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Sammendrag

Der er i projekt "Klimarigtigt fedevareprotein fra mikoalger dyrket pé sidestremme fra greesproteinfrem-
stilling. Next Generation Food — EXTEND” lavet test med dyrkning af mikroalger med reduceret kloro-
fylindhold i fermenteringsanlaeg som en mulig ny baeredygtig proteiningrediens til fadevarer.

Pulp (fiberrest) og brunsaft fra greesproteinfremstilling er analyseret og testet som grundlag for sub-
strat til mikroalgedyrkningen.

Pulpen blev hydrolyseret med enzymbehandling; og dyrkningstestene viste efterfelgende en vaekst-
haemning af mikroalgerne.

Derimod gav et dyrkningssubstrat bestdende af 70 % syntetisk substrat og 30 % brunsaft en forbedret
vaekst i forhold til rent syntetisk substrat. Ved ogsa at optimere denne blanding med ekstra glukose,
nitrat og fosfat opnaedes en seerlig hgj produktion af mikroalgebiomasse.

En udvalgt algestamme groede iseer godt pa den optimerede blanding og udmaerkede sig med et hgijt
proteinindhold pa 70 %.

Der synes derfor at veere et potentiale i at anvende brunsaft som input til dyrkning af mikroalger ved
hjeelp af en industriel fermenteringsproces pa basis af sidestremsprodukter.

Ved at opkoncentrere brunsaften f.eks. ved inddampning kan der opnas en hgj koncentration af glu-
kose og andre nezeringsstoffer og samtidig spares lagrings- og transportudgifter til brunsaften. En var-
mebehandling kan ogsa forlaenge holdbarbeden af brunsaften. Dette kan veere med til at forbedre pro-
duktionsgkonomien i processen.

Det bgr ogsa afklares, om produktionen kraever en Novel Food godkendelse, og om den kan godken-
des til gkologisk produktion, eller det er mere fordelagtigt med en ikke-gkologisk produktion med hgj
baeredygtighedsprofil.

Introduktion

Landbruget er i gang med en udvikling, hvor produktionen skal tilpasses, sa klima- og miljgbelastnin-
gen mindskes, og der fortsat er gode erhvervsmuligheder i erhvervet.

Der er bl.a. stigende fokus pa en sterre produktion af plantebaserede fgdevarer. Her er der nye inte-
ressante muligheder i at producere mikroalger og andre mikroorganismer i fermenteringsanlag, idet
der pa den made kan produceres veerdifulde fadevareingredienser bl.a. med et hgjt proteinindhold og
hgj erneeringsveerdi med meget mindre miljg- og klimabelastning end husdyrprodukter, der hidtil har
udgjort de vigtigste proteinkilder.

| projektet "Klimarigtigt fadevareprotein fra mikoalger dyrket pa sidestremme fra graesproteinfremstil-
ling. Next Generation Food — EXTEND” er der arbejdet med at dyrke mikroalger af typen Chlorella vul-
garis, der er fgdevaregodkendt. Der er specifikt arbejdet med stammevarianter, der har et reduceret
klorofylindhold og derfor har en gullig farve og en mild smag. Det betyder ogsa, at algerne skal dyrkes
i sukkerholdige substrater uden lys for at imgdekomme cellernes kulstof- og energibehov.

For at optimere baeredygtigheden i en sadan fermenteringsbaseret dyrkning er der arbejdet med at
fremstille substratet med input fra sidestramme fra graesproteinproduktion, der i forvejen er en beere-
dygtig produktion af protein til foder.

Desuden vil man gerne kunne arbejde med gkologiske substrater, for at kunne markedsfare mikroal-
gerne som gkologiske.

Ved fremstilling af greesprotein kommer der store maengder graespulp (fiber) og brunsaft som side-
stramme. Hvis disse sidestramme kan omdannes til dyrkningssubstrat for dyrkning af mikroalger og
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andre mikroorganismer, kunne det gge bade den gkonomiske veerdi og baeredygtigheden af greespro-
teinveerdikaeden.

| projektet er der arbejdet med graespulp og brunsaft fra bioraffineringsanlaegget pa Ausumgaard ved
Struer, hvor der produceres gkologisk graesprotein.

| dette notat er redegjort for de erfaringer, der er gjort, og de anbefalinger der kan uddrages til brug for
en kommende produktion af mikroalger med reduceret klorofylindhold pa sidestremme fra graesprote-
infremstilling.

