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VERBESSERUNG DER BIOVERFUGBARKEIT VON WERTSTOFFEN AUS MIKROORGANISMEN

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum schonenden Aufschluss von Wertstoffe
enthaltenden Zellen, Nahrungsmittel und Futtermittel, die solche durch schonende
Aufschluss erhaltene Wertstoffe enthalten, sowie Tiere, die durch Fltterung mit solchen

Futtermitteln erhalten wurden.

Die Bedeutung von mikrobiellen Zellen zur Herstellung von Wertstoffen ist dem Fachmann
bekannt. Ein Beispiel fur solche Wertstoffe stellen Nahrungsmittelkomponenten dar,
insbesondere Lipide wie etwa polyungesattigte Fettsauren. Fir die Herstellung von solchen
Wertstoffen spielen neben Bakterien und Hefen insbesondere auch weitere Pilze sowie

Algen eine besondere Rolle.

Bestimmte Wertstoffe, insbesondere polyungeséattigte Fettsduren (PUFAS), stellen eine
wichtige Komponente fiir die Erndhrung von Mensch und Tier dar. Als Quelle fiir omega-3-
Fettsauren wurde anfangs vor allem Fisch verwendet. Spater wurde entdeckt, dass
bestimmte Mikroben heterotroph omega-3-Fettsauren in grofen Mengen produzieren, wobei
die Fettsaureproduktion durch Wahl spezifischer Reaktionsparameter vorteilhaft beeinflusst
werden kann. Die omega-3-Fettsduren kdnnen anschliel3end aus den Zellen gewonnen
werden oder aber die Zellen in Form von Biomasse direkt in Futter- oder Nahrungsmitteln

eingesetzt werden.

Ein Problem bei der Verwendung und Verarbeitung von zahlreichen Wertstoffen,
insbesondere von polyungesattigten Fettsduren, stellt ihre Instabilitat gegeniber oxidativen
Abbau dar: Sobald der Wertstoff aus den Zellen isoliert wird, ist die Gefahr des oxidativen
Abbaus stark erhoht, da der Schutz durch die umgebende Zellmembran nicht mehr gegeben
ist. Wenn der Wertstoff jedoch nicht aus den Zellen isoliert wird, ist die Bioverfigbarkeit
reduziert, d.h. der Wertstoff kann von dem konsumierenden Tier nicht verwertet werden, da
die Zellwand nicht oder nicht in ausreichender Menge gespalten werden kann. Ein
Kompromiss besteht entsprechend darin, den Wertstoff erst unmittelbar vor seinem Einsatz
bzw. erst bei Herstellung des Futter- oder Nahrungsmittels aus den Zellen freizusetzen. Auf
diese Weise wird sichergestellt, dass der Wertstoff auf bestmdgliche Weise stabilisiert wird,
bevor er seiner Anwendung zugefiihrt wird. In diesem Sinne wird in US 2012/0183668 A1

beschrieben, dass zur Herstellung von Futtermitteln PUFAs enthaltende Zellen mit anderen
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Futtermittelinhaltsstoffen vermischt werden und das so erhaltene Gemisch zwecks

Herstellung eines Futtermittels anschlieliend einem Extrusionsverfahren unterworfen wird.

Es hat sich jedoch herausgestellt, dass bei Einsatz der PUFAs enthaltenden Zellen der

Zellaufschluss in der Regel nur unzureichend erfolgt bzw. dass zur Erzielung eines

zufriedenstellenden Zellaufschlusses sehr harsche Zellaufschlussbedingungen in Form eines

hohen mechanischen Energieeintrags gewahlt werden miissen, wobei selbst dann nicht
sichergestellt ist, dass der Zellaufschluss tatsachlich zufriedenstellend verlauft. Bei dem
anzuwendenden hohen Energieeintrag kann es im Ubrigen zur Schidigung der PUFAs oder

anderer Bestandteile der Futtermittelmischung kommen.

Die Aufgabe der vorliegenden Aufgabe bestand daher darin, ein schonenderes Verfahren zur

Herstellung von Futtermitteln, die Wertstoffe, vorzugsweise Lipide, insbesondere
polyungesattigte Fettsduren, enthalten, zur Verfligung zu stellen, wobei eine Schadigung der

Wertstoffe bestmdglich vermieden werden sollte.

Uberraschenderweise wurde erfindungsgemaf gefunden, dass der mechanische
Energieeintrag deutlich reduziert werden kann, wenn vor Durchflihrung des
Zellaufschlussverfahrens die Zellen durch Zufiihrung von Wasser oder einer wassrigen
Lésung aufgequollen werden, so dass die Gefahr der Schadigung des enthaltenen
Wertstoffs stark minimiert werden kann. Besonders (iberraschend konnte hierbei selbst mit
relativ geringer Wasserzugabe noch ein ausreichender Aufschluss der Zellen erreicht
werden, was insbesondere mit Hinblick auf die anschlielende Weiterverarbeitung von

besonderem Vorteil ist.

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zum Aufschluss
von Zellen, die Wertstoffe, insbesondere Lipide, vorzugsweise ungesattigte Fettsduren
enthalten, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen vor dem Zellaufschluss aufgequollen

werden.

Unter ,Aufquellen der Zellen® ist erfindungsgemaf zu verstehen, dass Wasser (oder eine
wassrige Losung) in die Zellen eindringt und hierdurch der osmotische Druck in den Zellen

erhoht wird.

Das Aufquellen der Zellen erfolgt erfindungsgemal vorzugsweise dadurch, dass ausgehend

von einer Zellmasse mit einem Feuchtigkeitsgehalt von weniger als 15 Gew.-%,
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insbesondere 1 — 14 Gew.-%, vorzugsweise weniger als 10 Gew.-%, insbesondere 1 — 9
Gew.-%, besonders bevorzugt weniger als 5 Gew.-%, insbesondere 1 — 4,5 Gew.-%, eine
Zellsuspension mit einem Feuchtigkeitsgehalt von mindestens 30 Gew.-%, vorzugsweise 30
bis 90 Gew.-%, besonders bevorzugt 30 bis 75 Gew.-% oder 40 bis 80 Gew.-%,
insbesondere 40 bis 75 Gew.-% oder 50 bis 75 Gew.-%, hergestellt wird. In einer besonders
bevorzugten Ausfiihrungsform wird ein Feuchtigkeitsgehalt von 30 bis 60 Gew.-%,

insbesondere von 35 bis 50 Gew.-%, eingestellt.

Verfahren zur Bestimmung des Feuchtigkeitsgehalts bzw. Feststoffgehalts sind dem
Fachmann bekannt. Die Bestimmung des Feststoffgehalts kann beispielsweise unter
Verwendung einer Infrarotlampe erfolgen. Vorzugsweise erfolgt die Bestimmung des
Feuchtigkeitsgehalts erfindungsgeman gravimetrisch durch Ermittlung des Wasserverlustes
wahrend der thermischen Trocknung, die beispielsweise in einem Trockenschrank
durchgefiihrt werden kann. Feuchtigkeitsgehalt und Feststoffgehalt sind einander

komplementar.

Der Zellaufschluss kann unter Einsatz der dem Fachmann bekannten
Zellaufschlussverfahren erfolgen, wie beispielsweise durch einen Schneckenextruder,
eine Schlagermuhle, eine Luftdisenmihle oder durch Anwendung erhdhten Drucks,

beispielsweise durch das sogenannte French-Press-Verfahren.

Der Zellaufschluss wird erfindungsgemal? vorzugsweise unter Verwendung eines Rotor-

Stator-Systems oder in einem Extrusionsverfahren durchgeflihrt.

