DK 157452 B

1) DANMARK gs
12 FREMLAEGGELSESSKRIFT (1157452

PATENTDIREKTORATET
TAASTRUP

(21) Patentansegning nr.: 1662/85 6N intcls € 08 B 37/08
(22) Indleveringsdag: 12 apr 1985

(41) Alm. tilgeengelig: 13 okt 1986

(44) Fremlagt: 08 jan 1990

(86) International ansggning nr.: -

(30) Prioritet: -

(71) Anseger: *MATCON RADGIVENDE INGENIORFIRMA A/S; Generatorvej 45; 2730 Herlev, DK

(72) Opfinder: Jon Olavur *Joensen; DK

(74) Fuldmaegtig: Internationalt Patent-Bureau

(54 Fremgangsmade til udvinding af chitin fra chitinkilder, hvori den findes sammen med eller bundet til
proteinstofter

(56) Fremdragne publikationer

(57) Sammendrag:

1662-85

Chitin og eventuelt astaxanthin udvindes fra chitinkil=-
der, navnlig reje- eller krillskaller, ved demineralise-
ring med en syre og fjernelse af protein under udnyttel-
ge af den enzymatiske aktivitet af fiskeindvolde. Den
chitinnedbrydende enzymatiske aktivitet i fiskeindvolde-
ne undertrykkes ved syrebehandling af disse til pH 1,2 -
2,5, fortrinsvis 1,5 - 2,5, fgr eller under proteinfjer-
nelsen. Udvindingen kan ske under tilstedevarelse af en
olie, fortrinsvis fra torskelever, som optagexr astaxan-
thinen.
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chitin er et nitrogenholdigt, polymert carbonhy-
drat, som forekommer udbredt i naturen, iser i det eks-
terne skelet hos insekter, skaldyr og bleddyr, men ogsa
i visse svampe.

Cchitin samt stoffet chitosan, som kan fremstilles
ved deacetylering af chitin med sterke baser, har en
rekke industrielle anvendelsesmuligheder, f.eks. som
fortykkelsesmidler, geleringsmidler, filmdannende mid-
ler, ionbyttere og flokkulenter samt som tungmetalbin-
dende midler, suturmaterialer og som sérhelende midler.

I de vigtigste chitinkilder, sdsom skaller fra
rejer, krill og krabber, forekommer chitin sammen med,
og til dels bundet til, proteinstoffer. Derudover inde-
holder de pagzldende skaller en pbetydelig mengde mine-
ralstof, navnlig calciumcarbonat.

Endvidere indeholder mange chitinkilder farve-
stoffet astaxanthin og derivater deraf, som har stor
verdi som felge af dets anvendelighed 1 foder til lakse-
fisk.

Der har varet gjort adskillige forseg pa at ud-
vikle metoder til fremstilling af chitin eller chitosan
ud fra skaller af marine skaldyr. Sadanne skaller md
for nerverende betragtes som den vesentligste chitinkil-
de, og fremgangsmaden ifslge opfindelsen beskrives i det
fplgende i forbindelse med oparbejdning af disse, spe-
cielt skaller af rejer og krill, men den er generelt an-
vendelig til alle chitinkilder, hvorfra der skal fjernes
protein.

Falles for de foresldede metoder er, at skaller-
nes kalkindhold fjernes ved behandling med en syre, me-
dens proteinet har veret foresléet fjernet ved behand-
ling med staerk natriumhydroxidoplesning eller med enzym-
preparater (pepsin fra svin eller fisk). Endvidere har
det veret foresldet at nedbryde proteinen med proteolyt-
tiske bakterier.

Proteinfjernelse med natriumhydroxid eller andre

sterke baser har den ulempe, at en vesentlig del af
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skallernes astaxanthinindhold gér tabt og endvidere hy-
drolyseres en del af chitinen til chitosan, sadledes at
der ikke opnéds et rent produkt.

Anvendelse af proteolytiske bakterier medfgrer en
kompliceret arbejdsgang, og proteinfjernelse med enzym-
preparater har ikke fort til en tilstrekkelig effektiv
proteinoplesning og har givet et relativt darligt asta-
xanthinudbytte.

Et vaesentligt bedre astaxanthinudbytte er opnédet
ved at behandle rejeskaller med en ensilage, fremstillet
ved behandling af torskeindvolde uden lever med myresyre
og propionsyre til en pH-verdi i blandingen pd 4,1 -
4,5, idet pH-verdien ved behandlingen af rejeskallerne
blev holdt p& 2,5 - 3,0. Denne behandling gav en effek-
tiv proteinoplesning, men samtidig blev en betydelig del
af chitinen nedbrudt, hvorfor udbyttet heraf var util-
fredsstillende.

