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Samenvatting

Vanuit het ZEEVIVO project werd in werkpakket B, Bioraffinage, onderzoek gedaan naar het
opwaarderen van eiwit uit zeewier. De hoofdvraag was: Hoe is uit zeewier een commercieel interessant
eiwitconcentraat te extraheren met een eiwitgehalte van tenminste 60%?

Om deze vraag te beantwoorden zijn optimalisatieproeven uitgevoerd in het laboratorium. Daarnaast zijn
er extractieproeven op pilotschaal gedaan, gevolgd door het concentreren en zuiveren van de eiwitten in
deze extracten met behulp van membraanfiltratie.

In het laboratorium is gekeken naar het effect van de bewaarmethode, de pH en de temperatuur
op de eiwitextractie-efficiéntie uit zeewier. Het verhogen van de temperatuur naar 50°C en de pH naar
rond de 11 leidde tot een efficiénter proces dan zonder verhoogde pH en termperatuur. Daarbij kon tot
bijna 60% van het eiwit uit het zeewier geéxtraheerd worden. Het is ook duidelijk geworden dat de manier
van bewaren een groot effect heeft op de eiwitextractie en dat dit effect per zeewiersoort verschilt. Om dit
te testen is er gekeken naar het effect van invriezen, vriesdrogen en luchtdrogen (bij 40°C en 70°C) op de
eiwitextractie van twee bruinwieren Saccharina latissima en Ascophylum nodosum, één roodwier,
Chondrus cripsus en één groenwier, Ulva lactuca. De eiwitextractie van de verwerkte zeewieren is
vergeleken met die van vers zeewier. Tenslotte is ook gekeken naar de samenstelling van de
overgebleven pellet na extractie. Vers zeewier leidde bij alle vier soorten tot een redelijke eiwitextractie-
efficiéntie, waarbij tussen de 35% en 55% van het eiwit in oplossing kwam. Bij sommige soorten leidde
drogen of vriesdrogen tot een nog hogere eiwitextractie-efficiéntie. Gevriesdroogd A. nodosum had de
hoogste eiwitextractie-efficiéntie van 59.6% van het eiwit in oplossing en een iets verhoogde
eiwitconcentratie vergeleken met de biomassa voor extractie. De eiwitconcentratie in dit supernatant was
nog wel laag met 10 g eiwit /100g droge stof/dry weight (DW). Voor U. lactuca is juist de overgebleven
pellet na extractie een interessante eiwitbron. Meer dan 80% van het eiwit blijft in deze pellet terwijl de
eiwitconcentratie van 9 g eiwit /100g DW is verhoogd naar 16 g eiwit /100g DW. Voor zowel de industrie
als onderzoekers is het dus erg belangrijk welke combinatie van zeewiersoort en bewaarmethode
gebruikt wordt, aangezien dit een groot effect kan hebben op de efficiéntie en concentratie van eiwitten in
zowel de oplossing als in de overgebleven pellet.

Naast de optimalisatieproeven in het laboratorium zijn er op pilotschaal extracties uitgevoerd,
gevolgd door eiwitzuivering en concentratie met behulp van membraanfiltratie. Met dit proces is
gedroogde U. lactuca met 9,3 g eiwit /100g DW opgewaardeerd naar een geconcentreerde oplossing met
een eiwitconcentratie van 31,2 g eiwit /100g DW. Dit was een toename in eiwitconcentratie van meer dan
300%, maar nog niet de 60 g eiwit /100g DW wat nodig was als eiwitcomponent in visvoer. Het totale
eiwit rendement was laag, er was 200 kilo droog zeewier nodig voor 1,6 kilo eiwit in een eiwitconcentraat.

Zowel het supernatant als de pellet na de extractie van zeewier hebben potentie als nieuwe
eiwitbron afhankelijk van soort en voorbehandeling methode. Een commercieel eiwitconcentraat uit
zeewier met 60% of meer eiwit was lastig, maar een verrijkte pellet met meer dan 30% eiwit lijkt goed
mogelijk, mits er voldoende kwalitatief hoog zeewier beschikbaar is.
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1. Introductie

Om de eiwitcomponent in visvoer, zoals vismeel of soja, te vervangen is een grondstof met minimaal 60%
eiwit nodig. De eiwitconcentratie in zeewier ligt meestal tussen de 10% en 20% op basis van droge
stof/dry weight (DW). Dit is te laag om als eiwitbron verwerkt te worden in visvoer en veel andere
toepassingen. De eiwitconcentratie van de zeewier biomassa moet daarom verhoogd worden. Het
verwerken en concentreren van de biomassa tot verschillende grondstoffen wordt bioraffinage genoemd,
waarbij de focus binnen het ZEEVIVO project op de eiwitcomponent ligt. Met alleen de vaste biomassa is
het opwaarderen van de eiwitconcentratie lastig, er is daarom in eerste instantie gekozen om op zoek te
gaan naar een optimale en opschaalbare eiwitextractie waarbij de eiwitten in oplossing gebracht worden.

De hoofdvraag van het werkpakket B, bioraffinage, van ZEEVIVO was:
Hoe is uit zeewier een commercieel interessant eiwitconcentraat te extraheren met een eiwitgehalte van
tenminste 60%?