Materialer og metoder

Procesplanen var som udgangspunkt, at frisk eller ensileret graesfiber (pulp) fra graesproteinfremstillin-
gen pa Ausumgaard skulle hydrolyseres med enzymbehandling, hvorefter der skulle tilseettes brunsaft
til hydrolysatet for at opna et dyrkningssubstrat for mikroalgerne, der var kemisk afstemt.

Der blev udtaget en raekke prgver af graespulpen og brunsaften pa Ausumgaard.

Analyser af graespulp
Farste serie — saesonpraver.

Graespulp blev udtaget fra sommer til efterar for at afklare om saesonvariationer har betydning for
graespulpens egnethed som grundlag for substratfremstilling.

Tabel 1: Udtagningstidspunkt for pulppraver til undersggelse for seesonvariation

: Prgve nr.
1. serie: Saesonprever greespulp :
. (if. tabel
Udtagningsdato
5)

14. juli 2022 14
17. august 2022 15
14. september 2022 16

5. oktober 2022 17

Praverne blev frosset ned og sendt til analyse pa Teknologisk Institut.

Anden serie — behandling af graespulpen

| denne prgveserie blev det undersggt, om det gav gavnlige eller negative effekter pa graespulpens
kvalitet i forhold til substratfremstilling, hvis greespulpen var frisk (frossen), ensileret, behandlet med
syre, og om staerk neddeling af graesset for graesproteinfremstillingen.

| tabel 2 er angivet de praver, der blev udtaget og sendt til analyse pa Teknologisk Institut.
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Tabel 2: Oversigt over grees- og pulpprever med forskellige behandlinger

Prave nr.
2. serie: Forskellige behandlinger af graes og pulp (if. tabel

5)

Ausumgaard — uden staerk neddeling af greesset.

Frisk graes — far bioraffinering (frosset ned) 5
Frisk graes — fagr bioraffinering (ensileret) 10
Frisk pulp (ensileret) 7
Myresyrebehandlet pulp — svag myresyrebehandI. 11
Myresyrebehandlet pulp — middel myresyrebehandl. 8
Myresyrebehandlet pulp — staerk myresyrebehand|. 9

Foulum — med staerk neddeling af graesset
Frisk graes (frosset ned) 1
Frisk graespulp (frosset ned) 2
Frisk graespulp (1. presning) (frosset ned) 3
Frisk graespulp (1. presning) — svag myresyrebehandling 6
Frisk graespulp (2. presning) (frosset ned) 4
Graespulp (2. presning) - svag myresyrebehandling 12
Graespulp (2. presning) - middel myresyrebehandling 13

Hydrolysetest med svag syre

Teknologisk Institut testede fagrst preverne ved behandling med syre for at bestemme sukkerindholdet,
der danner potentialet for dannelse af monomere sukre efter enzymatisk hydrolyse. De monomere
sukre, som f.eks. glukose, er det, mikroalgerne kan optage, og derfor er en hydrolyse af graespulpen
ngdvendig. Resultatet af disse analyser ses i tabel 5.

Enzymatisk hydrolyse

Teknologisk Institut udvalgte dernaest pulppraver med et hgjt potentiale for glukosedannelse og be-
handlede disse pr@ver med enzymatisk hydrolyse. Forskellige betingelser for den enzymatiske hydro-
lyse, sdsom pH-veerdier, temperaturer, enzymdoser, biomasse-tgrstofkoncentrationer samt forbehand-
ling (ekstra trin), blev afpr@vet i laboratorieskala.

Til brug for afprgvning som substrat til mikroalgedyrkning pa DTU blev udvalgt en lovende biomasse-
prave, og den blev forberedt til enzymbehandling i to biomassekoncentrationer med henholdsvis 2 %
og 15 % terstof. Hydrolysatet blev leveret til DTU til produktion af dyrkningssubstrat og afprevning
som substrat til mikroalgedyrkning.

Indhold af sukre og organiske syrer i de to hydrolysater fremgar af tabel 6.

Pa DTU blev der gennemfart pragvedyrkninger med forskellige mikroalgestammer i substrater med for-
skellige maengder hydrolysat.

Substrater til prgvedyrkning af mikroalgestammer.

Syntetisk substrat (kontrol)

P4
o/ _ *
Hydrolysat fra 2 %-prgve Hyd1
o/ _ *
Hydrolysat fra 15 %-prove Hyd2
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Hyd2 fortyndet 2x med vand Hyd22

Hyd2 fortyndet 5x med vand Hyd25

*Betegnelse henviser til praver med 2% eller 15 % taerstof forud for hydrolyse.