Das Rotor-Stator-System basiert auf einem stationaren Teil, der Stator genannt wird, und
einem rotierenden Teil, dem Rotor. Der Rotor besitzt typischerweise eine
Umfangsgeschwindigkeit von mindestens 5 m/s, beispielsweise 10 bis 30 m/s, die
Spaltbreite zwischen Rotor und Stator kann beispielsweise 0,1 — 0,5 mm betragen. Bei dem
Rotor-Stator-System handelt es sich vorzugsweise um ein homogenisierendes System. Als
Rotor-Stator kann beispielsweise die Mischmaschine MHD 2000 (IKA) eingesetzt werden.
Zur Durchflihrung des Zellaufschlusses wird die Zell-Suspension in den Zwischenraum
zwischen Stator und Rotor zugegeben. In diesem Spalt erfahren die Zellen eine
Scherbeanspruchung und zusatzlich entstehen Turbulenzen. Diese beiden Faktoren

bewirken den Zellaufschluss.
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Der Energieeintrag auf die Zellen, insbesondere unter Verwendung eines Rotor-Stator-
Systems oder wahrend des Extrusionsverfahrens, betragt erfindungsgemaf vorzugsweise
maximal 50 kWh pro Tonne Suspension, insbesondere maximal 40, 35 oder 30 kWh pro
Tonne Suspension, besonders bevorzugt maximal 25, 20 oder 15 kWh pro Tonne
Suspension. Bevorzugte Bereiche stellen hierbei Energieeintrage von 0,1 — 50 kWh pro
Tonne Suspension, insbesondere 0,3 - 45 kWh, besonders bevorzugt 0,5 — 40 kWh,
insbesondere 0,8 — 35 kWh, vor allem 1 — 30 kWh, insbesondere 1,5 — 25 kWh, 2 — 20 kWh

oder 3 — 15 kWh, jeweils pro Tonne Suspension, dar.

Die ,Zellaufschlussrate” des erfindungsgemalen Verfahrens betragt vorzugsweise
mindestens 50 %, besonders bevorzugt mindestens 60, 70 oder 80 %, vor allem mindestens
85, 90 oder 95 %. Unter der ,Zellaufschlussrate® ist die Anzahl der aufgeschlossenen Zellen
nach Beendigung des Zellaufschlussverfahrens im Verhaltnis zur Gesamtzahl der Zellen zu
verstehen. Die Zellaufschlussrate kann beispielsweise visuell unter Verwendung eines
Mikroskops bestimmt werden als das Verhaltnis der Anzahl aufgeschlossener Zellen in

Bezug zur Gesamtzahl der Zellen.

Um die Wertstoffe, insbesondere Lipide, gegen oxidativen Abbau zu stabilisieren, kdnnen in
der Zellsuspension, die fiir den Zellaufschluss verwendet wird, zusatzlich Antioxidantien
enthalten sein. Bevorzugte Antioxidantien stellen hierbei BHT, BHA, TBHA, Ethoxychin,
beta-Carotin, Vitamin E und Vitamin C dar. Das Antioxidans ist, sofern eingesetzt,

vorzugsweise in einer Menge von 0,01 bis 2 Gew.-% enthalten.

Um den Zellaufschluss zu erleichtern kdnnen gegebenenfalls auch geringe Enzymmengen
enthalten sein, die zum Verdau der Zellwand beitragen und dadurch die Freisetzung der
Lipide erleichtern. Das Zellwand spaltende Enzym ist, sofern eingesetzt, vorzugsweise in
einer Menge von 0,01 bis 0,5 Gew.-% in der Zellsuspension enthalten In einer
erfindungsgemal} bevorzugten Ausfithrungsform wird der Zellaufschluss jedoch in
Abwesenheit von Enzymen, insbesondere in Abwesenheit von Enzymen, die zum Verdau
der Zellwand beitragen, durchgefiihrt. Denn das Enzym miisste nach seinem Einsatz
wieder inaktiviert werden. Aulderdem ware eine groliere Wassermenge als

erfindungsgemalf’ bevorzugt erforderlich, um das Enzym effektiv einzusetzen.
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Bei den erfindungsgemald im Zellaufschlussverfahren einzusetzenden Zellen kann es
sich um Zellen handeln, die bereits natiirlicherweise Wertstoffe, vorzugsweise Lipide,
insbesondere PUFAs, produzieren, es kann sich jedoch auch um Zellen handeln, die
durch entsprechende gentechnische Verfahren dazu in die Lage versetzt wurden, Lipide,
insbesondere PUFAs, zu produzieren. Die Produktion kann hierbei autotroph, mixotroph

oder heterotroph erfolgen.

Bevorzugt werden erfindungsgemaf Zellen eingesetzt, die Lipide, insbesondere PUFAs,
heterotroph produzieren. Es handelt sich bei den Zellen erfindungsgemal vorzugsweise
um Algen, Pilze, insbesondere Hefen, oder Protisten, es kommen jedoch etwa auch Zellen
von Ol-produzierenden Pflanzen in Betracht. Besonders bevorzugt handelt es sich um

Zellen mikrobieller Algen oder Pilze.

Als Zellen von 6l-produzierenden Pflanzen kommen insbesondere die Samen von Soja,

Flachs, Raps, Mais, Baumwolle, Distel und Sonnenblume in Betracht.

Als Zellen von dl-produzierenden Hefen kommen insbesondere Stamme von Yarrowia,
Candida, Rhodotorula, Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon und Lipomyces in
Betracht.

Erfindungsgemaf werden vorzugsweise Zellen des Taxons Labyrinthulomycetes
(Labyrinthulea, Netzschleimpilze, Schleimnetze) eingesetzt, insbesondere solche der
Familie der Thraustochytriaceae. Zu der Familie der Thraustochytriaceae gehdren die
Gattungen Althomia, Aplanochytrium, Elnia, Japonochytrium, Schizochytrium,
Thraustochytrium und Ulkenia. Besonders bevorzugt werden erfindungsgemaf Zellen der
Gattungen Thraustochytrium, Schizochytrium und Ulkenia eingesetzt, vor allem solche der
Gattung Thraustochytrium oder Schizochytrium. Ein besonders bevorzugt eingesetzter
Stamm stellt der Stamm Schizochytrium limacinum SR21 (IFO 32693) dar.

Die erfindungsgemalf} einzusetzenden Zellen werden vorzugsweise in Form von sogenannter
,Biomasse” eingesetzt. Bei der Biomasse handelt es sich vorzugsweise um das Produkt
eines fermentativen Kultivierungsverfahrens. Die Biomasse kann entsprechend neben den
aufzuschliefsenden Zellen auch noch Bestandteile des Fermentationsmediums enthalten. Bei
diesen Bestandteilen kann es sich insbesondere um Salze, Antischaummittel und nicht

umgesetzte Kohlenstoffquelle und/oder Stickstoffquelle handeln. Der Zellgehalt in dieser
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Biomasse betragt vorzugsweise mindestens 70 Gew.-%, vorzugsweise mindestens 75 Gew.-
%. Der Zellgehalt in der Biomasse kann gegebenenfalls vor Durchfiihrung des
Zellaufschlussverfahrens durch entsprechende Waschschritte beispielsweise auf mindestens
80 oder mindestens 90 Gew.-% erh6ht werden. Die erhaltene Biomasse kann jedoch auch

direkt in dem Zellaufschlussverfahren eingesetzt werden.

