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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung umfasst ein Verfahren zur Isolierung von Olen und/oder Fetten aus Zellen und
Biomasse sowie gemass diesem Verfahren erhaltliche Ole, Fette und Olmischungen.

[0002] Biologisch in Zellen erzeugte Produkte miissen oft aufwendig isoliert werden. Hierzu ist es nétig, die Zellen zu
zerstoren. Dies kann auf unterschiedliche Art und Weise geschehen. Im Stand der Technik beschriebene Methoden
des Zellaufschlusses sind z.B. chemische oder biologische Behandlung, Einwirken von osmotischem Druck, Gefrieren
und Auftauen, Ultraschall,. Gefrierdispersion, Pressen, Nassvermahlung in Rihrwerkskugelmiihlen oder Hochdruckho-
mogenisation (S. Schultz et al., Hochdruckhomogenisation als ein Verfahren zur Emulsionsherstellung, Chem. Ing. Tech.
2002, 74 (7), 901-909).

[0003] Beider Hochdruckhomogenisation wird das aufzuschliessende Fluid mit hohem Druck durch einen engen Spalt
gepresst. Durch die geringe Spalth6he werden nach dem Gesetz von Bernoulli eine sehr hohe Geschwindigkeit und ein
sehr niedriger Druck erreicht. Durch die sich schlagartig aufbauende hohe Energiedichte, den Druckabfall und der daraus
resultierenden Kavitation kommt es zu einer Beschadigung der Zellmembran.

[0004] Der Nachteil dieser Methode besteht darin, dass sie neben der erwiinschten Zerstérung der Zellmembranen
auch zu einer unerwiinschten Stabilisierung der entstehenden Emulsion aufgrund der feinen Verteilung von Oltrépfchen
in der kontinuierlichen wassrigen Phase fiihrt. Zudem enthalt die homogenisierte Briihe fein verteilte Zellbestandteile,
weswegen man auch von einer Suspo-Emulsion spricht. Die Zellbestandteile kdnnen dabei zuséatzlich einen stabilisie-
renden Effekt auf die Emulsion austiben. Weiterhin wird eine Emulsion durch wasserldsliche Salze von Fettsauren oder
Proteinen stabilisiert, welche beide in der Fermentationsbriihe zu erwarten sind.

[0005] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Verfahren bereitzustellen, welches die Isolation von Olen,
bevorzugt mehrfach ungeséttigte Fettséuren (engl: polyunsaturated fatty acids (PUFAs)) enthaltender Ole, aus Zellen
oder Biomasse in einer hdheren Ausbeute und mit besserer Qualitat als mit aus dem Stand der Technik bekannten
Verfahren ermdglicht.

[0006] Diese Aufgabe wird durch das erfindungsgemasse Verfahren gelost, welches dadurch gekennzeichnet ist,
dass die mittels Hochdruckhomogenisation erzeugte Suspo-Emulsion demulgiert wird.

[0007] Dabei kann die erfindungsgemasse Demulgation mechanisch, physikalisch, (elektro-)chemisch oder durch
beliebige Kombination dieser Demulgationsmethoden erfolgen.

[0008] Die mechanische Demulgation erfolgt bevorzugt mittels Zentrifugation, Sedimentation, Flotation, Ultra-Filtration
mit Kapillar-Membranen oder anderen Membranen.

[0009] Die mechanische Demulgation erfolgt bevorzugt in einem Temperaturbereich von 0-100°C.

[0010] Die physikalische Demulgation erfolgt bevorzugt mittels Physisorbtion oder Extraktion der erhaltenen Suspo-
Emulsion mit einem oder mehreren linearen, zyklischen oder aromatischen Kohlenwasserstoffen, wie z.B. Propan,
Hexan, Cyclohexan oder Toluol.

[0011] Ein besonders bevorzugtes Lésemittel ist Hexan.

[0012] Die physikalische Demulgation erfolgt bevorzugt in einem Temperaturbereich von 0-100°C.

[0013] Die elektrochemische Demulgation erfolgt bevorzugt mittels Elektrokoagulation oder Elektrophorese. Die che-
mische Demulgation erfolgt bevorzugt mittels Chemisorption, Elektrolytzugabe oder eines oberflachenaktiven Hilfsstof-
fes.