Et typisk resultat af prgvedyrkning pa pulp fremgar af figur 1.

Analyser af brunsaft

Brunsaft er betegnelsen pa den restvaeske, der opstar ved graesproteinfremstilling, nar man har centri-
fugeret graesproteinet fra den opvarmede graessaft.

Tilsvarende til pulppreverne blev der udtaget prgver af brunsaft fra bioraffinaderiet pa Ausumgaard
hen over graessaesonen 2022.

Tabel 3: Udtagningsdatoer for seesonprgver af brunsaft

1. serie: Saesonprever - Brunsaft

Udtagningsdato

14. juli 2022

17. august 2022

14. september 2022
5. oktober 2022

| 2024 blev der igen udtaget brunsaftprgver. Denne gang pa to datoer i juni maned og med udtagning
morgen, middag og aften for at se, om tidspunktet pa dagen pavirker meengden af sukker i brunsaften.

Tabel 4: Udtagningstidspunkter for brunsaftprover til analyse for dagsvariation.

. o Provebeteg-
2. serie: Dagsvariation - Brunsaft .
' nelse (jf. tabel
Udtagningsdato og klokkeslet
8 0g 9)
6. juni 2024 kl. 9 6-9
6. juni 2024 kl. 14 6-14
6. juni 2024 k. 21 6-21
26. juni 2024 kl. 9 26-9
26. juni 2024 kl. 14 26-14
26. juni 2024 k. 21 26-21

Brunsaftpraverne blev sendt til Teknologisk Institut til analyse for sukre og organiske syrer.

Resultaterne fra disse tests fremgar af tabel 8 og 9.
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Derefter blev delpraver sendt videre til DTU til prgvedyrkning af mikroalger.

Her blev brunsaften afprgvet i forskellige kombinationer med syntetisk medie og ekstra tilseetning af
glukose.

Dyrkningsresultater med brunsaft fremgar af figur 2 - 5.

Resultater og diskussion

Pulptests

Teknologisk Instituts analyser af pulppreverne fra behandlingstestene pa Ausumgaard og Foulum
fremgar af tabel 5.

Tabel 5: Sukker- og syreindhold i hydrolysat fra 1. og 2. provetagningsserie. Procent af tarstof.