Die erfindungsgemafd im Zellaufschlussverfahren einzusetzenden Zellen zeichnen sich
vorzugsweise dadurch aus, dass sie einen Wertstoff-Gehalt, vorzugsweise Lipid-Gehalt,
besonders bevorzugt PUFA-Gehalt, von mindestens 20 Gew.-%, vorzugsweise mindestens
30 Gew.-%, insbesondere mindestens 40 Gew.-%, jeweils bezogen auf die

Zelltrockenmasse, aufweisen.

In einer bevorzugten Ausflihrungsform liegt ein Grofdteil der Lipide in Form von
Triglyceriden vor, wobei vorzugsweise mindestens 50 Gew.-%, insbesondere mindestens
75 Gew.-% und in einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform mindestens 90 Gew.-%

der in der Zelle enthaltenen Lipide in Form von Triglyceriden vorliegen.

Weiterhin umfassen die in der Zelle enthaltenen Lipide vorzugsweise polyungesattigte
Fettsauren (PUFAs), wobei vorzugsweise mindestens 10 Gew.-%, insbesondere mindestens
20 Gew.-%, besonders bevorzugt 20 bis 60 Gew.-%, insbesondere 20 bis 40 Gew.-%, der in

der Zelle enthaltenen Fettsauren PUFAs darstellen.

Unter polyungesattigten Fettsduren (PUFAs) werden erfindungsgemal Fettsauren
verstanden, die mindestens zwei C-C-Doppelbindungen aufweisen. Unter den PUFAs sind
erfindungsgemal hochungesattigte Fettsduren (HUFAs) bevorzugt. Unter HUFAs werden
erfindungsgemal} Fettsduren verstanden, die mindestens vier C-C-Doppelbindungen

aufweisen.

Die PUFAs koénnen in der Zelle in freier Form oder in gebundener Form vorliegen. Beispiele
fur das Vorliegen in gebundener Form sind Phospholipide und Ester der PUFAs,
insbesondere Monoacyl-, Diacyl- und Triacylglyceride. In einer bevorzugten Ausflihrungsform
liegt ein Grofdteil der PUFAs in Form von Triglyceriden vor, wobei vorzugsweise mindestens
50 Gew.-%, insbesondere mindestens 75 Gew.-% und in einer besonders bevorzugten
Ausfiihrungsform mindestens 90 Gew.-% der in der Zelle enthaltenen PUFAs in Form von

Triglyceriden vorliegen.
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Bevorzugte PUFAs stellen omega-3-Fettsauren und omega-6-Fettsduren dar, wobei omega-
3-Fettsauren besonders bevorzugt sind. Bevorzugte omega-3-Fettsduren stellen hierbei die
Eicosapentaensaure (EPA, 20:5w-3), insbesondere die (562,82,112,14Z,17Z)-Eicosa-
5,8,11,14,17-pentaensaure, und die Docosahexaensaure (DHA, 22:6w-3), insbesondere die
(42,72,102,132,162,19Z)-Docosa-4,7,10,13,16,19-hexaensaure, dar, wobei die

Docosahexaensaure besonders bevorzugt ist.

Verfahren zur Herstellung der Lipide, insbesondere PUFAs, enthaltenden Zellen
insbesondere der Ordnung Thraustochytriales sind im Stand der Technik ausfiihrlich
beschrieben (siehe z.B. WO91/07498, W094/08467, WO97/37032, WO97/36996,
WO01/54510). Die Herstellung erfolgt in der Regel dadurch, dass Zellen in Anwesenheit
einer Kohlenstoffquelle und einer Stickstoffquelle in einem Fermenter kultiviert werden. Es
konnen hierbei Biomasse-Dichten von mehr als 100 Gramm pro Liter und Produktionsraten
von mehr als 0,5 Gramm Lipid pro Liter pro Stunde erreicht werden. Das Verfahren wird
vorzugsweise als sogenanntes Fed-Batch-Verfahren durchgefiihrt, d.h. dass die Kohlenstoff-
und Stickstoffquellen inkrementell wahrend der Fermentation zugeflihrt werden. Die Lipid-
Produktion kann nach Erreichen der gewiinschten Biomasse durch unterschiedliche
Mafnahmen induziert werden, beispielsweise durch Limitierung der Stickstoffquelle, der

Kohlenstoffquelle oder des Sauerstoffgehalts oder Kombinationen davon.

Die Fermentation der Zellen erfolgt vorzugsweise in einem Medium mit niedriger Salinitat,
insbesondere um Korrosion zu verhindern. Dies kann dadurch erreicht werden, dass
anstelle von Natriumchlorid chlor-freie Natriumsalze, wie beispielsweise Natriumsulfat,
Natriumcarbonat, Natriumhydrogencarbonat oder Sodaasche, als Natriumquelle verwendet
werden. Vorzugsweise wird Chlorid in Mengen von weniger als 3 g/l, insbesondere weniger

als 500 mg/l, besonders bevorzugt weniger als 100 mg/l, bei der Fermentation eingesetzt.

Als Kohlenstoffquelle kommen sowohl alkoholische als auch nicht-alkoholische
Kohlenstoffquellen in Betracht. Beispiele fiir alkoholische Kohlenstoffquellen sind Methanol,
Ethanol und Isopropanol. Beispiele flr nicht-alkoholische Kohlenstoffquellen sind Fructose,

Glucose, Saccharose, Molassen, Starke und Maissirup.

Als Stickstoffquelle kommen sowohl anorganische als auch organische Stickstoffquellen in

Betracht. Beispiele fiir anorganische Stickstoffquellen sind Nitrate und Ammoniumsalze,
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insbesondere Ammoniumsulfat und Ammoniumhydroxid. Beispiele flr organische

Stickstoffquellen sind Aminosauren, insbesondere Glutamat, und Harnstoff.

Zusatzlich kdnnen auch anorganische oder organische Phosphorverbindungen und/oder
bekannte wachstumsstimulierende Stoffe, wie etwa Hefeextrakt oder Maisquellwasser,

hinzugegeben werden, um die Fermentation positiv zu beeinflussen

Die Fermentation der Zellen erfolgt vorzugsweise bei einem pH-Wert von 4 bis 11,
insbesondere 6 bis 10, sowie vorzugsweise bei einer Temperatur von mindestens
20°C, insbesondere 20 bis 40°C, besonders bevorzugt mindestens 30 °C. Ein

typisches Fermentationsverfahren dauert bis zu etwa 100 Stunden.

Nach Beendigung der Fermentation erfolgt die Ernte der Zellen. Durch Zentrifugation,
Filtration, insbesondere Ultra- oder Mikrofiltration, Dekantieren und/oder
Losungsmittelverdampfung kann ein Grofteil des Fermentationsmediums von der
Biomasse abgetrennt werden. Die L&sungsmittelverdampfung erfolgt vorzugsweise
unter Einsatz eines Trommeltrockners, eines Tunneltrockners, durch Spriihtrocknung
oder Vakuumverdampfung. Die Lésungsmittelverdampfung kann insbesondere auch
unter Einsatz eines Rotationsverdampfers, eines Diinnschichtverdampfers oder eines
Fallfilmverdampfers erfolgen. Alternativ zur Lésungsmittelverdampfung kommt
beispielsweise auch die Umkehrosmose zur Einengung der Fermentationsbriihe in
Betracht. Anschlie3end wird die erhaltene Biomasse gegebenenfalls weiter getrocknet,
vorzugsweise durch FlieRbettgranulation. Vorzugsweise wird durch das Trocknen der
Feuchtigkeitsgehalt auf unter 15 Gew.-%, insbesondere auf unter 10 Gew.-%,

besonders bevorzugt auf unter 5 Gew.-% reduziert.

