike behandlingene: uten hydrolyse (O),
autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1 % Corolase PP (PP) og 0,1 %
Papain + Bromelain (P+B).

Aminosyre UHO UHBI UHPr UHPP UHP+B

ASP 1,30+0,02 1,58 +0,02 3,46 £ 0,10 3,83+0,37 3,46 £ 0,11
GLU 3,86 £0,06 4,64 +0,07 7,85 0,38 8,01 +0,85 7,25+£0,21
ASN 0,16 £0,01 0,00+ 0,00 1,12 + 0,02 1,01 £0,02 0,92 £ 0,05
HIS 0,70£0,04 1,11+£0,22 1,90 + 0,05 2,20 £ 0,26 1,97 +0,11
SER 295+0,01 3,99+0,13 4,28 £ 0,16 4,87 +0,53 4,42 + 0,17
GLN 593+0,08 6,99+0,08 6,50 + 0,24 7,01+ 0,46 6,34 £ 0,01
GLY/ARG 095+£095 2,26+0,29 6,55+0,27 11,09+198 10,29 +£2,37
THR 1,08+0,02 1,36+0,34 3,63+0,15 3,32+0,43 3,10+0,18
ALA 2,71+0,27 4,46+0,04 7,36 £ 0,41 7,36 + 1,05 6,74 £ 0,41
TYR 0,76 +0,01 0,88+0,01 4,11+0,14 6,18 + 1,62 558+1,74
MET 1,19+0,02 1,43+0,01 5,39+0,18 5,04 + 0,06 4,56 + 0,22
VAL 0,81+0,01 1,24+0,01 6,86 + 0,32 5,19+0,31 4,69 + 0,02
PHE 0,64+0,01 0,87+0,01 6,45 £ 0,22 6,07 + 0,96 5,46 + 1,29
ILE 058+0,01 0,88+0,01 7,41 +0,25 4,36 + 0,00 3,95+ 0,26
LEU 1,04+0,02 150+001 1725+060 11,30+0,26 10,17+0,48
LYS 1,17+0,02 1,71+0,01 533+0,08 10,50 +2,12 9,60 +2,51
Total 25,83+£0,99 3489+053 9544+106 97,36+3,85 88,50+4,15
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Vedlegg G: Peptidenes molvektsfordeling

Molvektsfordelingen til peptider i henseproteinhydrolysat (HPH), fra enzymatisk hydrolyse
av restrastoff M (MH) og restrastoff U (UH), ble analysert ved HPLC. Analyseresultater er
presentert i tabell: HPH fra MH i tabell 1G og fra UH i tabell 2G.

Tabell 1G: Molvektsfordeling til peptidene i hanseproteinhydrolysat fra enzymatisk hydrolyse
av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MH). Forkortelser er brukt for de fem ulike
behandlingene: uten hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1
% Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B). Innhold av peptider i de ulike
vektintervallene er oppgitt som % av totalt proteininnhold (gjennomsnitt, n = 2).

Vektintervall MHO MHBI MHPr MHPP MHP+B
(Da)

<200 20,60+0,14 2750+0,99 19,70+0,00 21,70+1,13 16,55%0,21
200-500 4795+1,63 4545+0,0/ 23,20+0,00 30,95+0,35 18,40+0,28
500-1000 185+049 250+014 825+0,21 325+0,07 545%0,21
1000-2000 0,95+0,21 1,00+0,28 11,55+0,07 5,70x0,42 11,75+0,21
2000-4000 1,80+0,28 160+028 12,40+0,14 11,40+0,71 19,25+0,07
4000-6000 200+0,14 220%+0,14 790+0,14 940+042 13,10+0,28
6000-8000 2,10+£014 225+0,07 490+0,14 520%+127 7,75%0,21
8000-10000 365+007 330+x0,00 3,70+0,14 510+141 4,15+0,07
10000-15000 885+0,21 730+0,00 500%+0,14 495+0,35 3,00+0,00
15000-20000 425+0,07 3,00+0,14 1,60+0,00 1,40+0,14 0,40+0,00
>20000 6,00+0,14 3,85+0,07 1,75+ 0,21 1,00+0,28 0,10+ 0,00
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Tabell 2G: Molvektsfordeling til peptidene i hgnseproteinhydrolysat fra enzymatisk hydrolyse
av hel hegne med innmat, hode og fjeer (MH). Forkortelser er brukt for de fem ulike
behandlingene: uten hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex (Pr), 0,1
% Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B). Innhold av peptider i de ulike
vektintervallene er oppgitt som % av totalt proteininnhold (gjennomsnitt, n = 2).