Arabinosel
Sk vl Gal Mannose |Fructose |Lactic acid|Acetic acid |Propionic ach
D ipti [z DM) (= DM)_|(>< DM} (= DM) = DM) == DM) = DM) =z DM)
17.0% 4,1% 1,3% 7.5% 0, 7% 4,5% 0,5% 1,4%
0.4% o1 o, 0,0% 8 0,0% 22% 0,0% 0,0%
Sample 1 - Frisk Graes, Foulum 12/10, Til Frost * * * * * * * *
. " 20,6% 4,1% 1,9% 8. 7% 0,9% 5,1% 0, 7% 0,7%
;:';plez Stk e spul b rosL Bouliu s 2 F10) 215% = 0.4% = 0.0% = 0.5% r = 0.0% = 3.0% =0.1% £0.0%
B
sample 3 - Graespulp, Frost, 1. Pres, Foulum 12/10, 23.3% 5.0% | 1,8% 9.1% | 0.7% | 6.9% 0.7% 0,9%
Fre +12% s01% =0,0% +0,4% = 0.5% +2,3% *0,1% +0.5%
Sample 4 - Frisk graespulp frost, 2 x pres (DEFLAKER) S2:2% 3,9% | 3,0% | 10.9% | o.a% | 0.3% | o0.9% 0,5%
5053 *27% * 02% * 0% +0,6% +0,0% + 0,1% *02% =2 01%
Sample 5 - AUSUMGARD FRISK SNITTET GRES TIL 30.6% 4% | 1sex | 99% | 04% | 02% | 05% 0.6%
e .32% e - 3,0% *35% . 0.% 2 0,0% *05% s02%
e " 29,0% 7,8% 2,4% 7.7% 0,1% 2,3% 0,7% 2,0%
Sample & - Frisk greespulp Foulum 1. Pres 12/10 S11 s sogx [ s 0% . 00% [ so0x [ soex r #0,1% . 01x
2
- EXTI 55,2% 19.2% 17,3% 7.2% 0.3% 3.6% 1,9% 0,4%
25;"0'_‘"" = END AUSUMGARD GRESPULP 525¢ 1% +0.1% = 0.9% +0.4% [ so0% I so00% +0.3% £0.0%
. 61,5% 19,1% 15,1% 4,9% 0,1% 6,7% 1,0% 0,3%
sample 8 - EXTEND GRESPULP + MYRESYRE 510g 3x +8.3% * 0,8% +1.6% +0.6% r +0,0% +0.3% +0,1% =2 01%
pump
Sample 9 - EXTEND AUSUMGARD 51.1% 9.8% | 14,2% 5.7% | 0.2% | 4.8% 0,7% 0.5%
GRAESPULP+MYRESYRE 500¢ 18 pump.a 1.18 & =02% =06% =08% =0.5% =0.0% =10% =0.1% 201%
20.6% 10,0% 7,4% 5,9% 0,1% 8,3% 0,6% 0,5%
5 le 10 - EXTEND FRISK GRS S10G 6/10 +0,4% so02x [ * 07X i = 0,1% r +0,0% i +0.3% r +0,1% £0,0%
ample -
46,6% 11,1% 6,8% 7.8% 0,3% 3,3% 0,1% 0.,6%
Sample 11 - EXTEND GRESPULP + MYRESYRE 6.2 g 2T st2x [ = 14% [ = 11% r =0,0% r = 0.5% r = 0,0% 2 01%
Sample 12 - EXTEND FOULUM GRASPULP MYRESYRE ~ 15.8% g |l sEec R R T S -22= S O3 il
D e o e T A% e #1,8% . 14% #0,0% 20,9% *0,0% 2 02%
~ 23.7% 5,1% 5,0% 5.2% 0,0% 42% 1,0% 0.5%
:’;;‘::(é:) FEL AL S AP T = 0.4% 21.6% 2% 2.6% [ so0x a0 20.0% = 0.0%
25,8% 11,4% 8,5% 6.5% 0,1% 2,0% 0,5% 0,2%
s e 14 ND 14/7/22 PULP = 50% ® 6, 3% *1.3% +0,6% r = 0,0% +0.48% = 0,0% =0,0%
ample - EXTEI
27.7% B,2% 7.3% 7.6% 0,1% 6,5% 2,6% 0,2%
s e 15 ND 17 /8/22 PULP +5.4% +5.4% +1.2% 21.3% r +0,0% r +0.0% +0,2% £0.0%
ample - EXTE!
24,8% 4,1% 20,1% 8,9% 0,1% 5.6% 1.1% 0.2%
5 le 16 - EXTEND 14/9/22 PULP £0.4% s19x [ +56% i = 1.7% r +0,0% r =0.2% r =0,1% £0,0%
ample -
22,0% 2,3% 5,2% B8.0% 0,1% 5.6% 2,5% 1.3%
B le 17 - EXTEND 5/10/22 PULP *0,8% * 0,0% = 36% *0,3% *0,0% r + 0% r +0,0% 20,1%
ample -

Glukoseindholdet i disse prever efter hydrolyse med svag syre ligger pa mellem 17 og 61 % DM.
Blandt de testede praver af graes og pulp blev en glukosegenvindingsgrad pa op til 52% (uden nogen
hard forbehandlingsproces) opnaet, svarende til en endelig glukosekoncentration i hydrolysatet pa
19,3 g/L. Forskellige betingelser for den enzymatiske hydrolyse, sasom pH-vaerdier, temperaturer, en-
zymdoser, biomasse-tgrstofkoncentrationer samt forbehandling (ekstra trin), blev afprevet i laboratori-
eskala.

Indholdet i de to praver, der havde gennemfart enzymatisk hydrolyse, fremgar af tabel 6
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Tabel 6: Indhold af sukre, organiske syrer og protein i hydrolysat fra graespulp efter enzymatisk hydrolyse af prg-
ver med 2 % og 15 % biomasse-tgrstof.
Mannose /| Fructose (g/L) | Total glucose | Total xylose | Lactic  acid | Acetic  acid | Ash (%, w/w) | Kjeldahl protein (g/L)

Arabinose incl. soluble | incl. soluble | (g/L)

@@L glucans (g/L) | xylans (g/L)

LY 128 032 0.00 013 0.05 133 0.44 307 1.23 0.1 20
DM)
1776 1.33 0.28 0.89 0.92 17.68 1.69 8.95 5.68 0.76 14.0
DM)

Det er iseer glukoseindholdet, der er vigtigt for dyrkning af mikroalgerne.

Glukosekoncentrationen i det syntetiske dyrkningsmedium (P4), der fungerede som kontrol ved alge-
dyrkningen, har en glukosekoncentration pa 18 g glukose pr. liter. Hydrolysatet fra 15%-preven havde
en glukosekoncentration pa niveau med det syntetiske medium og skulle derfor veere attraktivt som
dyrkningsmedium.