Vorzugsweise erfolgt nach der Ernte der Zellen oder gegebenenfalls auch schon kurz
vor der Ernte der Zellen eine Pasteurisierung der Zellen, um die Zellen abzutdten und

Enzyme, die den Abbau der Lipide befordern kdnnten, zu inaktivieren.

Die auf diese Weise erhaltene — vorzugsweise getrocknete — Biomasse kann nun
eingesetzt werden, um die Zellsuspension herzustellen. Zur Herstellung der Suspension

wird Wasser oder eine wassrige Losung eingesetzt.
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Die Suspension kann im Falle des Rotor-Stator-Systems entweder direkt im Rotor-Stator-
System hergestellt werden, so dass Herstellung der Suspension und Zellaufschluss in
einem Schritt erfolgen oder es kann alternativ zunachst in einem Ruhrsystem die
Zellsuspension hergestellt und diese anschliellend zwecks Zellaufschluss in dem Rotor-

Stator-System eingesetzt werden.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform erfolgt die Herstellung der Suspension im Rotor-
Stator-System unter Verwendung eines feststoffmischenden Aufsatzes. Unter einem
feststoffmischenden Aufsatz ist hierbei eine Vorrichtung zu verstehen, die das separate
Einbringen von einerseits Feststoff und andererseits Wasser bzw. wassriger Losung in
das Rotor-Stator-System erlaubt. Die Suspension wird somit erst wahrend des
Zellaufschlusses bzw. unmittelbar vor dem Zellaufschluss durch Vermischung in dem
feststoffmischenden Aufsatz hergestellt. Erfindungsgemal’ wurde gefunden, dass unter
Verwendung eines solchen feststoffmischenden Aufsatzes Suspensionen mit sehr hohen
Feststoffgehalten dem Zellaufschluss unterzogen werden kénnen, was mit Hinblick auf die
nachfolgende Verarbeitung besonders vorteilhaft ist. Suspensionen, die unter Verwendung
eines feststoffmischenden Aufsatzes in dem Rotor-Stator-System eingesetzt werden,
weisen vorzugsweise einen Feststoffgehalt von 40-70 Gew.-%, besonders bevorzugt von
50-65 Gew.-%, auf.

Falls zur Herstellung der Zellsuspension eine wassrige Losung eingesetzt wird, dann kann
diese insbesondere weitere Nahrungsmittelkomponenten — wie etwa Vitamine oder Salze

enthalten.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung
eines Wertstoffs, bei welchem nach Durchfiihrung des erfindungsgemafien
Zellaufschlusses anschliefdend eine teilweise oder vollstandige Abtrennung der
Zelltrimmer erfolgt, um einen teilweise oder vollstéandig gereinigten Wertstoff zu erhalten.
Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist entsprechend auch der Wertstoff, der

durch ein solches erfindungsgemafes Verfahren erhaltlich ist.

Bei dem Wertstoff handelt es sich entsprechend vorzugsweise um ein Lipid, insbesondere
ein Ol, besonders bevorzugt um ein Ol, das polyungesittigte Fettsauren enthélt, wobei
vorzugsweise mindestens 10 Gew.-%, insbesondere mindestens 20 Gew.-%, besonders

bevorzugt 20 — 60 Gew.-%, vor allem 20 — 40 Gew.-%, der in der Zelle enthaltenden
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Lipide polyungesattigte Fettsduren darstellen. Vorzugsweise werden hierbei mindestens
20, 30 oder 40 Gew.-%, insbesondere mindestens 50, 60 oder 70 Gew.-%, besonders

bevorzugt mindestens 80, 90 oder 95 Gew.-% der Zelltrtimmer abgetrennt.

Die Abtrennung der Zelltrimmer erfolgt erfindungsgemaf vorzugsweise mechanisch,

beispielsweise durch Dekantieren, Filtration oder Zentrifugation.

Zur Abtrennung des Wertstoffs von den Zelltrimmern kann gegebenenfalls auch ein
Losungsmittel verwendet werden, in welchem sich der Wertstoff 16st. Das Losungsmittel kann
nach der Abtrennung des Wertstoffs entsprechend wieder entfernt werden, beispielsweise
durch Anlegen eines reduzierten Drucks. Alternativ kann die Abtrennung des Wertstoffs

beispielsweise durch superkritische Flissigextraktion erfolgen.

So kann die Abtrennung eines Ols beispielsweise dadurch erfolgen, dass ein dem
Fachmann bekanntes Lésungsmittel, beispielsweise Chloroform, Ether, Hexan,
Methylenchlorid oder Methanol, eingesetzt wird. Die Abtrennung des Ols kann beispielsweise
auch dadurch erfolgen, dass ein anderes Ol zur Extraktion des erfindungsgeméaten Ols
verwendet wird. Alternativ kann die Abtrennung des Ols natiirlich auch ohne Verwendung

eines Losungsmittels auf rein mechanischem Wege erfolgen.

Das Ol kann anschlieRend einer chemischen oder physikalischen Raffinierung unterzogen
werden. Die Raffinierung kann das Degummieren, das Bleichen, das Filtern, das

Desodorieren und/oder das Polieren des Rohols umfassen.

Die Isolierung gewiinschter Ol-Bestandteile, insbesondere der omega-3-Fettsauren, kann
durch Hydrolyse der enthaltenen Lipide und anschlieRende fraktionierte Kristallisation,
fraktionierte Destillation, Sdulenchromatographie oder superkritische Flissigfraktionierung
erfolgen. Die Hydrolyse der Lipide kann hierbei durch basische, saure oder enzymatische
Spaltung erfolgen. Nach der Spaltung der Lipide kénnen die nicht-verseifbaren Komponenten
durch Lésungsmittelextraktion — beispielsweise unter Verwendung von Ether Hexan oder
Chloroform — abgetrennt werden. Die verbliebene Losung wird anschliefsend acidifiziert, so
dass die freien Fettsduren ebenfalls in ein Losungsmittel aufgenommen werden konnen.
Durch Kuhlung kdnnen dann die nicht-polyungesattigen Fettsauren aus dem Losungsmittel
ausgefallt und durch Filtration, Zentrifugation oder Dekantieren abgetrenntwerden, wahrend

die polyungesattigen Fettsduren in Losung verbleiben.
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Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines
Nahrungs- oder Futtermittels, bei welchem die Zellen nach Durchfiihrung des
Zellaufschlusses mit anderen Nahrungs- oder Futtermittelinhaltsstoffen vermischt werden

und anschlieftend zu dem Nahrungs- oder Futtermittel verarbeitet werden.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung
eines Nahrungs- oder Futtermittels, bei welchem der teilweise oder vollstéandig gereinigte
Wertstoff, insbesondere ein erfindungsgemalf isoliertes Lipid oder erfindungsgemals isolierte
omega-3-Fettsauren, mit anderen Nahrungs- oder Futtermittelinhaltsstoffen vermischt wird

und anschlieftend zu dem Nahrungs- oder Futtermittel verarbeitet wird.