[0014] Bevorzugt ist die chemische Demulgation mittels eines Tensids, besonders bevorzugt mit einem Fettalkoho-
lethoxylat, insbesondere mit Triethylenglycolmonodecylether.

[0015] Das erfindungsgemasse Tensid wird in einer Konzentration von bis zu 25 g/I, bevorzugt von 10-20 g/l und
besonders bevorzugt von 20 g/l eingesetzt.

[0016] Die chemische Demulgation erfolgt bevorzugt in einem Temperaturbereich von 0-100°C.

[0017] Die Erfindung umfasst des Weiteren Ole erhaltlich gemass dem erfindungsgemassen Verfahren. In einer be-
vorzugten Ausfiihnrungsform enthalten diese Ole omega-3 und/oder omega-6 Fettsiuren wie z.B. Docosahexaenséure
(DHA), Docosapentaensaure (DPA), Eicosapentaensaure (EPA), Alphalinolensaure (ALA), Arachidonsdure (ARA),
Gammalinolensaure (GLA), Dihomogammalinolensédure (DHGLA), Linolenséure (LA), oder Mischungen der genannten
Fettsauren. Tab. 1 zeigt ein Beispiel fiir ein DHA reiches Ol geméss der vorliegenden Erfindung. Mischungen von einer
oder mehrerer der genannten omega-3 und/oder omega-6 Fettsduren mit gesattigten oder einfach ungesattigten Fett-
sauren bilden eine weitere bevorzugte Ausfliihrungsform.

Tabelle 1: Typische Zusammensetzung des erfindungsgemissen Ols

Mittelwert aus Doppelbestimmung GC-

Chemischer Name (englisch) Abklrzung Fléchen®
(o]

Tetradecanoic acid Myristin 1.7
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(fortgesetzt)

Chemischer Name (englisch) Abkirzung Mittelwert aus Bgzgzﬁzstimmung GC-
Pentadecanoic acid Pentadecan 11
Hexadecanoic acid Palmitin 247
Heptadecanoic acid Heptadecan 0.4
Octadecanoic acid Stearin 0.7
All-cis-4,7,10,13-eicosatetraenoic acid ETA (7) 0.5
All-cis-8,11,14,17-eicosatetraenoic acid ETA (3) 0.7
All-cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoic acid EPA 0.1
All-cis-4,7,10,13,16-docosapentaenoic acid DPA (6) 12.2
All-cis-7,10,13,16,19-docosapentaenoic acid | DPA (3) 0.4
All-cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic DHA 53.2
acid
Andere Andere 35

Mass %
All-cis-4,7,10,13,16;19-docosahexaenoic DHA 229
acid

[0018] Das mitdem erfindungsgemassen Verfahren erhaltliche Ol ist gegeniiber dem mittels der im Stand der Technik
bekannten Verfahren erzeugten Ol durch eine besonders hohe Qualitat, welche sich in einer Peroxidzahl von < 5 meg/kg
und einem Anisidinwert von < 30 manifestiert, gekennzeichnet.

[0019] Erfindungsgemass kdnnen Mikroorganismen verwendet werden, welche sich zur Gewinnung von PUFA eignen.
Diese Mikroorganismen finden sich beispielsweise bei den Bakterien unter der Gattung Vibrio (z. B.: Vibrio marinus)
oder unter den Dinoflagellaten (Dinophyta), dort insbesondere die Gattung Crypthecodinium, wie C. cohnii oder unter
den Stramenopiles, wie die Pinguiophyceae wie z.B. Glossomastix, Phaeomonas, Pinguiochrysis, Pinguiococcus und
Polydochrysis. Bevorzugte Mikroorganismen zur fermentativen Herstellung von PUFA gehoéren zu den Stramenopiles
(oder Labyrinthutomycota), insbesondere zur Ordnung Thraustochytriales, (Thraustchytriidea) und dort wieder insbe-
sondere zu den Gattungen Japonochytrium, Schizochytrium, Thraustochytrium, Althomia, Labytinthuloides, Aplano-
chytrium und Ulkenia, sowie Zygomycetes wie Mortierella alpina, Mortierella elongata oder andere Spezies, Pythium
insidiosum, Pythium irregulare oder andere Spezies.