Om deze vraag te beantwoorden is er eerst op kleine schaal gekeken naar het optimaliseren van de eiwit
extractie uit zeewier. Zo is er onderzoek gedaan naar het effect van soort en voorbehandelingsmethode
van zeewier op de eiwitextractie-efficiéntie. Parallel hieraan zijn extractieproeven op pilotschaal
uitgevoerd in combinatie met het zuiveren van de extracten met behulp van membraanfiltratie.

Fig. 1: Verschillende zeewiersoorten die gebruikt zijn tijdens dit onderzoek, van links naar rechts: U. lactuca, S.
latissima, A. nodosum en C. crispus.

Om de extractie te optimaliseren is binnen ZEEVIVO gevarieerd met pH, temperatuur, soorten
zeewier en voorbehandeling van het zeewier. Deze proeven zijn kleinschalig uitgevoerd in het
laboratorium van Van Hall Larenstein (VHL) in Leeuwarden. Uit de literatuur blijkt dat een toename van
de pH de oplosbaarheid van eiwitten verhoogt (Fleurence et al. 1995; Harnedy and FitzGerald 2013;
Kadam et al. 2016; Angell et al. 2017; Vilg and Undeland 2017) en daarmee ook de eiwitextractie-
efficiéntie (het percentage eiwit dat uit de zeewier biomassa in oplossing komt). Het verhogen van de
temperatuur verhoogt in sommige gevallen ook de eiwitextractie-efficiéntie (Harnedy and FitzGerald
2013) maar bij anderen juist weer niet (Vilg and Undeland 2017). De meeste proeven binnen dit project
zijn gedaan met Ulva lactuca en Saccharina latissma maar daarnaast is ook geéxperimenteerd met de
soorten Ascophylum nodosum en Chondrus cripsus (zie Figuur 1). Uit verschillende proeven is gebleken
dat de voorbehandeling van het zeewier een grote invloed kan hebben op de extractie, terwijl dit nog niet
goed beschreven is in de literatuur. Er is daarom ook een vergelijking gemaakt tussen de extractie van
vers, bevroren, gevriesdroogd en lucht gedroogd (bij 40°C en 70°C) zeewier om te kijken wat het effect
van voorbehandeling is op de eiwitextractie met vier verschillende zeewier soorten.

Op pilotschaal is gekeken naar de schaalvergroting om zo voldoende eiwit te kunnen produceren
voor werkpakket C, Visproductie. Deze extractieproeven zijn uitgevoerd in Sint Maartensvlotbrug door het
bedrijf Danvos B.V. die zich specialiseert in het verwerken en opwaarderen van biomassa. Tijdens het
ZEEVIVO project zijn enkele honderden kilo’s zeewier op grote schaal geéxtraheerd en is er gekeken
naar het verder concentreren van de opgeloste eiwitten met behulp van membraanfiltratie. Bij



membraanfiltratie kunnen opgeloste stoffen in een vloeistof gescheiden worden op grootte van de
opgeloste stoffen. Het doel was hierbij om de opgeloste stoffen zoals suikers, vezels en mineralen zo
veel mogelijk te scheiden van de opgeloste eiwitten. In theorie ontstaat zo een concentraat met
verhoogde eiwitgehalte en een hoger DW gehalte. Wanneer dit concentraat gedroogd wordt en verwerkt
tot een poeder dan kan dit als eiwitcomponent verwerkt worden in visvoer om zo vismeel en soja te
vervangen.

Veelgebruikte termen met uitleg:

Supernatant - De vloeibare fractie die overblijft na extractie en centrifugeren.

Pellet - De niet opgeloste biomassa die overblijft na extractie en
centrifugeren.

Eiwitextractie-efficiéntie - Het percentage eiwit in het supernatant na extractie als

percentage van het eiwit dat aanwezig was in de zeewier
biomassa voor extractie.

Droge stof/Dry weight (DW) - Wat overblijft van een sample nadat al het water eruit
verdampt is.

Eiwitconcentratie - Het aantal gram eiwit in 100 gram DW van een sample.



2. Eiwitextractie optimalisatie

2.1 Extractie variatie

Uit werkpakket A, Zeewierteelt, is duidelijk geworden dat het mogelijk is om de groei van zowel U. lactuca
als S. latissima te bevorderen met nitraat, én dat de eiwitconcentratie van het zeewier op een positieve
manier te beinvioeden is. De vervolgstap is om dit zeewier zo te raffineren dat er een component ontstaat
met een verhoogde eiwitconcentratie die kan concurreren met vismeel of soja. Binnen ZEEIVO is
gekozen voor een eiwitextractie, eventueel gevolgd door een concentratie stap, om tot een product met
tenminste 60% eiwit te komen. Voor de extractie zijn er twee mogelijkheden: of er wordt zo veel mogelijk
zeeiwier-eiwit opgelost en eventueel later geconcentreerd, of er worden zoveel mogelijk andere stoffen
opgelost, waardoor de meeste eiwitten in de onopgeloste biomassa, de pellet, overblijven. Bij de laatste
mogelijkheid is het van belang dat de overgebleven pellet een verhoogde eiwitconcentratie heeft, verdere
concentratie van vast biomassa is namelijk erg lastig.