Derimod var glukosekoncentrationen i hydrolysatet fra 2%-prgven markant lavere. Der blev produceret
forholdsmaessigt mindre glukose ved 2 % terstof end ved 15 % terstof, hvilket indikerer, at den enzy-
matiske hydrolyse er mindre effektiv ved lave tarstofkoncentrationer. Dette kan skyldes begreenset til-
geengelighed af substrat for enzymerne, iseer da disse graesrester ikke har vaeret udsat for en hard for-
behandlingsproces, som ofte undgas for at forhindre dannelse af haemmende forbindelser, der kan op-
sta ved behandlinger med for eksempel hgje temperaturer og tryk.

Algedyrkning med pulphydrolysat

Pa DTU blev de ferste hydrolysater testet i dyrkningsforseg med forskellige mikroalgestammer.

Ved sammenligning med syntetisk medium med 18 gram glukose pr. liter blev det tydeligt, at dyrkning
pa rent pulphydrolysat, uanset om de var opnaet ved hydrolyse af graesrester/graespulp med 15 % ter-

stof (15 % DM) eller med 2% tarstof eller fortyndet med vand, stort set ikke gav nogen tilveekst af
mikroalger. Figur 1 viser resultat af dyrkning med mikroalgestammen C4.

c4
35
3
£ 25
c
B2 ——ry
™~
8 15 —&— Hydrolysate 1
| e ——— Hydrolysate 2
Hydrolysate 22
0.5
1]
1 2 3 4 B 7 8
Time (day)

Figur 1: Dyrkningstest med pulphydrolysat af mikroalgestammen C4. P4= syntetisk medium, Hyd. 1= hydrolysat
fra biomasse med 2 % TS, Hyd. 2 = Hydr. fra biomasse med 15 % TS og Hyd. 22 = 2 gange fortyndet Hyd. 2..

Tilsvarende resultater blev fundet med de gvrige mikroalgestammer, som er blevet anvendt i forsg-
gene.

Det tyder pa, at der i hydrolysatet er stoffer, der heemmer algevaeksten.
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Brunsaft-tests

Brunsaftprgverne fra 2022 blev ligesom pulphydrolysaterne analyseret pa Teknologisk Institut for
sukre og organiske syrer (tabel 7).

Tabel 5: Analyse af brunsaftpraver fra 2022 for indhold af totalt indhold af sukre og organiske syrer. Praver fra juli
til oktober.

EXTEND - prever fra Vestjyllands Andel / AUSUMGAARD

ISucrose (g/L)  |Glucose (g/L)  [Fructose (g/L) Mannitol (g/L) Lactic acid (g/L) WAcetic acid (g/L) Ethanol (g/L)
EXTEND 14/7/22 BRUNSAFT 3,35 2,66 0,15 0,08 0,04
EXTEND 17/8/22 BRUNSAFT 13.34 9,60 0,77 0,36 0,05
EXTEND 14/9/22 BRUNSAFT 2,29 19,94 14,82 0,74 0,46 0,05
EXTEND 5/10/22 BRUNSAFT 1,54 18,30 12,67 0,65 0,30 0,01

Der er en markant hgjere glukoseindhold i prgverne fra august til oktober 2022, end i prgven fra juli.
Den forskel er der ikke fundet en forklaring pa.

Pa DTU blev brunsaften fra 2022 afprevet som substrat for dyrkning af mikroalgerne, hvor man fandt
en god algevaekst.

Det blev derefter besluttet at arbejde videre med brunsaften og optimere veekstsubstratet baseret pa
brunsaft. Optimeringsarbejdet blev udfert pa brunsaftprever, der blev udtaget i 2024. | prgverne fra
2024 viste det sig imidlertid, at indholdet af frie sukkerarter, dvs. monomerer som mikroalgerne direkte
kan udnytte, er lavt (2.318 g/L). Derfor foretog Teknologisk Institut en yderligere undersg@gelse, hvor
indholdet af frie sukkerarter blev sammenlignet med det totale sukkerindhold (tabel 8 og tabel 9).