Vektintervall UHO UHBI UHPr UHPP UHP+B
(Da)

<200 16,40 +0,14 17,15+0,64 14,30+0,85 19,35+0,35 11,95+0,35
200-500 61,10+0,42 60,20+0,57 23,75+0,35 2555+0,21 18,75+0,35
500-1000 1,45+0,07 200+0,14 955%+035 630+£0,28 5,85+0,07
1000-2000 1,00+0,00 060+0,28 14,40+0,28 10,80+0,28 12,40+0,42
2000-4000 1,60+£0,00 080+042 16,00+042 1585+0,64 20,80+0,57
4000-6000 1,75£0,07 105+035 9,15+0,21 9,60+0,00 14,25+0,21
6000-8000 160+0,00 125+0,21 455+049 500+£0,00 8,25+0,07
8000-10000 2,0+0,14 215+0,21 285+0,21 3,15+0,07 4,10+0,14
10000-15000 460+0,14 550+000 380+014 335+021 2,60+0,14
15000-20000 280+0,00 340+000 110%+0,14 0,70+0,14 0,25%0,07
>20000 565+0,21 580+0,28 055+0,07 025%+0,07 0,80+1,13
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Vedlegg H: Fordayelighet

Fordgyeligheten (%) pa slam, sediment og ensilasje, fra henholdsvis varmebehandling,
enzymatisk hydrolyse og ensilering av restrastoff fra verpehgns, ble analysert in vitro med
pepsin. Til sammenligning, ble fordayeligheten pa restrastoff M og restrastoff U analysert.
Kasein ble brukt som referanseprotein. Analyseresultater er presentert i tabell 1H.
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Tabell 1H: Fordgyelighet (%) av pepsin pa kasein, hel hgne med innmat, hode og fjer
(restrastoff M) og hel hgne uten innmat (restrastoff U), samt fordeyelighet (%) pa slam,
sediment og ensilasje fra henholdsvis varmebehandling, enzymatisk hydrolyse og ensilering
av hel hgne med innmat, hode og fjeer (MT, MH, ME) og hel hgne uten innmat (UT, UH, UE)
(gjennomsnitt = SD, n = 2). Forkortelser er brukt for de fem ulike behandlingene ved
enzymatisk hydrolyse: uten hydrolyse (O), autolytisk hydrolyse (blank, Bl), 0,1 % Protamex
(Pr), 0,1 % Corolase PP (PP) og 0,1 % Papain + Bromelain (P+B). Forkortelser er brukt for
de fire ulike behandlingene ved ensilering: eddiksyre (Ed), eddiksyre + 0,1 % natriumbisulfitt
(Ed.S), maursyre (Ma) og maursyre + 0,1 % natriumbisulfitt (Ma.S).

Prave Fordgyelighet (%0)
Kasein 83,92+0,14
Restrastoff M 66,16 + 2,00
Restrastoff U 57,27 £ 1,60
MT 42,30 + 3,06
uT 58,02 + 0,98
MHO 54,78 £ 2,16
MHBI 53,19 £ 2,87
MHPr 46,29 + 2,27
MHPP 57,26 £ 2,32
MHP+B 54,27 £ 1,87
UHO 47,17 £ 0,59
UHBI 46,72 +1,01
UHPr 52,99 +1,23
UHPP 55,02 £ 0,53
UHP+B 46,51 + 3,25
MEEd 69,89 = 1,59
MEEd.S 79,70 £ 1,69
MEMa 72,64 £ 0,83
MEMa.S 70,16 £ 1,99
UEEd 72,46 £ 2,57
UEEd.S 74,91 + 4,57
UEMa 63,97 = 3,40
UEMa.S 63,16 + 3,01
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Vedlegg I: Oppskalert hydrolyse

Det ble utfgrt en oppskalert enzymatisk hydrolyse pa restrastoff bestdende av hel hgne uten
innmat, hode og fjeer. Den enzymatiske hydrolysen ble utfgrt med 0,1 % Papain + Bromelain.
Restrastoffet ble kvernet i ulik grad. Den ene delen ble finkvernet (restrastoff H1) og den
andre delen ble grovkvernet (restrastoff H2). Tarrstoffets massebalanse ble beregnet for de

ulike fraksjonene generert av prosesseringen. Massebalanse for restrastoff H1 og restrastoff
H2 er presentert i tabell 11.
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Tabell 11: Beregning av massebalanse for enzymatisk hydrolyse (0,1 % Papain + Bromelain)
av finkvernet (H1) og grovkvernet (H2) hel hene uten innmat. Fraksjoners totalvekt,
fraksjoners vekt per 100 g rastoff (RS) i vatvekt (w), tarrstoffinnhold (TS, %) i fraksjon og

tarrstoffutbytte (TS (g)/ 100 g RS (vv)) er oppgitt (gjennomsnitt + SD, n = 3).

H1 H2
Olje
Totalvekt (g) 160,9 162,1
9/100 g RS (vv) 4,3 4,3
Tarrstoff (%) 100 100
Utbytte (TS(g)/100g RS (vv)) 8,6 8,7
Hydrolysat
Totalvekt (g) 2322,1 2328,5
9/100 g RS (w) 62,3 62,4
Tarrstoff (%) 6,8 0,0 6,4+0,0
Utbytte (TS (g)/100 g RS (wv)) 85+0,1 8,0+0,0
Sediment
Totalvekt (g) 1241,6 1243,1
9/100 g RS (vv) 33,3 33,3
Tarrstoff (%) 32,0+£0,8 357+19
Utbytte (TS (g)/100 g RS (wv)) 21,3+£0,5 23,1+13
Massebalanse
Totalt utbytte (TS (g)/100 g RS (w)) 385+0,5 39,8+1,3
Teoretisk utbytte (TS (g)/100 g RS (wv)) 355+0,7 39,3+1,3
Differanse 29+09 05+18
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