Die Verarbeitung des Gemisches aus aufgeschlossenen Zellen und weiteren Nahrungs- oder
Futtermittelinhaltsstoffen erfolgt in einer bevorzugten Ausfiihrungsform durch ein
Extrusionsverfahren, um verkaufsfertige Portionen des Nahrungs- oder Futtermittels zu

erhalten. Alternativ kann beispielsweise auch ein Pelletierverfahren eingesetzt werden.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform werden die nicht aufgeschlossenen Zellen zunachst
mit den weiteren Nahrungs- oder Futtermittelinhaltsstoffen vermischt, so dass der

Zellaufschluss erst wahrend des Extrusionsverfahrens erfolgt.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch ein Verfahren zur
Herstellung eines Nahrungs- oder Futtermittels, bei welchem die Zellen der Zellsuspension
vor Durchfiihrung des Zellaufschlusses mit anderen Nahrungs- oder Futtermittelinhaltsstoffen
vermischt werden und das so erhaltene Gemisch in einem Extrusionsverfahren zu einem

Nahrungs- oder Futtermittel verarbeitet wird.

Im Extrusionsverfahren wird vorzugsweise ein Schnecken- oder Doppelschneckenextruder
eingesetzt. Das Extrusionsverfahren wird vorzugsweise bei einer Temperatur von 80 — 220°
C, insbesondere 100 — 190 °C, einem Druck von 10 — 40 Bar, und einer
Wellenumlaufgeschwindigkeit von 100 — 1000 rpm, insbesondere 300 — 700 rpm,
durchgefihrt. Die Verweilzeit des eingebrachten Gemisches betragt vorzugsweise 5 — 30

Sekunden, insbesondere 10 — 20 Sekunden.

Bei einer erfindungsgemal bevorzugten Art des Extrusionsverfahrens umfasst das

Verfahren einen Kompaktierungs- und einen Kompressionsschritt.
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Vor der Durchfiihrung des Extrusionsverfahrens werden die Komponenten vorzugsweise
innig miteinander vermischt. Dies geschieht vorzugsweise in einer Trommel, die mit
Schaufeln ausgestattet ist. Bei diesem Mischungsschritt erfolgt in einer bevorzugten
Ausfiihrungsform eine Wasserdampfinjektion, insbesondere um die Quellung der

vorzugsweise enthaltenen Starke zu bewirken.

Die weiteren Nahrungs- oder Futtermittelinhaltsstoffe werden vor dem Vermischen mit den
aufgeschlossenen oder nicht aufgeschlossenen Zellen — soweit erforderlich - vorzugsweise
zerkleinert, um sicherzustellen, dass bei dem Mischungsschritt ein homogenes Gemisch
erhalten wird. Das Zerkleinern der weiteren Nahrungs- oder Futtermittelinhaltsstoffe kann

beispielsweise unter Verwendung einer Hammer-Mihle erfolgen.

Ein erfindungsgemaf bevorzugtes Verfahren zur Herstellung eines Nahrungs- oder

Futtermittels umfasst daher die folgenden Schritte:

a) Bereitstellung einer Zellsuspension von Zellen der Ordnung Thraustochytriales,
insbesondere der Gattung Thraustochytrium oder Schizochytrium, mit einem
Feuchtigkeitsgehalt von mindestens 30 Gew.-%, vorzugsweise 30 bis 90 Gew.-%,
besonders bevorzugt 30 bis 60 Gew.-%, insbesondere 35 bis 50 Gew.-%, ausgehend von
einer Zellmasse mit einem Feuchtigkeitsgehalt von weniger als 15 Gew.-%, vorzugsweise
weniger als 10 Gew.-%, insbesondere 1 — 9 Gew.-%, besonders bevorzugt weniger als 5

Gew.-%, insbesondere 1 — 4,5 Gew.-%);

b) Zellaufschluss unter Anwendung eines Energieeintrags von maximal 50 kWh pro
Tonne Suspension, vorzugsweise von 0,1 — 50 kWh, insbesondere 0,3 - 45 kWh,
besonders bevorzugt 0,5 — 40 kWh, insbesondere 0,8 — 35 kWh, vor allem 1 — 30 kWh,
insbesondere 1,5 - 25 kWh, 2 — 20 KWh oder 3 — 15 kWh, jeweils pro Tonne Suspension,

vorzugsweise unter Verwendung eines Rotor-Stator-Systems;

¢) Vermischung der aufgeschlossenen Zellen und/oder daraus isolierter Wertstoffe mit

weiteren Nahrungs- oder Futtermittelinhaltsstoffen;

d) Herstellung des finalen Produkts durch ein Kompaktierungs- oder Extrusionsverfahren.
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Ein weiteres erfindungsgemal’ bevorzugtes Verfahren zur Herstellung eines Nahrungs-

oder Futtermittels umfasst die folgenden Schritte:

a) Bereitstellung einer Zellsuspension von Zellen der Ordnung Thraustochytriales,
insbesondere der Gattung Thraustochytrium oder Schizochytrium, mit einem
Feuchtigkeitsgehalt von mindestens 30 Gew.-%, vorzugsweise 30 bis 90 Gew.-%,
insbesondere 30 bis 80 Gew.-%, besonders bevorzugt 30 bis 60 Gew.-%, insbesondere
35 bis 50 Gew.-%, ausgehend von einer Zellmasse mit einem Feuchtigkeitsgehalt von
weniger als 15 Gew.-%, vorzugsweise weniger als 10 Gew.-%, insbesondere 1 — 9 Gew.-

%, besonders bevorzugt weniger als 5 Gew.-%, insbesondere 1 — 4,5 Gew.-%;

b) Vermischung der Zellsuspension mit weiteren Nahrungs- oder
Futtermittelinhaltsstoffen, wobei die Zellen vorzugsweise 0,5-20 Gew.-%, insbesondere
1-10 Gew.-%, besonders bevorzugt 2-8 Gew.-% der resultierenden Zusammensetzung

ausmachen;

¢) Herstellung des finalen Produktes durch ein Extrusionsverfahren, wobei vorzugsweise ein
Energieeintrag von maximal 50 kWh pro Tonne Suspension, vorzugsweise von 0,1 — 50
kWh, insbesondere 0,3 - 45 kWh, besonders bevorzugt 0,5 — 40 kWh, insbesondere 0,8 — 35
kWh, vor allem 1 — 30 kWh, insbesondere 1,5 — 25 kWh, 2 — 20 kWwh oder 3 — 15 kWh,

jeweils pro Tonne Suspension erfolgt.

Erfindungsgemalie Verfahren zur Herstellung eines Nahrungs- oder Futtermittels zeichnen
sich vorzugsweise dadurch aus, dass in keinem Verfahrensschritt ein hOherer
Energieeintrag auf die Zellen bzw. aufgeschlossenen Zellen erfolgt als beim Zellaufschluss.
Vorzugsweise ist der Energieeintrag in allen Ubrigen Verfahrensschritten, denen die Zellen
bzw. aufgeschlossenen Zellen bzw. der enthaltene Wertstoff ausgesetzt sind, deutlich
geringer als wahrend des Zellaufschlusses. Der Energieeintrag betragt hierbei in allen
anderen Verfahrensschritten vorzugsweise maximal 80 %, insbesondere maximal 60 %, des
Energieeintrags, der beim Zellaufschluss auf die Zellen erfolgt. Auf diese Weise wird

sichergestellt, dass der enthaltene Wertstoff mdglichst wenig geschadigt wird.

Die aufgeschlossenen Zellen machen vorzugsweise 0,5-20 Gew.-%, insbesondere 1-10
Gew.-%, vorzugsweise 2-8 Gew.-% des Nahrungs- oder Futtermittels bzw. der zur

Herstellung des Nahrungs- oder Futtermittels eingesetzten Zusammensetzung aus.
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Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch Nahrungs- oder Futtermittel, die

durch erfindungsgemal3e Verfahren erhaltlich ist.