Tabel 6: Analyse af brunsaftprover fra 2024 for frie sukre og organiske syrer. Gennemsnit af dubletter. Prgverne
er fra 6. og 26. juni udtaget kl. 9, 14 og 21.

ample |Glucose [Xylose [Galactos [Arabinos [Fructose [Mannitol |Glycerol [Ethanol [Propanoi [Lactic ic  [Formic
ID e |ew (/L) |e/Mannofg/l)  Kg/L) cacid [acid (g/L) |acid (g/L) |Acid (g/L)
se (g/L) (g/L)

|6—9 fresh |2.78 1.04 - - 2.43 - 0.05 0.21 0.44 0.56 2.56 3.32
2.69 0.90 - - 2.28 - 0.11 0.18 1.07 0.29 4.23 6.26
3.88 1.29 - - 3.49 - 0.14 0.24 1.23 1.51 3.80 11.35
3.68 1.34 - - 3.33 0.30 0.13 017 1.09 0.63 4.68 12.98
3.57 1.49 - - 3.19 0.40 0.16 017 1.26 3.25 5.52 15.93
3.91 1.55 - - 3.53 0.61 0.18 0.19 1.86 1.31 5.72 16.57

Tabel 9: Analyse af brunsaftpraver fra 2024 for totalt indhold af sukre og organiske syrer. Gennemsnit af dublet-
ter. Gennemsnit af dubletter. Pragverne er fra 6. og 26. juni udtaget kl. 9, 14 og 21.

Sample ID|Glucose [Xylose Galactose (Arabi- Fructose
(g/L) (g/L) (g/L) nose/Man- |(g/L)
nose (g/L)
6-9 4.12 1.38 - - 1.86
6-14 4.33 1.28 - - 2.10
6-21 6.02 2.57 0.76 0.30 2.50
26-9 5.63 1.80 0.64 - 3.23
26-14 7.57 1.73 0.25 - 3.12
26-21 9.87 1.64 0.98 - 2.71
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Resultaterne viste, at frie sukkerarter udgar op til ca. 50 % af det samlede sukkerindhold i brunsaft. De
peger ogsa pa en mulig tendens til, at sukkerindholdet er hgjere i den del, der er hgstet om aftenen
(kl. 21), sammenlignet med tidligere pa dagen. Desuden indikerer resultaterne, at sukkerindholdet er
hgjere sidst i juni end i begyndelsen af juni.

Mikroalgedyrkning med brunsaft

Pa DTU blev der gennemfart flere serier med dyrkning af mikroalger i substrater med forskellige kom-
binationer af pulphydrolysat, brunsaft og syntetisk medium.

| figur 2 ses resultatet af et af forsggene, hvor to mikroalgestammer C4 og C6 blev dyrket i henholds-
vis syntetisk medie (lysebla linje), fiberhydrolysat (orange linje) og brunsaft tilsat stigende maengder
glukose (gra, gul, red og grgn linje). Det ses, at to af blandingerne med brunsaft (Brown juice 9 og 10)
(red og gren linje) gav en starre vaekst end syntetisk medie (lysebla), og at pulphydrolysat gav en la-
vere vaekst.

Cc4 ce

—=&— Synthetic media 18g/l Glucose
—&— Hydrolysate 15% DM (18g/| Glucose)
Brown juice 7 (3 g/l Glucose)

Brown juice 8 (13 g/l Glucose)

06 J \;// - —e— Brown juice 9 (20 g/l Glucose)
—e— Brown juice 10 (18 g/l Glucose)

3
Time (day)

oD 750
0D 750

3
Time (day)

Figur 2: Dyrkningstest med mikroalgestammerne C4 og C6 i syntetisk medium, fiberhydrolysat og
brunsaft (fra 2022) tilsat stigende maengder glukose.

| en anden test med brunsaft fra 2024 blev afprgvet blandinger af syntetisk medium med stigende
maengder brunsaft fra 10 % til 100 % brunsaft (figur 3)
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2 = =
8 | a) C6 diluted with P4 6 | b) C4 diluted with P4
—o— Control —&—Control
o Bl 10% + BJ10%
£ -
s —o—BJ 20% S —o—BJ 20%
~ +BI30% ™ +BJ30%
[=] o
o —=-BJ4a0% © —=-BJ 40%
—a—BJ 50% —a—BJ 50%
1 ‘ . . . —4—BJ 100% oL ‘ . ‘ . ‘ . —4BJ 100%
0 1) 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 2
Time (Day) Time (Day)
22 . . 22 - -
, lc) C6 diluted with P4 , |d) C4 diluted with P4 o — 3
18 & Control AT —&—Control
o 16} - BI10% 3 + BJ10%
o 14 -
= 0 — —o-BI20% & —o—BJ 20%
_——a —
g 1 e T +BI30%
E 0.8 % -
3 e —=-BJ40% & —=—BJ 40%
> 04 s —BISO% & —a—BI 50%
a == = L
o ——=- ; . . ‘ —4—BJ 100% b . , . ' . . ~4—BJ 100%
o 1 2 3 4 5 6 7 ] 1 2 2 4 5 6 7
Time (Day) Time (Day)

Figur 3: Dyrkningsforseg med mikroalgestammerne C4 og C6 i medier med stigende maengder brunsaft fra 2024
(BJ) opblandet i syntetisk medium. @verste figurer er optiske malinger. Nederste figurer er tervaegt af produce-

rede alger.