[0020] Durch Mischung von zwei oder mehr verschiedenen Ol-haltigen Biomassen in beliebigen Verhéltnissen kénnen
durch geschickte Auswahl der Biomassen, bzw. der entsprechenden Olzusammensetzungen der Biomassen, nahezu
alle gewiinschten spezifischen Ol- bzw.- Fettséurespektren gewonnen werden. Bevorzugt sind z.B. Mischungen von
omega-3 DHA-haltiger und omega-6 Arachidonsaure (ARA)-haltiger Biomasse, z.B. von Ulkenia spec. und Mortierella
alpina, gegebenenfalls unter Zugabe weiterer Ol-haltiger Biomassen.

[0021] In einer weiteren Ausfihrungsform kann Biomasse oder Zellmaterial von ein oder mehr Quellen gemeinsam
unter Zugabe von weiteren Olen extrahiert werden. Durch die Auswahl der Biomasse(n) und der weiteren Ole, sowie
der eingesetzten Verhéltnisse, kdnnen ebenfalls viele gewiinschte Olzusammensetzungen in einem Schritt gewonnen
werden.

[0022] In einer bevorzugten Ausflihrung werden Biomassen oder Zellen mit einem hohen PUFA-Gehalt unter Zugabe
eines Uberschuss an Olen mit niedrigerem PUFA-Gehalt extrahiert, wodurch eine Stabilisierung (Schutz vor Oxidation)
der PUFA erfolgt. Als Ole eignen sich insbesondere Pflanzenéle wie Sonnenblumendl, Olivendl, Palmél, Distelél, Boregdl,
Nachtkerzendl, Maisél, Sojadl, Leindl, Rapsol, aber auch tierische Ole, wie Fischdl, Krilldl, etc. sowie fraktionierte Ole
auf dieser Basis, sowie dariiber hinaus beliebige Olmischungen.

[0023] In einer besonders bevorzugten Form wird mit einem Uberschuss von Palm Olein extrahiert. Palm Olein (frak-
tioniertes Palm Ol) enthalt ein Gemisch aus PUFA, einfach ungesattigten und geséttigten Fettsiuren. Die relative Zu-
sammensetzung ist ca. 44% Olsaure, 10% Linolsaure, 40% Palmitinsdure und 5% Stearinsaure. In einer ganz besonders
bevorzugten Form wird DHA und ARA-haltige Biomasse im Verhéltnis von 5:1 bis 1:5 (bezogen auf ARA bzw. DHA-
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Gehalt) mit einem bis zu zwanzigfachen Uberschuss von pflanzlichen oder tierischen Olen, wie Sonnenblumenél. Oli-
vendl, Palmolein-Ol, Fischél etc. extrahiert.
[0024] Die Erfindung wird durch folgende, nicht limitierende Beispiele erlautert.

Beispiel 1

[0025] Wassrige Fermentationsbriihe Ulkenia sp. Stamm SAM2179 wird kontinuierlich einem Hochdruckhomogeni-
sator (z.B. APV 2000) zugefiihrt. Die Hochdruckhomogenisation kann dabei ein- oder zweistufig erfolgen, wobei der
Druck der letzten Stufe so hoch gewahlt wird, dass der tiberwiegende Teil der Algenzellen zerstért wird. Der fir die
obige Fermentationsbriihe notwendige Druck des Hochdruckhomogenisators zum quantitativen Aufschluss der Zellen
betrug dabei mindestens 60MPa. Die dabei entstehende Suspo-Emulsion kann nun erfindungsgemass durch

a) mechanische
b) physikalische
¢) chemische

Methoden demulgiert, d.h. eine Freisetzung des PUFA-haltigen Ols erreicht werden.

a) Als mechanische Demulgation kann z.B. Zentrifugation in Betracht gezogen werden. Aus 50mL der hochdruck-
homogenisierten wassrigen Mikroalgensuspension erhielt man nach 24 Stunden Rihren bei 60°C und anschlies-
sender Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 3300 Umdrehungen pro Minute 0.74g Ol, entsprechend einer Olausbeute
von 62% (wobei davon der DHA-Anteil 20.2 Gew% betrug).

