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Herstellung und Anwendung eines antioxidativ wirksamen Extraktes aus

Crypthecodinium sp.

Die vorliegende Erfindung betrifft einen Extrakt aus Crypthecodinium sp., ein
Verfahren zu seiner Herstellung sowie seine Verwendung, insbesondere zur
antioxidativen Stabilisierung von Fettsiure-Zusammensetzungen, welche eine i
oder mehrere hochungesittigte, langkettige Fettsduren und/oder eine oder mehrere

hochungesittigte, langkettige Fettsaureester enthalten.

Hochungesittigte, langkettige Feﬁséuren (Polyunsaturated Fatty Acids; PUFAS)
stellen essentielle Fettsiuren des menschlichen Stoffwechsels dar. PUFAs kénnen A
in zwei groBe Gruppen unterteilt werden. Neben der Grﬁppe der ©-6 PUFAs, die
ausgehend Vé)l‘l Linols?iure formuliert werden, gibt es die Gruppe der ®—3 PUFAs,

die ausgehend von der o—Linolensiure aufgebaut werden.

PUFAs sind wichti ge Bausteine der Zellmembr_anen, der Retina und der Hirnhaut
und Vorldufer fiir wichtige Hormone, beispielsweise fiir die Prostaglandine, die

Thromboxane und die Leukotriene.

Neben der Funktion als Baustein hat sich im Laufe der letzten Jahre immer mehr
gezeigt, dass PUFAs direkt vielfiltige positive Wirkungen auf den menschlichen
Organismus bzw. Erkrankuhgen haben.

Eine Vielzahl von klinischen Studien haben gezeigt, dass PUFAs z.B. bei Krebs,
rheumatischer Arthritis, Bluthochdruck und Neurodermitis und vielen anderen
Erkrankungen einen wichtigen Beitrag zur Heilung oder Linderung leisten
koénnen. Dabei ist die Verwendung von Docosahexaensiure (DHA; all-cis
4,7,10,13,16,19 Docosahexaensiure) und ihren Derivaten, insbesondere von:
DHA-Estern oftmals besonders vorteithaft, weil éie (insbesondere die Ethylester
und die Triglyceride) dazu neigen, einen angenehmen Geschmack zu haben und
leicht durch das Verdauungssystem absorbiert zu werden. Diese Erkenntnisse

waren ursichlich dafiir verantwortlich, dass internationale Institutionen und
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Behérden Empfehlungen ausgesprochen haben, die die tigliche Aufnahmemenge .
von PUFAs regeln.

PUFAs kénnen vom Menschen nicht de-novo synthetisiert werden, da ihnen die

Enzymsysteme fehlen, die eine Doppelbindung in die Kohlenstoffkette an

Positionen > C9 einfithren konnen (fehlende A12-Desaturase). Erst durch die

Zufuhr von so genannten Vorliufer-Fettsduren (Precursoren, z.B. o-Linolensiure) -
iiber die Nahrung ist der Mensch in der Lage, hochungesittigte Fettsduren zu
synthetisieren. Ob diese Menge jedoch ausreicht, um den Bedarf an

hochungesittigten Fettsduren zu decken, ist umstritten.

Der allergrofite Teil der essentiellen Fettsduren wird durch die Nahrung
aufgenommen. Insbesondere Pflanzendle sind mit c6—6 Fettsduren, (beispielsweise
enthilt Nachtkerzendl y-Linolensiure (GLA)), j edoch nur bis zu einer Kettenlinge
von C18, und Fischdle bzw'. Ole aus Mikroorganismen mit ®—3 Fettsduren (z.B.
enthilt Lachs6] Eicosapentaensiure (EPA) und Docosahexaensiure (DHA,; all-cis
4,7,10,13,16,19 Docosahexaensiure)) angereicheﬁ. Grundsitzlich stellen Fischole
und Ole aus Mikroorganismen die einzige kommerzielle Quelle fiir
hochungesittigte Fettsduren dar. Im Allgemeinen ist jedoch der Gehalt an den
gewliinschten PUFAs zu gering und diese liegen.in einer Mischung vor, wobei
antagonistisch Wirkende'PUFAs ebenfalls enthalten sein kénnen. Um die
.empfohlene tigliche Dosis an PUFAs zu sich zu nehmen, muss also eine hohe
Olmenge aufgenommen werden. Insbesondere trifft das auf solche Patienten zu,
die hohe Dosen von PUFAS zu sich nehmen miissen (beispielsweise bei