Det ses, at substratet med 30 % brunsaft (grgn linje) skiller sig ud med en markant hgjere vaekst end
de andre blandinger og rent syntetisk medium (Control) savel som ren brunsaft.

Med den erfaring blev der arbejdet videre pa DTU med at optimere blandingen med 30 % brunsaft ved
at tilsaette yderligere glukose, fosfor og kveelstof. Her fandt man et dyrkningsoptimum, hvis substratet

med 70 % syntetisk medium og 30 % brunsaft blev suppleret med 8 g glukose per liter, 5,5 g nitrat per
liter og 0,15 g fosfor per liter. Denne blanding gav en markant hgjere veekst end i kontroldyrkning i rent

syntetisk medium (figur 4).
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2.000
1.800
1.600
1.400
—8— C4-Optimized
1.200
R —&— C4-Control
& 1000
o) =—@— CB-Optimized
0.800
C&-Control
0.600
—8— Wild-Optimized
0.400
—8— Wild-Control
0.200
0.000
i} 1 2 3 4 5 [
Time (day)
4.000
3.500
3.000 -
3 2.500 _
2 2.000 c4
5 6
2 1500 ¢
mWild
1.000 1 '
0.500
0.000
Control (Synthetic media) Optimized condition
Condition

Figur 4: Dyrkning i optimeret medium sammenlignet med dyrkning i rent syntetisk medium. To mikroalgestammer
C4 og C6 samt en vildstamme.

Af de forskellige mikroalgestammer s& C4 og C6 ud til at give den bedste vaekst i blandinger med
brunsaft. Desuden havde de en hgj robusthed, og vendte ikke tilbage til gran farve. C4-stammen ud-
meerker sig desuden ogsa med et meget hgijt proteinindhold (figur 5).

100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

mC4
Cé

Protein (%)

| Wild

Optimized condition

Figur 5: Proteinindhold i mikroalgestammerne C4 og C6 samt en vildstamme af Chlorella vulgaris under optime-
rede forhold.
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Samlet vurdering

Det fremgar af dyrkningsforsegene med pulphydrolysat, at det ikke umiddelbart egner sig som sub-
strat til dyrkning af mikroalger pa grund af vaeksthaemning og lavt pH.

Handtering af greespulp, transport og efterfglgende hydrolysering med enzymer méa ogsa forventes at
veere dyrt og arbejdskraevende.

| forhold til gkologisk certificering af produktionen vil enzymbehandling ogsa stede ind i forbuddet i
gkologisk produktion mod at bruge GMO i produktionen, idet enzymerne ma forventes at vaere frem-
stillet ved hjeelp af GMO.

Derimod ser det ud til, at brunsaft har gode egenskaber i forhold til at bruge det i dyrkningssubstrater
for mikroalger.

Som udgangspunkt har brunsaft et lavt indhold af fri glukose; men hvis man opkoncentrer det ved mi-
krofiltrering og / eller inddampning, bar det veere muligt at na op pa et tilstreekkeligt glukoseindhold.

Ved at opkoncentrere brunsaften til en "sirup” vil det ogsé @ge holdbarheden, og omkostninger til
transport til fermenteringsanleegget vil blive betydeligt reduceret, hvilket skal sammenholdes med den
udgift, der bliver il filtrering / inddampning.

Ved at satse pa brunsaft som dyrkningsmedium undgar man ogsa problemstillingen med GMO-enzy-
mer, da brunsaften ikke kraever hydrolysering.

Men dyrkningsforsggene viste, at der er behov for optimering af den kemiske sammensaetning af dyrk-
ningsmediet for at opna en hgj biomasse- og proteinproduktion.