b) 500 g der hochdruckhomogenisierten Suspo-Emulsion wurden mit 200mL Hexan bei Zimmertemperatur ausge-
schittelt und anschliessend wurde diese Losung fir 10 Minuten bei 3300 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert
und die so erhaltene Hexanphase separiert. Die verbleibende wassrige Phase wurde noch zweimal mit je 200mL
Hexan extrahiert und zentrifugiert. Nach Vereinigung der organischen Phasen und Abdampfen des Hexans bei 200
mbar und 40°C am Rotationsverdampfer verblieb 13.8 g Ol, entsprechend einer Olausbeute von 92% (wobei davon
der DHA-Anteil 33.1 Gew% betrug).

¢) 50mL der hochdruckhomogenisierten wassrigen Mikroalgensuspension wurden mit 0.75 g des Fettalkoholethoxy-
lats Dehydol D3 sechs Stunden bei Zimmertemperatur geriihrt. Danach wurde diese Lésung fur 10 Minuten bei
3300 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und so 1.14 g Ol enthalten, entsprechend einer Olausbeute von 95%
(wobei davon der DHA-Anteil 33.3 Gew% betrug).

Beispiel 2

[0026] Wassrige Fermentationsbriihe mit DHA-haltiger Ulkenia (Stamm SAM2179) Biomasse (Olgehalt ca. 50%, DHA-
Gehalt im Ol ca. 44%) wurde mit ARA-haltiger Biomasse (Mortierella alpina, Olgehalt ca. 55%, ARA-Gehalt im Ol ca.
40%) im Verhaltnis 1:1 (jeweils bezogen auf Biomassetrockengewichtgehalt) kontinuierlich einem Hochdruckhomoge-
nisator (z.B. APV 2000) zugefiihrt. Die Hochdruckhomogenisation kann dabei ein- oder zweistufig erfolgen, wobei der
Druck der letzten Stufe so hoch gewahlit wird, dass der Giberwiegende Teil der Zellen zerstért wird. Der fir die obige
Fermentationsbriihe notwendige Druck des Hochdruckhomogenisators zum quantitativen Aufschluss der Zellen betrug
dabei mindestens 60MPa. Die dabei entstehende Suspo-Emulsion kann nun erfindungsgemass durch mechanische,
physikalische oder chemische Methoden demulgiert und somit eine Freisetzung des PUFA-haltigen Ols erreicht werden.
50 mL der hochdruckhomogenisierten wassrigen Suspension wurden mit 0.75 g des Fettalkoholethoxylats Dehydol D3
sechs Stunden bei Zimmertemperatur gerthrt. Danach wurde diese Lésung fiir 10 Minuten bei 3300 Umdrehungen pro
Minute zentrifugiert und so ca. 1 g Ol enthalten, entsprechend einer Olausbeute von ca. 90-95% und einem Verhaltnis
von DHA zu ARA von ca. 1:1.

Beispiel 3
[0027] Wassrige Fermentationsbriihe mit DHA-haltiger Ulkenia (Stamm SAM2179) Biomasse wurde unter Zugabe
von Sonnenblumendl im Uberschuss kontinuierlich einem Hochdruckhomogenisator (z.B. APV 2000) zugefiihrt. Es

wurde folgendes Mischungsverhaltnis gewahlt:

i) Fermentationsbriihe von DHA-haltiger Ulkenia Biomasse (5,5 Liter, entsprechend ca. 335 g Biotrockenmasse,
Olgehalt ca. 50%, DHA-Gehalt im Ol ca. 50%)
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i) 0.095 kg Sonnenblumendl.

[0028] Die Hochdruckhomogenisation erfolgte gemass Bsp. 2.

[0029] 50 mL der hochdruckhomogenisierten wassrigen Suspension wurden mit 0.75 g des Fettalkoholethoxylats
Dehydol D3 sechs Stunden bei Zimmertemperatur geriihrt. Danach wurde diese Lésung fiir 10 Minuten bei 3300 Um-
drehungen pro Minute zentrifugiert und so ca. 2.3 g Ol enthalten, entsprechend einer Olausbeute von ca. 95% und
einem DHA-Gehalt von 32%.