Die durch zuvor beschriebene, erfindungsgemale Verfahren erhaltlichen Nahrungs- und
Futtermittel zeichnen sich vorzugsweise durch eine sehr homogene Verteilung des

Wertstoffs in dem erhaltlichen Nahrungs- oder Futtermittel aus.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Nahrungs- oder

Futtermittel, das einen Wertstoff, insbesondere ein Lipid, vor allem PUFAs, enthalt, wobei
der Wertstoff sehr homogen in dem Nahrungs- oder Futtermittel verteilt ist. Der Wertstoff
macht hierbei vorzugsweise 0,1 — 15 Gew.-%, besonders bevorzugt 0,2 — 8 Gew.-%, des

Nahrungs- oder Futtermittels aus.

Die Homogenitat der Verteilung kann hierbei auf folgende Weise bestimmt werden: Es
werden n Proben mit einer Masse von jeweils x Gramm genommen. Anschlie3end wird
jeweils die in den einzelnen Proben enthaltene Masse des Wertstoffes (y Gramm)
bestimmt und der Mittelwert der Masse des in den n Proben enthaltenen Wertstoffes

bestimmt (yn Gramm).

Erfindungsgemale Nahrungs- oder Futtermittel zeichnen sich vorzugsweise dadurch aus,
dass die Abweichung der enthaltenen Masse des Wertstoffes in den einzelnen Proben in
Bezug auf den ermittelten Mittelwert der Masse des Werststoffes maximal 25 %,

vorzugsweise maximal 20 oder 10 %, besonders bevorzugt maximal 5, 3 oder 2 % betragt.

Dieses Merkmal ist hierbei vorzugsweise fiir mindestens eine der folgenden Vorgaben,
vorzugsweise fir alle folgenden Vorgaben, erfiillt: 20 oder 50 Stichproben des
Nahrungs- oder Futtermittels mit einer Masse von jeweils 1,00 Gramm, 20 oder 50
Stichproben des Nahrungs- oder Futtermittels mit einer Masse von jeweils 500
Milligramm, 20 oder 50 Stichproben des Nahrungs- oder Futtermittels mit einer Masse

von jeweils 100 Milligramm.

Weiterhin und/oder alternativ betragt die Varianz der Verteilung des Wertstoffs in
unterschiedlichen Teilportionen des Nahrungs- oder Futtermittels maximal 10 %,

vorzugsweise maximal 5 %, insbesondere maximal 3 %.
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Die Varianz wird hierbei vorzugsweise ebenfalls ermittelt fir 20 oder 50 Stichproben des
Nahrungs- oder Futtermittels mit einer Masse von jeweils 1,00 Gramm, 500 Milligramm
oder 100 Milligramm, wobei das Merkmal der Varianz vorzugsweise fir mindestens eine

der Vorgaben, besonders bevorzugt fiir alle genannten Vorgaben, erfiillt ist.

Bei dem Nahrungs- oder Futtermittel handelt es sich vorzugsweise um ein Mittel zum
Einsatz in der Aquakultur oder um ein Nahrungs- oder Futtermittel zum Einsatz in der
Gefligelzucht, Schweinezucht oder Rinderzucht. Bei dem Futtermittel kann es sich auch
um ein Futtermittel handeln, das eingesetzt wird, um Kleinlebewesen zu ziichten, die in der
Aquakultur als Futtermittel eingesetzt werden kdnnen. Bei den Kleinlebewesen kann es
sich beispielsweise um Nematoden, Crustaceen oder Rotiferen handeln. Das Futtermittel
liegt vorzugsweise flockenformig, kugelférmig oder tablettenférmig vor. Ein durch Extrusion
erhaltliches Futtermittel hat vorzugsweise einen Feuchtigkeitsgehalt von weniger als 5

Gew.-%, besonders bevorzugt von 0,2 bis 4 Gew.-%.

Die anderen Nahrungs- oder Futtermittelinhaltsstoffe sind vorzugsweise ausgewahlt aus
proteinhaltigen, kohlenhydrathaltigen, nukleinsaurehaltigen und lipidldslichen Komponenten
sowie gegebenenfalls weiteren fetthaltigen Komponenten und weiterhin aus anderen
Zusatzstoffen wie Mineralien, Vitaminen, Pigmente und Aminosauren. Daneben kdnnen
neben Nahrsubstanzen auch strukturgebende Substanzen enthalten sein, um etwa die
Textur oder das Erscheinungsbild des Futtermittels zu verbessern. Weiterhin kénnen
beispielsweise auch Bindemittel eingesetzt werden, um die Konsistenz des Futtermittels zu
beeinflussen. Eine bevorzugt eingesetzte Komponente, die sowohl eine Nahrsubstanz als

auch eine strukturgebende Substanz darstellt, ist Starke.

Als proteinhaltige Komponente, die zusatzlich Fette enthalt, kdnnen beispielsweise
eingesetzt werden Fischmehl, Krillmehl, Muschelmehl, Kalmarmehl oder Schrimpsschalen.
Als fetthaltige Komponente kann alternativ auch Fischdl eingesetzt werden. Als fetthaltige
Komponente kann auch ein Pflanzenél eingesetzt werden, insbesondere Ol aus Sojabohnen,
Rapssamen, Sonnenblumenkernen und Flachssamen. Als kohlenhydrathaltige Komponente
kann beispielsweise Weizenmehl, Sonnenblumenmehl, Sojablumenmehl oder

Getreidegluten eingesetzt werden.

Der Gesamtgehalt an Ol in dem Futtermittel — inklusive des Ols aus den 6l-haltigen Zellen —

betragt vorzugsweise 15 bis 40 Gew.-%, insbesondere 15 bis 30 Gew.-%.
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Das Futtermittel zum Einsatz in der Aquakultur wird vorzugsweise verwendet um
Flossenfische und Crustaceen zu ziichten, die vorzugsweise der Ernahrung von Menschen
dienen. Hierzu zahlen insbesondere Karpfen, Tilapia, Welse, Thunfisch, Lachs, Forellen,
Baramundi, Brassen, Barsche, Kabeljau, Schrimps, Hummer, Krabben, Garnelen und
Krebse. Besonders bevorzugt handelt es sich um ein Futtermittel fir die Lachs-Zucht.
Bevorzugte Lachsarten stellen hierbei der Atlantische Lachs, der Rotlachs, der Masu-
Lachs, der Konigslachs, der Ketalachs, der Silberlachs, der Donaulachs, der Pazifische

Lachs und der Buckellachs dar.

Alternativ kann es sich auch um ein Futtermittel handeln, das zur Anzucht von Fischen
dient, die anschlief3end zu Fischmehl oder Fischol verarbeitet werden. Bei den Fischen
handelt es sich hierbei vorzugsweise um Hering, Pollack, Menhaden, Anchovis, Kapelan
oder Kabeljau.Das so erhaltene Fischmehl oder Fischdl kann wiederum in der Aquakultur

zur Zucht von Speisefischen bzw. Crustaceen eingesetzt werden.

Die Aquakultur kann in Teichen, Tanks, Becken oder auch in abgegrenzten Arealen im
Meer oder in Seen, hierbei insbesondere in Kafigen oder Netzpferchen, erfolgen. Die
Aquakultur kann dazu dienen, den fertigen Speisefisch heranzuziichten, jedoch auch
eingesetzt werden, um Jungfische heranzuziichten, die anschlieRend freigesetzt werden,

um den Wildfischbestand aufzustocken.