In de literatuur is veel variatie in de gevonden eiwitextractie-efficiéntie te vinden. Afhankelijk van
de soort en extractie methoden (Fleurence et al. 1995; Wong and Cheung 2001a, b; Angell et al. 2017;
Vilg and Undeland 2017; Kazir et al. 2019) liggen waardes tussen de 7% en 59% van het eiwit dat
geéxtraheerd wordt uit de zeewier biomassa. De meeste papers baseren hun methode op die van
Fleurence et al. (1995) waarbij gevriesdroogd en vermalen zeewier eerst een nacht wordt opgelost in
water bij 4°C. Vervolgens wordt doormiddel van een centrifuge het opgeloste gedeelte, het supernatant,
bewaard en wordt de overgebleven pellet opnieuw opgelost in water, deze keer met een verhoogde pH
bij kamertemperatuur. Omdat bij opschaling een extra extractiestap erg kostbaar is, is er voor gekozen
om binnen ZEEVIVO direct voor een extractie met verhoogde pH zonder eerst een neutrale extractie stap
te gaan, ook al kan dat de eiwitextractie-efficiéntie met ongeveer 25% verminderen (Vilg en Undeland
2017). In Figuur 2 is een schematische weergave van de extractie die gebruikt is tijdens het ZEEVIVO
project te zien.
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Fig. 2: Schematische weergave van de extractie gebruikt tijdens het ZEEVIVO project. Zeewier (in dit geval U.
lactuca ter illustratie) wordt opgelost, dit noemen we het extract. Dit extract wordt gecentrifugeerd wat leidt tot een
pellet van niet opgeloste biomassa en een supernatant met de opgeloste stoffen.

2.2 Optimalisatie pH en temperatuur

Het verhogen van de pH is een makkelijke en goedkope manier om de oplosbaarheid van eiwit te
vergroten en daarmee dus ook het deel eiwit dat uit zeewier kan worden geéxtraheerd te verhogen. Van
temperatuur is het beeld minder duidelijk, maar als een verhoging een positieve invioed heeft op de
eiwitextractie-efficiéntie, dan is dit op grote schaal ook makkelijk toepasbaar.

Het effect van pH en temperatuur zijn getest op de wieren U. lactuca en S. latissima. De U. lactuca was
gekweekt in bassins op Texel bij het onderzoeksinstituut NIOZ en de S. latissima was afkomstig uit een
proefopstelling van de Noordzeeboerderij in de Noordzee, voor Scheveningen. Dit zeewier is eerst



ingevroren bij -20°C, vervolgens gevriesdroogd en vermalen (<0.3 mm) tot een homogeen poeder.

Eerst is er bij kamertemperatuur gekeken naar het effect van een verhoogde pH op de
eiwitextractie-efficiéntie. Hiervoor is in triplo (n=3) 3 g zeewier opgelost in 60 ml water (biomassa DW tot
water ratio van 1:20) met verschillende NaOH concentraties en uiteindelijk verschillende pH’s. De
oplossing is 1 uur geéxtraheerd op een schudtafel bij 140 rotaties per minuut (RPM). Na de extractie zijn
het supernatant en de pellet gescheiden door het extract 15 minuten te centrifugeren bij 4500 rpm. Van
het zeewier voor extractie en de pellet en het supernatant na extractie, zijn het DW gehalte en eiwit
gehalte bepaald om zo de eiwitextractie-efficiéntie te bepalen.

Het DW gehalte van de zeewier voor extractie, pellet en supernatant zijn bepaald door een nat
sample in duplo (n=2) tenminste 16 uur in een droogstoof van 105°C te zetten om zo het droge sample te
verkrijgen. Het DW gehalte is berekend door het gewicht van het droge sample te delen door het gewicht
van het natte sample maal 100%.

Het eiwit percentage is bepaald door het stikstof gehalte in een droog sample in duplo (n=2) te
bepalen met de Kjeldahl stikstof methode (Kjeldahl 1883). Er is aangenomen dat eiwit uit zeewier voor
20% uit stikstof bestaat en door de verkregen stikstof waarden maal 5 te doen wordt het eiwit percentage
verkregen (Angell et al. 2016).
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Fig. 3: Het effect van pH op de eiwitextractie-efficiéntie van gevriesdroogde U. lactuca en S. latissima. De extractie
duurde 1 uur op een schudtafel bij 140 RPM bij kamertemperatuur met een droge biomassa tot water ratio van 1:20.
Elk punt is een weergave van het gemiddelde + SD waarbij n=3.

Uit de resultaten van de pH proef in Figuur 3 is te zien dat voor S. latissima een hogere pH een positieve
invioed heeft op de eiwitextractie-efficiéntie. Voor U. lactuca is er een omgekeerd beeld te zien waarbij de
eiwitextractie-efficiéntie afneemt naarmate de pH toeneemt. Hierdoor is de eiwitextractie-efficiéntie van U.
lactuca bij een hogere pH veel lager dan bij S. latissima. Eerdere extractieproeven met verse en bevroren
U. lactuca biomassa lieten bij pH 12 een vergelijkbaar resultaat zien als de S. latissima in deze proef. Er
is daarom aangenomen dat voorbehandeling bij U. lactuca een groot effect heeft op de eiwitextractie-
efficiéntie, dit hebben we later getest en bleek te kloppen (zie deel “2.3 Effect van voorbehandeling en
soort zeewier”).