Beispiel 4

[0030] Extraktion von ARA-haltiger Biomasse wurde unter Zugabe von Fischdl (DHA-Gehalt 25%) und Plamitolein-
Olim Uberschuss mittels Hochdruckhomogenisator (z.B. APV 2000). Es wurde folgendes Mischungsverhéltnis gewéhlt:

i) ARA-haltige Mortierella alpina Biomasse (entsprechend ca. 225 g Biotrockenmasse, Olgehalt ca. 55%, ARA-
Gehalt im Ol ca. 40%)

i) 0.3 kg Palmitolein-Ol.

i) 0.2 kg Fischol (DHA 25%)

[0031] Die Hochdruckhomogenisation erfolgte gemass Bsp. 2.

[0032] 50 mL der hochdruckhomogenisierten wassrigen Suspension wurden mit 0.75 g des Fettalkoholethoxylats
Dehydol D3 sechs Stunden bei Zimmertemperatur geriihrt. Danach wurde diese Lésung fir 10 Minuten bei 3300 Um-
drehungen pro Minute zentrifugiert und so ca. 5 g Ol enthalten, entsprechend einer Olausbeute von ca. 95% und einem
ARA-Gehalt von ca. 8% und einem DHA Gehalt von ca. 8%.

Beispiel 5

[0033] Wassrige Fermentationsbriihe mit DHA-haltiger Ulkenia (Stamm SAM2179) Biomasse (Olgehalt ca. 50%, DHA-
Gehalt im Ol ca. 44%) wurde mit ARA-haltiger Biomasse (Mortierella alpina, Olgehalt ca. 55%, ARA-Gehalt im Ol ca.
40%) im Verhaltnis 1:2 (jeweils bezogen auf trockene Biomasse) unter Zugabe von Palmolein im Uberschuss kontinu-
ierlich einem Hochdruckhomogenisator (z.B. APV 2000) zugeflhrt. Es wurde folgendes Mischungsverhaltnis gewahilt:

i) Fermentationsbriihe von DHA-haltiger Ulkenia Biomasse (5,5 Liter, entsprechend ca. 335 g Biotrockenmasse,
Olgehalt ca. 50%, DHA-Gehalt im Ol ca. 44%)
ii) ARA-haltige Mortierella alpina Biomasse (entsprechend ca. 665 g Biotrockenmasse, Olgehalt ca. 55%, ARA-
Gehalt im Ol ca. 40%)
iii) 1.3 kg Palmolein Ol.
[0034] Die Hochdruckhomogenisation erfolgte gemass Bsp. 2.
[0035] 50 mL der hochdruckhomogenisierten wassrigen Suspension wurden mit 0.75 g des Fettalkoholethoxylats
Dehydol D3 sechs Stunden bei Zimmertemperatur gerihrt. Danach wurde diese Lésung fir 10 Minuten bei 3300 Um-
drehungen pro Minute zentrifugiert und so ca. 5 g Ol enthalten, entsprechend einer Olausbeute von ca. 95% und einem
Verhaltnis von DHA zu ARA von ca. 1:2.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Isolierung eines Ols aus Zellen und/oder Biomasse, dadurch gekennzeichnet, dass die nach der
Zerstorung der Zellen mittels Hochdruckhomogenisation entstandene Emulsion demulgiert wird.

2. Verfahren gemass Anspruch 1, wobei die Demulgation chemisch erfolgt.

3. Verfahren geméass Anspruch 2 wobei die Demulgation mittels eines Tensids erfolgt.

4. Verfahren gemass Anspruch 3 wobei es sich bei dem Tensid um ein Fettalkoholethoxylat handelt.

5. Verfahren gemass Anspruch 4 wobei es sich bei dem Tensid um Triethylenglycolmonodecylether handelt.

6. Verfahren geméass mindestens einem der Anspriiche 3-5, wobei das Tensid in einer Konzentration von bis zu 25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

10.

1.

12

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

EP 2 145942 A1
g/l, bevorzugt von 10-20 g/l und besonders bevorzugt von 20 g/l eingesetzt wird.