For at separere astaxanthinen har man ekstrahe-
ret denne med en olie, sasom sojaolie.

Det har nu vist sig, at man ved at behandle fi-
skeindvolde, fortrinsvis findelte, med en syre til op-
ndelse af en pH-verdi i omrddet fra 1,2 - 2,5, kan pa-
virke indvoldenes enzymaktivitet sdedes, at den chitin-
nedbrydende aktivitet vidtgdende undertrykkes samtidig
med, at den proteolytiske aktivitet kun svekkes i mindre
grad. Det har endvidere vist sig, at denne svekkelse af
de chitinnedbrydende enzymers aktivitet i betydelig grad
er irreversibel, hvis indvoldene holdes ved den lave pH-
verdi i lengere tid, sdledes som tilfeldet er, nar de
ensileres. Dette betyder, at man ved anvendelse af en
ensilage af fiskeindvolde med en pH-verdi pad 1,2 - 2,5
kan tillade en forggelse af pH-verdien op til 4 under
behandlingen af reje- eller krillskallerne og derved fa
en god proteolyse wuden vaesentlig nedbrydning af chiti-

nen.
I tilfelde af, at der i stedet for ensilage an-



10

15

20

25

30

35

DK 157452 8B

3
vendes friske fiskeindvolde, eller hvis ensilagen har
veret fremstillet ved pH-verdien sterre end 2,5, vil
man derimod gennemfore proteolysen ved en pH-verdi pa
1,2 - 2,5.

opfindelsen angdr saledes en fremgangsméde til
udvinding af chitin fra chitinkilder, hvori stoffet fo-
religger sammen med eller bundet til proteinstoffer og
eventuelt sammen med astaxanthin, ved demineralisering
med en syre og behandling med midler til fjernelse af
protein og den eventuelt foreliggende astaxanthin, hvil-
ken fremgangsmade er ejendommelig ved, at man:

a) fremstiller en vandig suspension af den eventuelt
hakkede chitinkilde og fiskeindvolde eller fiske-
indvoldsensilage samt eventuelt en olie eller et
olieafgivende materiale, idet der drages omsorg
for, at fiskeindvoldene eller ensilagen indvirker
p&d chitinkilden ved en pH-verdi pd 1,2 - 2,5,
fortrinsvis 1,5 - 2,5, eller at der ved fremstil-
ling af ensilagen er anvendt en sadan pH-verdi, i
hvilket tilfzlde indvirkningen foretages ved en
pH-verdi mellem 1,2 og 4,

b) opvarmer suspensionen til en temperatur mellem
25 og 50°C i et tidsrum mellem nogle f& timer og
fire degn, fortrinsvis % - 3 degn, og

c) separerer suspensionen til opndelse af 1 det
mindste (i) en vandig fase, som indeholder pro-
teinhydrolysat i oplest form, og (ii) en frak-
tion, som indeholder chitinen i det vasentlige
fri for proteiner og mineralstoffer, og (1ii)
eventuelt en oliefraktion, som indeholder asta-
xanthin.

Fortrinsvis foretager man mellem trin b) og c) en
delvis neutralisation og en opvarmning af suspensionen
£il 80 - 95°C til inaktivering af dennes enzym- og mi-
kroorganismeindhold og for at lette den pafelgende sepa-

rering.
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Nevnte separering ved fremgangsmédens trin c)
udfores hensigtsmessigt under anvendelse af en dekanter,
kombineret med en centrifugering. Den ved centrifuge-
ringen opndede slamfraktion, som indeholder chitinen,
vaskes gentagne gange og renses og terres til opndelse
af et holdbart produkt. Ved en efterfglgende operation
eller som alternativ til den navnte terring kan chitinen
viderebehandles, f.eks. ved opvarmning med en stark base
til opnéelse af chitosan.

Hvis den anvendte chitinkilde indeholder astaxan-
thin, kan denne ekstraheres med en olie, fortrinsvis i
forbindelse med den proteolytiske behandling, og man vil
i s& fald ved separeringen i trin c¢) foruden en vandig
fraktion, som indeholder proteinhydrolysat og en slam-
fraktion, som indeholder chitinen, opnd en oliefraktion,
som indeholder den vasentlige mengde astaxanthin fra ud-
gangsmaterialet. Denne oliefraktion vil sadvanligvis
kunne afsattes uden opkoncentrering af den deri varende
astaxanthin.

ved en foretrukken udfgrelsesform ekstraherer man
astaxanthinen med en marin olie, som tilvejebringes ved
at anvende fiskelever eller andre olieholdige dele af
fisk, hvorfra olien frigeres under indvirkning af den.
proteolytiske aktivitet af den resterende del af indvol-
dene, hvilken olie, som navnt, separeres som en sarlig
fraktion i trin c).