Bei der Lachszucht erfolgt vorzugsweise zunachst die Heranzucht bis zum Junglachs in
StRwasser-Tanks oder kiinstlichen Wasserstromen und anschlie3end die weitere Zucht im
Meer in schwimmenden Kafigen bzw. Netzpferchen, die vorzugsweise in Buchten oder

Fjorden verankert sind.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist entsprechend auch ein Verfahren zum
Ziichten von Tieren, insbesondere Flossenfischen oder Crustaceen, vorzugsweise Lachs,
bei welchem ein erfindungsgemalies Futtermittel eingesetzt wird. Weiterer Gegenstand der
vorliegenden Erfindung ist weiterhin ein Tier, insbesondere Flossenfisch oder Schalentier,

das durch ein derartiges erfindungsgemalies Verfahren erhaltlich ist.
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Ausflihrungsbeispiele

Beispiel 1: Herstellung einer DHA-enthaltenden Biomasse

Zur Produktion von DHA wurde der Stamm Schizochytrium limacinum SR21 eingesetzt.
Dieser ist hinterlegt beim NIBH unter FERM BP-5034 sowie beim IFO unter IFO 32693. Der
Stamm S. limacinum SR21 wurde urspriinglich aus Meerwasser isoliert (Nakahara et al.
1996, JAOCS, 73(10); Honda Mycol. Res. 1998).

Die Fermentation des Stammes erfolgte in einem Medium, das 50 % kiinstliches
Meerwasser (Sigma Aldrich) und des Weiteren folgende Komponenten enthielt: 60 g/l
Glucose, 0,7 g/l Maisquellwasser (Sigma Aldrich), 2 g/l (NH4),SO,4 und 3 g/l KH,PO,.

Die Fermentation erfolgte bei 28°C, einem pH-Wert von 4,0, einer Bellftungsrate von 0,5
vvm und einer Rihrung von 200 rpm fiir 60 Stunden. Nach Beendigung der Fermentation
wurde der Fermentationsbriihe ein Antioxidans zugegeben und die Fermentationsbriihe

danach mindestens 20 Minuten auf 60°C erhitzt.

Anschliel3end erfolgte eine zweistufige Trocknung der Biomasse: Zunachst wurde die
Fermentationsbriihe durch Verdampfung auf eine Trockenmasse von etwa 20 Gew.-%
eingeengt. Anschlie3end erfolgte Sprihtrocknung der eingeengten Fermentationsbriihe
unter Verwendung eines Production Minor™ Spray Dryer (GEA NIRO) bei einer
Einlasstemperatur der Trocknungsluft von 340°C. Durch Spriihtrocknung wurde so ein Puder

mit einer Trockenmasse von mehr als 95 Gew.-% erhalten.

Beispiel 2: Aufschluss der getrockneten Biomasse

Der Zellaufschluss der getrockneten Biomasse erfolgte unter Verwendung eines Rotor-
Stator-Systems vom Typ MHD 2000 (IKA, Deutschland). Aufgrund eines feststoffmischenden
Aufsatzes erlaubt dieses Rotor-Stator-System, die Zellsuspension erst unmittelbar vor dem
Zellaufschluss bereitzustellen. D.h. die Vermischung aus Zelltrockenmasse und Wasser

erfolgt kurz vor bzw. wahrend der Homogenisierung in situ.

Hierzu wurde das Zellpulver aus Beispiel 1 von oben in den feststoffmischenden Aufsatz

hineingegeben und Wasser seitlich zwecks Aufquellung der Zellen hinzudosiert, um
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hierdurch eine Suspension mit einem Trockenmassegehalt von 55 Gew.-% bzw. 60 Gew.-%

bereitzustellen.

Die so in situ hergestellte Zellsuspension wird sofort durch den Rotor-Stator homogenisiert.
Mit der homogenisierten Zellsuspension wurde anschliefsend eine Hexan-Extraktion
durchgefiihrt, um den Gehalt an frei verfligbarer und somit extrazellularer polyungesattigter
Fettsdure DHA zu ermitteln. Zum Vergleich wurde eine Hexan-Extraktion mit der nicht
aufgeschlossenen Biomasse durchgefihrt. Weiterhin wurde der durchgefiihrte Zellaufschluss

auch optisch mittels Rasterelektronenmikroskop analysiert.

Als Referenz wurde der Gesamtgehalt an DHA in den Zellen durch einen
Flammenionisationsdetektor (FID) ermittelt. Hierzu wurden die Zellen einer Probe
aufgeschlossen, mit Kaliumhydroxid verseift und anschlielend mittels Salzsdure sauer
gestellt. Anschlielend wurden die freien Fettsduren mittels BF; (Bortrifluorid 30% in
Methanol) methyliert und Uber Verteilungschromatographie mit einem Temperaturgradienten

getrennt.

Anschlief3end erfolgte zur Bestimmung des Gesamtgehalts an DHA die Detektion mit dem

Flammenionisationsdetektor.
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Tabelle 1: Parameter flir den Zellaufschluss im Rotor-Stator

Versuchsreihe 1 2 3 4
Beabsichtigte Feststoffkonzentration am Ausgang 50 50 60 60
[Gew.-%]

Ermittelte Feststoffkonzentration am Ausgang 49,7 | 51,2 | 59,3 | 59,6
[Gew.-%]

Eingestellter Massenstrom an Wasser [kg/h] 25 25 20 20
Eingestellter Massenstrom an Biomasse [kg/h] 25 25 30 30
Umdrehungszahl Rotor-Stator [rpm] 9985 | 9985 | 9985 | 9985
Temperatur Eingang [°C] 20 20 20 20
Temperatur Ausgang [°C] 72 73 78 71
Uberdruck Ausgang [bar] 1.4 1.4 1,5 1,3
Energieeintrag in kWh pro kg Feststoff 0,05 [ 0,05 | 0,06 | 0,06
Energieeintrag in kWh pro Tonne Suspension 50 50 36 36

Zur Durchflihrung der Hexan-Extraktion wurden jeweils 250 mg Probe in 10 ml-
Pyrexréhrchen (Pyrex) eingewogen und mit 1ml internem Standard - in Hexan angesetzt -
versetzt. Danach wurde 5 ml Hexan hinzugegeben und die Probe iber Nacht geschiittelt.
Anschliefend wurden 1 ml der so erhaltenen Probe in ein 10 ml-Pyrexréhrchen pipettiert und
bei 50°C unter Stickstoff-Begasung im Thermoblock verdampft. Zu dem so erhaltenen
Trocknungsriickstand wurden 2 ml 0,5 N KOH zugegeben, das Réhrchen fest verschlossen
und die erhaltene Mischung flir 15 min bei 100°C im Thermoblock inkubiert und
zwischendurch auf einem Vortexmischer gemischt, bis die Glaskugeln sich mindestens eine
Umdrehung frei im 10 ml-Pyrexglas drehten. Danach wurde die Probe im Wasserbad auf

Raumtemperatur abgekihlt. Anschliefend wurde 2 ml 0,7 N HCI und 1 ml BF; zugegeben,



10

15

WO 2014/122092 PCT/EP2014/052034

20

das Rohrchen wieder fest verschlossen und 15 min bei 100°C im Thermoblock inkubiert und
zwischendurch auf dem Vortexmischer gemischt, bis die Glaskugeln sich wieder mindestens
eine Umdrehung frei im 10 ml-Pyrexglas drehten. Danach wurde die Probe wieder im
Wasserbad auf Raumtemperatur abgekiihlt. Anschlieend wurden 3 ml Wasser und danach
2 ml Hexan zugeben, die Réhrchen wieder fest verschlossen und durch Schitteln
durchmischt. Abschliefdend wurden die Proben fir 1 min bei 4000 rpm zentrifugiert und
jeweils 1 ml der oberen Phase in GC-Vials zwecks Analyse Uberflihrt. Zum Kalibrieren des
GC wurde der Standard GLC 617 der Firma NU-CHEK verwendet

Tabelle 2: Ergebnisse der Hexanextraktion

Versuchsreihe | Freies DHA vor dem | Freies DHA nach dem
Zellaufschluss*® Zellaufschluss*®

1 25,3 % 97,8 %

2 25,3 % 99,0 %

3 25,3 % 99,2 %

4 25,3 % 101,6 %

*in Bezug zur FID-Referenz

Die Ergebnisse zur Hexanextraktion belegen, dass sich die Zellen nach dem Aufquellen mit
Wasser problemlos durch den Rotor-Stator bei niedrigem Energieeintrag vollstandig
aufschliefden lielien. Dies wurde auch durch die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme

bestatigt, auf welcher keine intakten Zellen mehr zu erkennen waren.