Uit de pH proef is aangenomen dat een optimale pH rond de 12 ligt, dit wordt bereikt met een 0.1
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M NaOH oplossing tijdens de extractie. Om de optimale temperatuur te bepalen is daarom gebruik
gemaakt van een 0.1 M NaOH oplossing tijdens de extractie bij 20°C, 30°C, 40°C en 50°C. Net als bij de
pH proeven duurde de extractie 1 uur op een schudtafel bij 140 RPM. Van het zeewier voor extractie en
het supernatant na extractie, zijn het DW gehalte en eiwit percentage bepaald om zo de eiwitextractie-
efficiéntie te bepalen.
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Fig. 4: Het effect van temperatuur op de eiwitextractie-efficiéntie van gevriesdroogde U. lactuca en S. latissima. De
extractie duurde 1 uur op een schudtafel bij 140 RPM met een droge biomassa tot 0.1 M NaOH oplossing ratio van
1:20. Elke kolom is een weergave van het gemiddelde + SD waarbij n=3.

Uit de resultaten van de temperatuur proef in Figuur 4 is te zien dat een toename in temperatuur leidt tot
een hogere eiwitextractie-efficiéntie voor zowel U. lactuca als S. latissima. Voor S. latissima ligt het
optimum op 40°C en is er geen verdere toename bij 50°C, voor U. lactuca neemt de eiwitextractie-
efficiéntie nog toe tot 50°C. Omdat er geen afname is voor de extractie efficiénte van S. latissima hebben
we aangenomen dat 50°C een efficiéntie temperatuur is voor een eiwit extractie op zeewier biomassa.

Voor de proeven met voorbehandeling en soort is aangenomen dat een extractie in een oplossing
van 0.1 M NaOH bij 50°C een optimale eiwitextractie-efficiéntie is om zoveel mogelijk eiwit in het
supernatant opgelost te krijgen.

2.3 Effect van voorbehandeling en soort zeewier

Zoals te zien is bij de pH en temperaturen proeven met U. lactuca en S. latissima, kan het gebruikte
zeewiersoort veel invloed hebben op het hoeveelheid eiwit dat wordt geéxtraheerd. Met U. lactuca zijn op
kleinere schaal vergelijkbare proeven uitgevoerd met vers en bevroren biomassa met een aanzienlijk
hogere eiwitextractie-efficiéntie als resultaat vergeleken met het gevriesdroogde zeewier uit de hiervoor
beschreven proeven. Om te testen wat het effect van soort en voorbehandeling is, zijn 4 soorten zeewier
op 4 verschillende manieren geconserveerd. Voor dit experiment is gekozen voor U. lactuca, gekweekt
op Texel bij het NIOZ zeewiercentrum, S. latissima, geoogst uit het wild in juni 2018 uit Oban, Schotland,
A. nodosum, geoogst uit het wild in maart 2018 bij Breezanddijk en C. cripsus, geoogst uit het wild in mei



2018 uit de Oosterschelde. Vers verzameld zeewier is binnen 24 uur gewassen met kraanwater om zand
en ander vuil te verwijderen. Het gewassen wier is vervolgens met een gehaktmolen vermalen tot een
homogene pulp (zie Figuur 5 voor een voorbeeld). Deze pulp is vervolgens op vier verschillende
manieren geconserveerd, namelijk bevroren, gevriesdroogd en gedroogd in de lucht bij 40°C en 70°C.
Daarnaast is er binnen 24 uur na het oogsten een extractie uitgevoerd op vers vermalen en
gehomogeniseerd zeewier. Op het verse wier is zowel de geoptimaliseerde als de controle extractie
uitgevoerd. Bij de geoptimaliseerde extractie wordt de pulp opgelost in een 0.1 M NaOH oplossing met
een droge biomassa tot water verhouding van 1:30 (C. crispus bleef bij 1:20 te viskeus om goed te
scheiden, waardoor gekozen is voor 1:30) en vervolgens 5 minuten gemixt met een T25 Ultra-Turrax®
Disperser bij 24000 RPM, deze oplossing is vervolgens één uur geschud op een schudtafel bij 140 RPM
bij 50°C. Na één uur is het extract gecentrifugeerd. Om te controleren of het verhogen van de pH en
temperatuur inderdaad de eiwitextractie-efficiéntie verhoogt, is alleen op de verse biomassa nog een
controle extractie uitgevoerd. Deze controle extractie is hetzelfde als de geoptimaliseerde extractie
maar dan zonder het verhogen van de pH en temperatuur, deze extractie is uitgevoerd met
gedemineraliseerd water bij kamertemperatuur. Alle proeven zijn uitgevoerd in triplo.

Van het zeewier voor extractie en de pellet en het supernatant na extractie, zijn het DW gehalte
en eiwit percentage bepaald zoals beschreven bij de pH en temperatuur proeven hierboven. Met deze
waardes zijn de eiwitextractie-efficiéntie van het supernatant, het geéxtraheerde eiwit percentage in de
pellet en de eiwitconcentratie van zowel het supernatant als de pellet bepaald.

W 5
(1) Vers zeewier (2) Gehomogeniseerd en verpulpt (3) Eventueel voorbehandeld

S

Fig. 5: Voorbeeld van (1) verse U. lactuca (2) verpulpt met een gehaktmolen en vervolgens in dit geval (3)
gevriesdroogd als voorbehandeling voor de eiwit extractie.

Alle proeven zijn uitgevoerd in triplo. IBM SPSS Statistics software is gebruikt om meerdere one-way analysis of
variance (ANOVAS) uit te voeren om te testen of voorbehandeling en eiwitconcentratie per soort verschillend zijn voor
de supernatanten en pellets. Als er een significant verschil werd gevonden is een Tukey’s post-hoc test gebruikt om
significantie verschillen (p<0,05) tussen behandelingen te vinden.