Alternativt kan der tilfgres en olie, som f.eks.
sojaolie, men det vil ofte vere mere gkonomisk fordelag-
tigt at medtage fiskelever, sdsom torskelever, eller an-
dre olieholdige dele af fisk ved fremstilling af den en-
silage, som benyttes ved fremgangsmadden ifslge opfindel-
sen eller at tilfere torskelever eller lignende ved
fremstilling af suspensionen i trinnet a). I begge
tilfelde vil fiskeindvoldenes proteolytiske enzymer be-
virke en sadan nedbrydning af de olieholdige vav, at

olien frigeres og senere kan separeres 1 trinnet c).
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Den ved separeringen opndede vandige fase har et
betydeligt indhold af proteinhydrolysat og kan efter
eventuel neutralisation anvendes som komponent i husdyr-
foder, fortrinsvis efter terring.

Det vil af ovenstéende fremgd, at en udfeprelses-
form for fremgangsmaden er ejendommelig ved, at suspen-
sionen i trin a) fremstilles under anvendelse af en af
fiskeindvolde og uorganisk syre fremstillet ensilage med
en pH-verdi pa 1,2 - 2,5, fortrinsvis 1,5 - 2,5, idet
suspensionens pH indstilles til hejst 4.

ved en anden udfgrelsesform for fremgangsmaden
fremstilles suspensionen i trin a) under anvendelse af
friske fiskeindvolde, og dens pH-vardi indstilles til
1,2 - 2,5, fortrinsvis 1,5 - 2,5.

Nar der anvendes rejeskaller som chitinkilde, vil
disse blive opsamlet i et rejepilleri, hvor de sadvan-
ligvis presses til et tgrstofindhold pa ca. 50%. Som
folge af den dérlige holdbarhed vil man szdvanligvis
konservere rejeskallerne ved tilsatning af en sterk,
uorganisk syre til en pH-vaerdi mindre end 3, 09 herved
sker der samtidig en demineralisering af skallerne.
Hvor ramaterialet er r& rejeskaller, konserveres det
fortrinsvis ved pH 1,2 - 2,5.

Da enzymaktiviteten af fiskeindvolde og ensilage,
fremstillet herudaf, varierer meget sterkt, bl.a. afhen-
gigt af fiskens art og fodertilstand samt &rstiden og
ensilagens opbevaringstid og -temperatur, kan der ikke
angives eksakte granser for hvilke forhold mellem chi-
tinkilde og fiskeindvolde eller ensilage, der skal an-
vendes. Med rejeskaller er gode resultater opnaet med
et vegtforhold p& ca. 1:2, idet mengden af rejeskaller
er beregnet ud fra et presset materiale med ca. 50%'s
torstof.

Da navnlig astaxanthinen er meget felsom for oxi-
dation, vil man sadvanligvis serge for, at der er anti-

oxidanter til stede under processen, hvilke antioxidan-
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ter fortrinsvis indferes pad et sa& tidligt stade i pro-
cessen som muligt, dvs. ved den eventuelle forudgdende
konservering af chitinkilden med syre, og ved den even-
tuelle forudgdende oparbejdning af fiskeindvoldene til
ensilage. Ved anvendelse af friske ud-gangsmaterialer
tilsattes antioxidanter ved oparbejdning af suspensionen
i trin a). Som antioxidanter kan anvendes stoffer, som
er sedvanlige til sadanne formdl, sasom butylhydroxyani-
sol.

For at opnd en sterre renhed af den som slamfrak-
tion ved separeringen opndede chitin, kan det vere hen-
sigtsma@ssigt ved oparbejdning af suspensionen i trin a)
at benytte en fiskeindvoldsensilage, som forud er befri-
et for slam.

Som syre ved de eventuelle forudgaende ensilerin-
ger eller konserveringer af f.eks. reje- eller krill-
skallerne samt til opndelse af den enskede pH-vardi for
suspensionen, benyttes saltsyre eller svovlsyre eller

anden sterk syre.

Fremgangsmdden ifglge opfindelen illustreres nar-
mere ved hjelp af nedenstdende udfgrelseseksempel.