Das Aufquellen der Zellen stellt somit ein effektives Mittel dar, um den Aufschluss der Zellen
bei niedrigem Energieeintrag zu ermdéglichen. Durch den relativ niedrigen Wassereintrag vor
dem Zellaufschluss wird zugleich sichergestellt, dass das erhaltene Produkt ohne weitere

Aufkonzentrierung zu einem Futtermittel weiterverarbeitet werden kann
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Patentanspriiche

Verfahren zum Aufschluss von Zellen, die einen Wertstoff enthalten, dadurch

gekennzeichnet, dass die Zellen vor dem Zellaufschluss aufgequollen werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Wertstoff
um ein Lipid handelt, wobei das Lipid vorzugsweise mindestens 20 Gew.-% der

Zellmasse ausmacht und vorzugsweise polyungesattigte Fettsduren enthalt.

. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das Aufquellen der

Zellen dadurch erfolgt, dass ausgehend von einer Zellmasse mit einem
Feuchtigkeitsgehalt von weniger als 15 Gew.-%, vorzugsweise weniger als 10 Gew.-%,
insbesondere weniger als 5 Gew.-%, eine Zellsuspension mit einem Feuchtigkeitsgehalt
von mindestens 30 Gew.-%, vorzugsweise 30 bis 90 Gew.-%, insbesondere 30 bis 60

Gew.-%, vor allem 35 bis 50 Gew.-%, eingestellt wird.

. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass

zur Durchfiihrung des Zellaufschlusses ein Rotor-Stator-System eingesetzt wird.

. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass

die Zellen nach Durchfiihrung des Zellaufschlusses mit anderen Nahrungs- oder
Futtermittelinhaltsstoffen vermischt werden und anschliefiend, vorzugsweise in einem

Extrusionsverfahren, zu einem Nahrungs- oder Futtermittel verarbeitet werden.

. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,dass der

Zellaufschluss in einem Extrusionsverfahren erfolgt.

. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen vor Durchfiihrung

des Extrusionsverfahrens mit anderen Nahrungs- oder Futtermittelinhaltsstoffen
vermischt werden und im Extrusionsverfahren zu einem Nahrungs- oder Futtermittel

verarbeitet werden.

. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass

bei Durchfihrung des Zellaufschlusses ein Energieeintrag auf die Zellsuspension von
maximal 50 kWh/t, vorzugsweise 0,1 - 50 kWh/t, besonders bevorzugt 0,5 — 40 kWh/t,
insbesondere 1 — 30 kWh/t, vor allem 3 — 15 kWh/t, erfolgt.
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9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
es sich bei den Zellen um mikrobielle Zellen, insbesondere um Labyrinthulomyceten,
vorzugsweise der Familie der Thraustochytriaceae, besonders bevorzugt der Gattungen

Thraustochytrium, Schizochytrium oder Ulkenia, handelt.

5 10. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Zellen 0,5-20 Gew.-%, insbesondere 1-10 Gew.-%, vorzugsweise 2-8 Gew.-%, der im
Extrusionsverfahren eingesetzten Zusammensetzung ausmachen und die anderen
Nahrungs- oder Futtermittelinhaltsstoffe ausgewahlt sind aus kohlenhydrathaltigen,
proteinhaltigen, nukleinsaurehaltigen, lipidldslichen und gegebenenfalls weiteren

10 fetthaltigen Komponenten

11. Verfahren zur Herstellung eines Nahrungs- oder Futtermittels, folgende Schritte
umfassend
a) Bereitstellung einer Zellsuspension von Zellen der Ordnung Thraustochytriales,
insbesondere der Gattung Thraustochytrium oder Schizochytrium, mit einem

15 Feuchtigkeitsgehalt von mindestens 30 Gew.-%, vorzugsweise 30 bis 90 Gew.-%,
besonders bevorzugt 30 bis 60 Gew.-%, insbesondere 35 bis 50 Gew.-%, ausgehend
von einer Zellmasse mit einem Feuchtigkeitsgehalt von weniger als 15 Gew.-%,
vorzugsweise weniger als 10 Gew.-%, insbesondere 1 — 9 Gew.-%, besonders
bevorzugt weniger als 5 Gew.-%, insbesondere 1 — 4,5 Gew.-%,

20 b) Zellaufschluss unter Anwendung eines Energieeintrags von maximal 50 kWh pro
Tonne Suspension, vorzugsweise von 0,1 — 50 kWh, insbesondere 0,3 - 45 kWh,
besonders bevorzugt 0,5 — 40 kWh, insbesondere 0,8 — 35 kWh, vor allem 1 — 30 kWh,
insbesondere 1,5 — 25 kWh, 2 — 20 kWh oder 3 — 15 kWh, jeweils pro Tonne
Suspension, vorzugsweise unter Verwendung eines Rotor-Stator-Systems;

25 ¢) Vermischung der aufgeschlossenen Zellen und/oder daraus isolierter Wertstoffe mit
weiteren Nahrungs- oder Futtermittelinhaltsstoffen;

d) Herstellung des finalen Produkts durch ein Kompaktierungs- oder

Extrusionsverfahren.

12. Nahrungs- oder Futtermittel, erhaltlich nach einem Verfahren nach einem der
30 Anspriiche 5 bis 11.
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Nahrungs- oder Futtermittel, das einen Wertstoff, vorzugsweise Lipide, insbesondere
PUFAs enthalt, dadurch gekennzeichnet, dass der Wertstoff homogen in dem Nahrungs-
oder Futtermittel verteilt ist, dadurch gekennzeichnet, dass die Varianz der Verteilung
des Wertstoffs in unterschiedlichen Teilportionen des Nahrungs- oder Futtermittels

maximal 10 %, vorzugsweise maximal 5 %, insbesondere maximal 3 %, betragt.

Verfahren zum Ziichten von Tieren, insbesondere Flossenfischen oder Crustaceen,
vorzugsweise Lachs, dadurch gekennzeichnet, dass ein Nahrungs- oder Futtermittel

nach Anspruch 12 oder 13 eingesetzt wird.

Verfahren zur Herstellung eines Wertstoffs, insbesondere eines Lipids, das
vorzugsweise PUFAs enthalt, umfassend ein Zellaufschlussverfahren nach einem der
Anspriiche 1 bis 4 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dass nach Durchfiihrung des

Zellaufschlusses eine teilweise oder vollstandige Abtrennung der Zelltrimmer erfolgt.
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