Der skal derfor foretages yderligere screeningsfors@gg med ren brunsaft og tilsatte naeringsstoffer for at
finde den optimale sammensaetning. Herudover skal der foretages dyrkningsforsgg pa sterre skala
samt yderligere teknogkonomiske analyser af processen med henblik pa at optimere processen og
endeligt kunne vurdere rentabiliteten af denne i forhold til en proces baseret udelukkende pa syntetisk
medie.

| forhold til gkologisk certificering skal der findes kilder til de supplerende neeringsstoffer, der er i over-
ensstemmelse med de gkologiske regler.

| Vejledningen for gkologisk jordbrugsproduktion er natriumnitrat godkendt til brug i "algeproduktion pa
land i lukkede systemer”. Det passer saledes fint til den produktionsmodel, der er arbejdet med her.

Anbefaling:

Der bgr arbejdes videre med at udvikle et dyrkningsmedium baseret pa opkoncentreret brunsaft fra
graesproteinfremstilling, hvor savel glukosekoncentrationen som gvrige nseringsstoffer er afstemt efter
den valgte mikroalgestamme. Der skal arbejde yderligere med at stabilisere brunsaften bade med
henblik pa at opna et mere ensartet naeringsindhold og en laengere holdbarhed.

Der skal udvikles en forretningsmodel med den rette opkoncentreringsteknologi, der kan etableres i
tilknytning til greesproteinanleeggene, hvor der kan spares lagrings- og transportomkostninger, og hvor
der er en attraktiv gkonomi for savel graesproteinanlasgget som fermenteringsanlaegget til dyrkning af
mikroalger. Udnyttelse af restvarmen i brunsaften lige efter udvinding af graesproteinet kan taenkes ind
i en sadan forretningsplan.

Desuden skal der foretages yderligere opskaleringsforsag med henblik pa at fastlaegge og optimere
de relevante procesparametre og procesgkonomien pa starre skala.

Det skal afklares, om der kan sammenszettes et dyrkningsmedium, der kan godkendes til gkologisk
produktion, eller det forretningsmaessigt er mere relevant at producere mikroalgerne som ikke-
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gkologiske, men stadig med en steerk baeredygtighedsprofil ved at veere baseret pa en sidestram fra
gkologisk graesproteinfremstilling.

Mikroalgestamme C4 ser ud til at veere mest attraktiv pa grund af dens gode veekst pa brunsaft og
dens hgje proteinindhold pa omkring 70 % af tgrstof.

Et videre arbejde med hydrolysater fra greespulp vil neeppe veere interessant, baseret pa resultaterne i
dette projekt, medmindre der kommer bedre forarbejdningsteknologier f.eks. fra setanolfremstilling pa
halm.

Ud over disse tekniske afklaringer skal det ogsa afklares, om mikroalger produceret pa den made skal
godkendes efter Novel Food forordningen fgr de kan anvendes som fgdevareingrediens, eller produk-
tionsmetoden falder ind under en eksisterende godkendelse for mikroalger af arten Chlorella vulgaris.

Konklusion

Hydrolyseringsfors@gg med enzymer viste mulighed for tilstreekkeligt indhold af glukose i forsgg med
greaespulp; men dyrkningsfors@gg med hydrolysatet gav ligefrem veeksthaemning i forhold til mikroalge-
dyrkning i standard dyrkningssubstrat.

Til gengeeld giver en blanding af 70 % standardsubstrat og 30 % brunsaft en bedre vaekst af mikroal-
gerne end rent standardsubstrat, og denne blanding kan yderligere optimeres ved at tilsaette glukose,
nitrat og fosfat.

Der bgr derfor satses pa at anvende brunsaft, mens der skal findes en bedre forbehandlingsmetode til
greespulp, for den bliver relevant at bruge i forhold til dyrkning af mikroalger i fermenteringsanleeg.

Brunsaften bar opkoncentreres umiddelbart efter, at den er dannet pa graesproteinanlaegget, sa den
bliver mere holdbar og billigere at transportere.

Mikroalgestamme C4 ser ud til at vaere den mest optimale mikroalgestamme at arbejde videre med.

Yderligere forsag og tests bgr foretages med henblik pa at stabilisere brunsaften som dyrkningsmedie
for at opna et mere ensartet nzeringsindhold og en leengere holdbarhed. Desuden bgr der foretages
yderligere opskaleringsforsag for at fastlaegge og optimere de relevante procesparametre pa starre
skala.

Det skal afklares, om det optimerede dyrkningssubstrat baseret pa brunsaft kan godkendes til gkolo-
gisk produktion, eller det forretningsmaessigt er mere relevant at producere konventionelt, men med
en steerk beeredygtighedsprofil.

Desuden skal det afklares, om anvendelse af algeproduktet som fgdevareingrediens kraever en Novel
Food godkendelse.
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