Verfahren gemass mindestens einem der Anspriiche 1-6, wobei die Demulgation bei einer Temperatur von 0-100°C
erfolgt.

Verfahren gemass Anspruch 1, wobei die Demulgation mechanisch erfolgt.

Verfahren gemass Anspruch 8, wobei die Demulgation mittels einer Zentrifuge erfolgt.

Verfahren gemass den Anspriichen 8 und/oder 9, wobei die Demulgation bei einer Temperatur von 0-100°C erfolgt.
Verfahren gemass Anspruch 1, wobei die Demulgation physikalisch erfolgt.

Verfahren gemass Anspruch 11, wobei die Demulgation mittels Extraktion der Suspo-Emulsion mit einem oder
mehreren linearen, zyklischen oder aromatischen Kohlenwasserstoffen erfolgt.

Verfahren gemass Anspruch 12, wobei es sich bei dem Losemittel um Hexan handelt.

Verfahren geméass mindestens einem der Anspriiche 11-13, wobei die Demulgation bei einer Temperatur von
0-100°C erfolgt.

Verfahren geméss mindestens einem der Anspriiche 1-14, wobei Omega-3 PUFA-produzierende Mikroorganismen
verwendet werden, die zur Gruppe von Thraustochytriales gehéren, wie z.B. Stdmme von Ulkenia, Thraustochytrium

und/oder Schizochytrium und/oder omega-6 produzierende Mikroorganismen wie Mortierella oder Pythium

Verfahren gemass mindestens einem der Anspriche 1-15, wobei den Zellen bzw. der Biomasse vor der Hochdruck-
homogenisation mindestens ein weiteres Ol und/oder mindestens eine weitere Ol-haltige Biomasse zugegeben wird.

Verfahren geméass Anspruch 16, wobei es sich um Ole mit einer niedrigeren PUFA-Konzentration handelt.
Verfahren gemass Anspruch 17, wobei es sich um Pflanzendle, tierische Ole und/oder fraktionierte Ole handelt.

Verfahren geméss Anspruch 18, wobei die Ole ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Sonnenblumendl,
Olivendl, Palmél, Disteldl, Boregdl, Nachtkerzendl, Maisdl, Sojadl, Leindl, Rapsdl, Fischdl und/oder Krill6l.

Verfahren gemass Anspruch 18, wobei es sich um fraktioniertes Palmél handelt.

Verfahren geméss Anspruch 16, wobei es sich um eine DHA-haltige und eine ARA-haltige Biomasse im Verhaltnis
von 5:1 bis 1:5 handelt.

O, erhaltlich gemass einem Verfahren geméss mindestens einem der Anspriiche 1-21.
Ol gemass Anspruch 22, enthaltend Docosahexaensaure (DHA) und/oder Docosapentaensaure (DPA).
Ol gemass Anspruch 23, wobei das Ol eine Peroxidzahl von < 5 meg/kg und einen Anisidinwert von < 30 aufweist.

Mischung von mindestens 2 Zellarten und/oder Biomassen zur Anwendung in einem Verfahren geméss mindestens
einem der Anspriiche 1-21.

Mischung gemass Anspruch 25, enthaltend mindestens ein weiteres Ol.
Mischung gemass Anspruch 26, wobei es sich bei dem Olum Pflanzendle, Tierdle und/oder fraktionierte Ole handelt.

Mischung geméass Anspruch 27, wobei es sich bei dem Ol um Sonnenblumendl, Olivendl, Palmél, Disteldl, Boregdl,
Nachtkerzendl, Maisol, Sojadl, Leindl, Rapsél, Fischél und/oder Krillél handelt.

Verwendung des Ols geméss mindesten einem der Anspriiche 22-24 als Zusatz fiir Lebensmittel, Nahrungsergén-
zungsmittel, Tierfutter.
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30. Verwendung gemass Anspruch 29, wobei es sich um spezielle Erndhrungsprodukte wie z.B. Babymilch, Babynah-
rung, medizinische Erndhrungsprodukte, dietatische Produkte sowie um Produkte gemass PARNUTS ("foods for
particular nutritional uses") handelt.
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