Voorbehandel

Fresh control

Fresh

Frozen

Freeze dried

ingen en extractiemethoden:

- Verse biomassa binnen 24 uur na oogsten geéxtraheerd met de controle

extractie methode.

- Verse biomassa binnen 24 uur na oogsten geéxtraheerd met de
geoptimaliseerde extractie methode.

- Bevroren biomassa bij -20°C geéxtraheerd met de geoptimaliseerde
extractie methode. De bevroren biomassa is eerst weer volledig ontdooid

voordat de extractie begon.

- Bevroren biomassa is 72 uur gevriesdroogd in een Martin Christ Alpha 2-4
LD plus vriesdroger en vervolgens geéxtraheerd met de geoptimaliseerde

extractie methode.

Air dried 40°C - Verse biomassa is 72 uur gedroogd bij 40°C en vervolgens geéxtraheerd
met de geoptimaliseerde extractie methode.
Air dried 70°C - Verse biomassa is 48 uur gedroogd bij 70°C en vervolgens geéxtraheerd

met de geoptimaliseerde extractie methode.

Gekeken naar het verschil tussen Fresh control en Fresh, leidde het verhogen van de pH en temperatuur
bij alle 4 geteste soorten tot een hogere eiwitextractie-efficiéntie (zie Figuur 6).
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Fig. 6: Het totale percentage eiwit in zowel het supernatant (lichtgrijze balken) als de pellet (donkergrijze balken)
verkregen uit de gehomogeniseerde pulp na extractie met 6 voorbehandeling/extractie methoden combinaties op de
soorten (a) C. crispus, (b) A. nodosum, (c) S. latissima en (d) U. lactuca. Elke kolom is een weergave van het
gemiddelde + SD waarbij n=3. Kolommen met dezelfde letters per soort (pellet of supernatant) zijn niet significant

verschillend van elkaar, getest met een one-way ANOVA (p<0.05).
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Fig. 7: De eiwitconcentratie in zowel het supernatant (lichtgrijze balken) als de pellet (donkergrijze balken)
vergeleken met de gehomogeniseerde pulp (stippellijn) na extractie met 6 voorbehandeling/extractie methoden
combinaties op de soorten (a) C. crispus, (b) A. nodosum, (c) S. latissima en (d) U. lactuca. Fresh C. crispus had
onvoldoende supernatant en kon niet worden gedetermineerd (ND). Elke kolom is een weergave van het gemiddelde
+ SD waarbij n=3. Een kolom met een * heeft een significant andere eiwit concentratie dan de gehomogeniseerde
pulp, getest met een one-way ANOVA (p<0.05).

Voorbehandeling had bij alle 4 geteste soorten invioed op de eiwitextractie-efficiéntie. De
voorbehandeling die leidde tot de hoogste eiwitextractie-efficiéntie was Air dried 40°C bij C. cripsus,
Freeze dried bij A. nodosum en Fresh bij S. latissma en U. lactuca. Over het algemeen gaf verse
biomassa bij alle soorten een hoge eiwitextractie-efficiéntie. Daarnaast had een hoge droog temperatuur
(Air dried 70°C vergeleken met Air dried 40°C) een negatief effect op de eiwitextractie-efficiéntie. Zoals
ook al tijdens de pH proef bleek, had vriesdrogen een negatief effect op de eiwitextractie-efficiéntie van
U. lactuca, evenals die van C. crispus. Daarentegen had Freeze dried A. nodosum de allerhoogste
eiwitextractie-efficiéntie van alle soorten en behandelingen met bijna 60% van het eiwit in het
supernatant. Concluderend lijkt A. nodosum het beste geschikt te zijn voor eiwitextractie en U. lactuca het
minste met de laagste eiwit opbrengsten in het supernatant.

Gekeken naar de pellet is de geschiktheid logischerwijs andersom, bij U. lactuca bleef verreweg
het meest eiwit in de pellet over en bij A. nodosum was slechts een klein deel van het eiwit over in de
pellet, behalve bij de Fresh control. C. crispus en S. latissma zaten hier tussen in, waarbij C. cripus
gevoeliger lijkt voor voorbehandeling dan S. latissima waar alleen het drogen bij een hoge temperatuur
de eiwitextractie-efficiéntie verlaagde.

Behalve het percentage eiwit dat naar het supernatant of de pellet gaat is het interessant om te
zien wat er gebeurde met de eiwitconcentratie in beide producten. Figuur 7 laat de eiwitconcentratie van
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zowel het supernatant als de pellet zien vergeleken met de eiwitconcentratie van het onbehandelde
zeewier, de gehomogeniseerde pulp voor extractie. Waardes die boven de stippellijn uitkomen hebben
een verhoogde eiwitconcentratie vergeleken met de gehomogeniseerde pulp en waardes die er onder
komen een afgenomen eiwitconcentratie.

De hoogste eiwitconcentratie werd gevonden in de pellet van de gevriesdroogde C. crispus met
21,9 g eiwit /100g DW. Qua toename valt dit relatief mee aangezien de eiwitconcentratie in de
gehomogeniseerde pulp al hoog was met 18,1 g eiwit /100g DW. Net als de hoogste eiwitextractie-
efficiéntie zijn de extracten van A. nodosum ook grotendeels toegenomen in eiwitconcentratie (vers,
bevroren en gevriesdroogd). Er komt dus veel eiwit in het supernatant én de eiwitconcentratie vergeleken
met de gehomogeniseerde pulp gaat omhoog. De eiwitconcentratie van rond de 16 g eiwit /100g DW is
nog relatief laag maar deze vloeistof kan nog geconcentreerd worden met bijvoorbeeld pH geassisteerde
uitvliokking (Vilg and Undeland 2017) of membraanfiltratie (Kadam et al. 2016) om zo de eiwitconcentratie
te verhogen. Een nadeel is dat er weer een extra stap in het proces nodig zou zijn, wat de kosten
verhoogt en bij beide methoden zal een deel van het opgeloste eiwit verloren gaan, niet 100% van het
opgeloste eiwit vlokt uit of wordt geconcentreerd met membraanfiltratie.