EKSEMPETL

Seks portioner fiskeindvoldsensilage blev frem-
stillet ved til hver portion at anvende ca. 500 kg. le-
ver og indvolde fra torsk, 15 1 50 vegt%'s svovlsyre og
5 g butylhydroxyanisol (som antioxidant). Svovlsyren
blev tilsat, medens lever og indvolde blev blandet
intensivt i et 1000 1 kar under anvendelse af et neddyk-
ket blandeapparat. Intensivblandingen blev fortsat i 15
minutter, hvorpd blandingen ved pumpning blev overfagrt
til en tank, hvori den blev forenet med de gvrige fem
portioner, fremstillet pad samme made.

Blandingens pH-verdi var ca. 2,0.
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Den siledes fremstillede ensilage blev opbevaret
i tanken i to degn, medens den intermitterende blev
holdt i bevagelse ved ompumpning.

Til fjernelse af partikelformet materiale og slam
blev ensilagen passeret gennem en centrifugaldekanter og
pumpet til en 5 m3 kugletank.

P& dette stadium havde lever- og indvoldsensila-

gen (ca. 3000 kg) folgende omtrentlige sammensatning:

Olie 20 vegt%
Tgrstof, forskelligt

fra fedt 11 vegt%
Protein 8 vaegts
Aske 2 vegts.

De skaller, som fremkommer som affald fra en re-
jepillemaskine, har fgslgende omtrentlige sammensatning

(efter afdrening af vand):

Torstof 20 vegt%
Protein 5 vegt%
Chitin 5 vegt%
Fedt 0,5 vegts
Aske 6,5 vagts
Astaxanthin 50 ppm.

Portioner p& hver 250 kg rejeskaller blev omrert
med 600 1 vand i et 1000 1 kar, og der blev tilsat 11 1
96%'s svovlsyre og 1 g butylhydroxyanisol. pH-verdien
var ca. 2,0.

Efter at en tilstrazkkelig mengde rejeskaller var
blevet ensileret p& denne ma&de, blev de pumpet til en
snekkepresse til frembringelse af 1500 kg pressekage med
ca. 40%'s torstof. Denne pressekage havde fglgende sam-

mensetning.
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Tgrstof 40 vaegts
Protein 15 vegt%s
Chitin i5 vegts
Fedt 1,5 vegts
Aske 6 vegt%
Astaxanthin 150 ppm.

Fn vesentlig del af det calciumsulfat, som blev
dannet ved omsatning mellem svovlsyren og calciumcarbo-
nat i skallerne, blev fjernet sammen med pressevandet.

Dette pressevand kan anvendes til behandling af
en yderligere mengde rejeskaller til formindskelse af
forbruget af svovlsyre og for at undgd, at den sure ve-
ske skal udledes i milieuet.

Den opndede pressekage af syrebehandlede rejes-
kaller blev indfegrt i kugletanken med lever- og ind-
voldsensilagen, hvori skallerne blev opslammet. Den re-
sulterende suspension havde en viskositet pa 2-3000
mPa ‘s, pH-verdien var ca. 2.

Blandingen blev opvarmet til 35°C ved hjzlp af en
varmespole, gennem hvilken der blev cirkuleret vand ved
45°C. Blandingen blev holdt i bevegelse ved pumpning.

Efter i to degn at have varet opvarmet til 35°C
og holdt i bevaegelse, blev suspensionen opvarmet til
80°C med damp og derpd& pumpet til snekkepressen, hvor
olie og en vandig oplesning af hydrolyseret protein blev
adskilt fra den r& chitin. Den flydende fase blev be-
handlet i en dekantgrcentrifuge til fjernelse af slam og
derpd adskilt ved centrifugering i en oliefraktion og en
fraktion af vandig proteinhydrolysat.

Olien indeholdt ca. 55% af den astaxanthin, som
oprindeligt var til stede i rejeskallerne, svarende til
ca. 200 ppm astaxanthin i olien. Olien kan anvendes som
sddan til fremstilling af foder til laks og beslagtede
fisk, hvis ked gnskes bibragt en redlig farve.

Proteinhydrolysatet blev inddampet og terret til
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opnéelse af et produkt, som var egnet som tilsetning til
foder til kvaeg og fjerkre.

pressekagen, som omfattede rejeskallernes chitin,
blev suspenderet i 2000 1 vand ved 80°C, og suSpensionen
ompumpet i 15 miutter. Suspensionen blev derpd pumpet
til pressen, og den herved opnaede veskefase blev ved
hjelp af en dekanter og en centrifuge adskilt til ud-
vinding af en yderligere mangde astaxantinholdig olie.
Den vandige fase fra denne adskillelse blev kasseret.