Bij U. lactuca ging de eiwitconcentratie van alle supernatanten omlaag, maar die van alle pellets
waren hoger vergeleken met de gehomogeniseerde pulp. In de pellet van het verse zeewier geéxtraheerd
met de controle extractie methode is de concentratie zelfs toegenomen van 9,1 g eiwit /100g DW naar
16,2 g eiwit /100g DW, een toename van 78%, dit terwijl 85% van het eiwit in de pellet achter blijft.
Daarnaast had de U. lactuca gebruikt in dit onderzoek een relatief lage eiwitconcentratie vergeleken met
waardes uit de literatuur van rond de 20 g eiwit /100g DW (Shuuluka et al. 2013; Harrysson et al. 2018).
Er van uit gaande dat bij een hogere eiwitconcentratie in de gehomogeniseerde pulp ook leidt tot een
78% toename in eiwitconcentratie zou bij U. lactuca biomassa met 20 g eiwit /100g DW een pellet kunnen
ontstaan met 35,6 g eiwit /100g DW op een relatief eenvoudige en goedkope manier. Op een
vergelijkbare manier laten Magnusson et al. (2019) een toename zien van 16,0 g eiwit /100g DW naar
een verrijkte pellet met 31,5 g eiwit /100g DW, een toename in de eiwitconcentratie van 95%.

Deze resultaten laten zien dat zowel soort als voorbehandeling een groot effect kunnen hebben
op de eiwitextractie-efficiéntie en eiwitconcentratie van de verschillende producten. Waarbij de ene soort
vooral het supernatant potentie heeft als eiwitbron, is voor het andere soort de overgebleven pellet
interessanter. Dit kan grote gevolgen hebben voor iedereen die met zeewier biomassa werkt. Er wordt
daarom ook sterk aangeraden van te voren goed te kijken met welk soort gewerkt wordt en welke
extractiemethode en voorbehandeling hiervoor geschikt zijn.
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3. Opschaling
3.1 Membraanfiltratie

Tijdens het ZEEVIVO project is parallel aan de optimalisatie proeven begonnen met het opschalen van
de eiwit extractie uit zeewier. Bij de start van ZeeViVo in 2015 werd bij Huiberts Biologische Bloembollen
in Sint Maartensvlotbrug een raffinage unit gebouwd naar een ontwerp van Danvos BV te Opperdoes.
Huiberts investeerde in productie ruimte en de benodigde infra structuur. Voor de procesapparatuur werd
het project mede ondersteund door een subsidie van de Provincie Noord-Holland. In de periode 2016 tot
en met 2019 was de productie unit in gebruik voor het project ZeeViVo. De eerste twee jaar van het
ZEEVIVO project waren bestemd om voldoende eiwitgrondstof (100-200 kilo) te produceren met
minimaal 60% eiwit op DW basis voor werkpakket C, Visteelt.

Zoals te zien is bij de extractie optimalisatie proeven, betekent een hoge eiwitextractie-efficiéntie
niet altijd een hoge concentratie eiwitten in het supernatant. Om de eiwitconcentratie van een oplossing
te verhogen kan gebruikt gemaakt worden van een membraanopstelling. Opgeloste stoffen worden, vaak
onder druk, gescheiden op basis van grootte. De grotere delen gaan door het membraan terwijl de
kleinere opgeloste stoffen door het membraan naar het permeaat gaan. Door de geconcentreerde
oplossing continu door het membraan te laten lopen wordt de vloeistof ingedikt en het eiwit in theorie
geconcentreerd (zie Figuur. 8).

Er zijn veel verschillende membranen met verschillende porie-grote, afhankelijk van de opgeloste
stoffen die gescheiden moeten worden. Voor dit project is gebruikt gemaakt van een spiraalgewonden
ultrafiltratie membraan met een porie-grootte van 10 kilo dalton. Het idee is dat de meeste opgeloste
eiwitten uit zeewier hiermee in het concentraat blijven, terwijl opgeloste suikers en mineralen uitgespoeld
worden. Zie Figuur 9 voor de gebruikte opstelling.

G Eiwit O Suikers @ Mineralen

Supernatant Permeaat

Fig. 8: Schematische weergave van de membraanfiltratie. Het supernatant wordt door het membraan geleid, waarbij
de kleinere opgeloste stoffen als mineralen en suikers door het membraan gaan naar het permeaat en de eiwitten in
het concentraat blijven. Door continu het concentraat door het membraan te laten lopen worden de eiwitten in theorie
tegelijkertijd gepurificeerd en geconcentreerd. Een 100% scheiding is meestal onmogelijk omdat sommige eiwitten
gebonden zijn aan suikers of omdat sommige eiwitten, suikers en mineralen dezelfde grootte hebben.
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Fig. 9: De ultrafiltratie membraan opstelling in Sint Maartensvlotbrug bij Danvos B.V..

3.2 Grootschalige eiwitextractie en concentratie

In tegenstelling tot het laboratorium bij VHL in Leeuwarden, waar met honderden milliliters tot enkele
liters extract gewerkt kon worden, had de pilot installatie bij Danvos B.V. de mogelijkheid om met enkele
honderden liters tot enkele duizenden liters extract te werken. De beperkende factor was het verkrijgen
van voldoende zeewier biomassa van goede kwaliteit. Om 100-200 kilo eiwitpoeder met tenminste 60%
eiwit te verkrijgen zijn enorme hoeveelheden zeewier nodig. Met een gemiddelde eiwitextractie-efficiéntie
van 50%, 10-20% eiwit in droog zeewier en een DW gehalte van vers zeewier van ongeveer 10-20%, is
5.000 tot 20.000 kilo zeewier nodig voor 100 kilo eiwit, waarbij de concentratie stap om tot een eiwit
concentratie van 60% te komen nog niet is meegenomen in de berekening. Vissers uit het netwerk van
een van de partners hebben in de zomer van 2017 meer dan duizend kilo U. lactuca verzameld en naar
Sint Maartensvlotbrug gebracht. Dit is vervolgens met de hand uitgelegd en gedroogd in de zon,
aangezien de opstelling niet direct beschikbaar was voor extractie.

Gezien de resultaten uit de optimalisatieproeven is ook op grote schaal een extractie uitgevoerd
met verhoogde pH en temperatuur op de gedroogde U. lactuca biomassa (vers had de voorkeur gehad
maar was niet mogelijk). In totaal is 200 kilo gedroogde U. lactuca met een DW gehalte van 75,7% en
een eiwit concentratie van 11,6 g eiwit /100g DW (23,2 kg eiwit totaal) geéxtraheerd bij ongeveer 50°C
met verhoogde pH van ongeveer 11. Dit heeft een dag gestaan onder constant roeren, waarna de niet
opgeloste biomassa is verwijderd en een supernatant met opgeloste stoffen overbleef. Van het
aanwezige eiwit was 14,3% opgelost in het supernatant, dit is de eiwitextractie-efficiéntie. Dit supernatant
had een eiwit concentratie van 9,3 g eiwit /100g DW (3,3 kg eiwit totaal), iets lager dan de eiwit
concentratie van de gedroogde biomassa, en een vergelijkbaar resultaat als verkregen met de
optimalisatieproeven in het laboratorium. Na concentratie met de membraanfiltratie installatie bleef er een
eiwitconcentraat over met een eiwit concentratie van 31,2 g/100g DW eiwit (1,6 kg eiwit totaal), de rest
van het eiwit is teruggevonden in het permeaat met een eiwitconcentratie van slechts 7,1 g eiwit /100g
DW (1,7 kg eiwit totaal).

Zeewier biomassa met een eiwit concentratie van 9,3 g eiwit /100g DW is met dit proces
opgewaardeerd naar een oplossing met een eiwitconcentratie van 31,2 g eiwit /100g DW, meer dan
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300% toename. De eiwitextractie-efficiéntie was relatief laag. Er was 200 kg gedroogd zeewier nodig voor
slechts 1,6 kg eiwit als eindproduct. Ook was het niet mogelijk om tot een eiwitconcentratie van 60% te
komen die nodig was voor het vervangen van de eiwitcomponent in het voer van kweekvis. Eind 2017 is
daarom besloten om werkpakket B los te koppelen van werkpakket C. In werkpakket B is besloten om
meer te focussen op verdieping in de extractie (proeven voorbehandeling, soort en pellet) en op grote
schaal te kijken naar betere scheiding van niet opgeloste biomassa en supernatant en alternatieve
extractiemethoden. Werkpakket C is mede hierdoor verder gegaan met proeven met tilapia in plaats van
regenboogforel. Tilapia heeft een lagere eiwitbehoefte en daardoor kan een grondstof uit zeewier van
boven de 35% eiwit voldoende zijn om bijvoorbeeld soja te vervangen.

Als de toelevering van voldoende kwalitatief hoogwaardig zeewier geen probleem zou zijn, was
het haalbaar om een eiwitbron uit zeewier te extraheren met een concentratie van tenminste 35% en
wellicht 60% eiwit. Als er een stabiele bron van verse U. lactuca met 20 g eiwit /100g DW beschikbaar
was had de pellet, net als de proef met 200 kilo gedroogde Ulva. Een opwaardering van de
eiwitconcentratie met 300% doormiddel van extractie en ultrafiltratie zou in theorie een eiwitcomponent
van 60% uit zeewier kunnen worden verkregen. Er zou dan alleen nog steeds erg veel zeewier nodig zijn
voor relatief weinig eiwit. Een andere mogelijkheid zou zijn om de zeewier biomassa, vooral U. lactuca,
uit te spoelen en te focussen op de pellet. Zoals in vorig hoofdstuk berekend zou er bij zeewier, dat al 20
g eiwit /100g DW bevat, na de extractie 35,6 g eiwit /100g DW in de pellet zitten wat als goede eiwitbron
had kunnen dienen voor de voerproeven van werkpakket C.