Chitinpressekagen blev suspenderet en gang yder-
ligere i 2000 1 vand ved 80°C, og der blev tilsat 20 kg
natriumcarbonat. Suspensionen blev omrgrt, og chitinen
atter isoleret ved hjelp af snekkepressen.

Chitinen blev skyllet en gang yderligere pa lig-
nende made under anvendelse af vand uden natriumcarbo-
nat, og defpé blev skylningen gentaget under tilsztning
af 10 1 30 vegt%'s saltsyre.

Den opndede chitinkage blev til slut vasket med
2000 1 rent vand, ligeledes ved 80°C og atter presset.

Den resulterende kage af chitin blev terret under
anvendelse af varm luft til opndelse af 225 kg chitin

med felgende data:

Farve: hvid med en svag redlig tone
Protein <0,5 vegt%
Olie <0,1 vegt%
Aske <0,5 vagts.

Hvis der onskes et produkt med ekstremt lav aske-
indhold, kan den sidste vaskningsproces udfgres med par-

tielt demineraliseret vand.
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PATENTIEKRAYV
, 1. Fremgangsmdde til udvinding af chitin fra
chitinkilder, hvori den findes sammen med eller bundet
til proteinstoffer og eventuelt sammen med astaxanthin,
ved demineralisering med en syre og behandling med mid-
ler til fjernelse af protein og det eventuelt forelig-
gende astaxanthin, k e n detegnet ved, at man
a) fremstiller en vandig, suspension af den eventu-
elt hakkede chitinkilde og fiskeindvolde eller
fiskeindvoldsensilage samt eventuelt en olie el-
ler et olieafgivende materiale, idet der drages
omsorg for, at fiskeindvoldene eller ensilagen

indvirker p& chitinkilden ved en pH-vardi pa 1,2

-2,5, fortrinsvis 1,5-2,5, eller at der ved frem-

stillingen af ensilagen er anvendt en saddan pH-

verdi, i hvilket tilfelde indvirkningen foretages

ved en pH-verdi mellem 1,2 og 4,

b) opvarmer suspensionen til en temperatur mellem 25
og 50°C i et tidsrum p& mellem nogle f& timer og
fire degn, fortrinsvis % - 3 degn, og

c) separerer suspensionen til opnéelse af 1 det
mindste (i) en vandig fase, som indeholder pro-
teinhydrolysat i oplest form, og (ii) en frak-
tion, som indeholder chitinen i det vasentlige
fri for proteiner og mineralstoffer, og  (iii)
eventuelt en oliefraktion, som indeholder asta-
xanthin.

2. Fremgangsmadde ifelge krav 1, ved hvilken der
anvendes en chitinkilde, som indeholder astaxanthin,
kendetegnet ved, at man som olieafgivende ma-
teriale anvender fiskelever eller andre olieholdige dele
af fisk, hvorfra olien frigeres under indvirkning af den
proteolytiske aktivitet af indvoldene og optager asta-
xanthinen, hvilken olie separeres som astaxanthinholdig
oliefraktion i trin c).

3. Fremgangsmdde ifplge krav 1 eller 2, k en -
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detegnet ved, at suspensionen i trin a) frem-
stilles under anvendelse af en af fiskeindvolde og uor-
ganisk syre fremstillet ensilage.

4. Fremgangsmdde ifelge krav 1 eller 2, k en -
detegnet ved, at suspensionen i trin a) frem-
stilles under anvendelse af friske fiskeindvolde.

5. Fremgangsmade ifelge et vilkédrligt af de fo-
regdende krav, kendetegnet ved, at suspen-
sionen tilferes en antioxidant, fortrinsvis tilsat ved
en eventuel ensilering af chitinkilden og/eller af fi-
skeindvoldene.

6. Fremgangsmdde ifslge et vilkérligt af de fo-
regédende krav, k end et egnet ved, at man mellem
trin b) og trin «c) foretager en delvis neutralisation
og opvarmning af suspensionen til 80-95°C til inaktive-
ring af dennes enzymindhold og nedszttelse af dens vi-
skositet.

7. Fremgangsmdde ifplge krav 3, kende -
t egnet ved, at ensilagen af fiskeindvolde forud er
befriet for slam.

8. Fremgangsmade ifelge et vilkarligt af de fo-
regdende krav, kendetegnet ved, at der som
chitinkilde anvendes r& rejeskaller, som er konserveret
med syre til pH 1,2 - 2,5.
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