3.3 Circulaire productie op basis van zeewier

Tijdens het ZEEVIVO project hebben Danvos en Huiberts een circulair proces ontworpen en getest voor
de verwerking van zeewier. Het proces is zo ingericht dat het eenvoudig op locatie te gebruiken is zodat
het relatief zware zeewier niet te ver vervoerd hoeft te worden. Het raffinage proces leent zich zo voor
decentrale en eventuele mobiele (varende) inzet in de nabijheid van locaties waar zeewier wordt
gekweekt en waar op het achterland afzet is voor de voedingsstoffen, meststoffen en water. Het proces is
gevalideerd door analyses van de raffinage producten in het laboratorium van VHL en door een 3e
laboratorium (Nutrilab). De focus lag in het ZEEVIVO project vooral op de eiwitcomponent, maar Danvos
B.V. heeft naast het project ook nog gekeken naar het geven van meerwaarde aan de overige stromen,
zoals de pellet na eiwit extractie (bouwmateriaal, grondverbeteraar, veevoer) en de opgeloste suikers en
minderalen (bio-plastic, biologische biostimulant). Deze reststromen kunnen ook waarde hebben en
moeten zeker niet over het hoofd gezien worden wanneer er gekeken wordt naar de mogelijke opbrengst
van eiwit uit zeewier. Figuur 10 laat een schematische weergave zien van de extractie en
concentratiestap met de eiwitstroom maar ook pellet en mineralen en suikers.

De producten die verkregen worden tijds het proces zijn:

1. Een vloeibaar concentraat dat rijk is aan eiwitten, koolhydraten, vetten en celstof. Uit de
zeewier grondstof wordt ca. 85% van de zouten tijdens de raffinage verwijderd en worden de andere
componenten met een factor 2 tot 4 geconcentreerd. De producten hebben een hoge voedingswaarde
met potentieel voor de vervanging van dierlijke en plantaardige grondstoffen in voedingsmiddelen,
diervoeders (waaronder visvoer). Het vloeibare product is met beschikbare technologie uitstekend tot een
poeder te verwerken.

2. Een mineraal rijk concentraat met ‘biostimulanten’ voor agrarische toepassingen. Testen
op diverse gewassen, waaronder bloembollen werden over meerdere seizoenen uitgevoerd. De
resultaten zijn veelbelovend en kunnen kunstmest volledig overbodig maken. Huiberts past het product
toe op het eigen biologische bollenbedrijf en is reeds een bescheiden commerciéle productie gestart.

3. Biopolymeer uit de rest pulp na extractie van eiwitten en mineralen. Met dit product in
droge vorm zijn met succes bio-plastics en filamenten gemaakt . Toepassingen zijn al beschikbaar voor 3
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D printen en spuitgieten van plastics. De plastics zijn volledig composteerbaar. Commerciéle partijen

hebben al interesse getoond.

4,

Zoet water als ‘product’. Na concentratie en ontwateren van het natte zeewier (85%

water) wordt het water volledig hergebruikt in het proces en er blijft per saldo water over. Voor droge
gebieden is dit zeker in combinatie met de minerale fractie interessant voor de landbouw.
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Fig. 10: Schematische weergave van extractie en concentratie van eiwitten uit zeewier. Het zeewier met 10-20%
eiwit wordt eerst geéxtraheerd waarbij er zo veel mogelijk eiwit wordt opgelost in het supernatant. Dit supernatant
wordt vervolgens door de membraanfiltratie installatie geperst waardoor een eiwitconcentraat ontstaat met hopelijk
meer dan 35% eiwit zodat het als hoogwaardig eiwit kan worden afgezet. De overgebleven pellet en mineralen en
suikers kunnen weer gebruikt worden als grondstof voor andere producten zoals biopolymeer of biostimulant.
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4. Conclusies

De conclusies van het werk uitgevoerd in werkpakket B: “Zeewierraffinage” als onderdeel van het project
ZEEVIVO kunnen als volgt worden samengevat:

Een verhoogde temperatuur en pH hebben een positief effect op de hoeveelheid opgeloste
eiwitten uit zeewier biomassa.

Voorbehandeling zoals invriezen, vriesdrogen en lucht drogen kunnen grote invioed hebben op
de hoeveelheid eiwit die geéxtraheerd kan worden.

Elk soort zeewier reageert anders op voorbehandeling, het is dus van groot belang om dit
duidelijk te hebben voor elk soort waarmee gewerkt wordt in de industrie maar ook in onderzoek.

Met een relatief eenvoudige extractie kan tot bijna 60% van het eiwit uit de zeewier biomassa in
oplossing worden gebracht.

De eiwitconcentratie in het supernatant na extractie moet nog verder worden gezuiverd om tot
een eiwitconcentratie te komen die geschikt is als eiwitcomponent in visvoer.

De overgebleven pellet na extractie heeft ook potentie als geconcentreerde eiwitbron. Bij U.
lactuca bleef 85% van het totale eiwit na extractie in de pellet terwijl de eiwitconcentratie met 78%
was toegenomen.

De zeewier-eiwitextractie resultaten en methoden op laboratorium schaal zijn goed te vertalen
naar een pilot opstelling.

Zeewier (zowel vers als geconserveerd) kan grootschalig industrieel verwerkt worden in een
volledig circulair proces.

Met behulp van membraanfiltratie is het mogelijk om de eiwitconcentratie van een supernatant
met meer dan 300% te verhogen.

Het raffinage proces leent zich voor decentrale en eventuele mobiele (varende) inzet in de

nabijheid van locaties waar zeewier wordt gekweekt en waar op het achterland afzet is voor de
voedingsstoffen, meststoffen en water.
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