Cystischer Fibrose). Um eine méglichst gezielte Wirkung der einzelnen PUFAs

- zu erreichen, miissen angereicherte bzw. hochreine PUFAs eingesetzt werden. Es

besteht daher im Stand der Technik ein hoher Bedarf an hochreinen PUFAs.

' Zahlreiche Verfahren wurden einzeln oder in Kombination verwendet, um
bestimmte Fettsduren und ihre Derivate aus einer Vielzahl natiirlich
vorkommender Quellen zu isolieren (oder zumindest aufzukonzentrieren) und

Zuriickzugewinnen. Diese Verfahren schlieBen die fraktionierte Kristallisation bei
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niedrigen Temperaturen, die molekulare Destillation, die Harnstoffadukt-
Kristallisation, die Extraktion mit Metallsalzlosungen, die superkritische

Fluidfraktionierung auf gegenléufigen Kolonnen und HPLC-Verfahren ein.

Aufgrund ihrer Oxidationsempfindlichkeit miissen PUFAs in der Re gel durch
Zugabe von geeigneten Antioxidantien stabilisiert werden. Kommerziell werden
fiir diesen Zweck vor allem natiirliche Tocopherole, insbesondere aus Sojadl
extrahierte Gemische von a-, -, y-, 6-Tocopherol, und/oder Tocotrienole
eingesetzt. Des Weiteren ist bekannt, dass manche Verbindungen, wie
beispielsweise Ascorbylpalmitat, synergistisch wirken kénnen. Sie wérden daher

zusitzlich zum Tocopherol eingesetzt.

Die Wirkung der natiirlichen Antioxidantien steigt jedoch nicht unbegrenzt mit
steigender Konzentration an. Beispielsweise kehrt sich bei o-Tocopherol die
Aktivitdt schon bei 100 ppm um und es tritt eine prooxidative Wirkung auf. Dies

bedeutet, dass eine Uberdosierung sich auch negativ auswirken kann.

Alternativ schligt die Druckschrift W003092628 die Verwendung eines schonend
aufgearbeiteten Ols vor. Die Aufbereitung soll dabei deraft erfolgen, dass man
eine eine mehrfach ungesittigte Fettsiure-enthaltende Biomasse zunschst mit
einem Enzym umgesetzt und das Lipid anschlieBend isoliert. Obwohl das auf
diese Weise erhiltliche Ol zunchst scheinbar nicht so stark oxidiert wird, weist
es dennoch die fiir mehrfach ungesﬁttigte Fettsﬁuren charakterische

Oxidationsempfindlichkeit auf,

In Anbetracht dieses Standes der Technik war es daher Aufgabe der vorliegenden
Erfindung, Méglichkeiten zur verbesserte;n antioxidativen Stébilisierung von
Fettsdure-Zusammensetzungen aufzuzeigen. Die Steigerung der antioxidativen
Wirkﬁng sollte dabei moglichst ohne Zusatz von gesundheitsgefshrdenden
Substanzen erreicht werden, um Anwendungen‘der Fettséiure-Zusammensetzung

im Lebensmittelbereich ohne Bedenken zu ermdglichen.
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Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand in der Angabe eines
Verfahrens zur Herstellung der erfindungsgemifBen Féttséure—Zusammensetzung,
welches ihre Herstellung auf moglichst einfache Art und Weise, groBtechnisch
und kostengtinstig erlaubt. A

Dariiber hinaus sollten besonders vorteilhafte Anwendungsgebiete der
erfindungsgemilBen Fettsdure-Zusammensetzung aufgezeigt werden.

Gelost werden diese sowie weitere Aufgaben, die zwar nicht wortlich genannt
werden, sich aber aus den hierin diskutierten Zusammenhéngen wie
selbstverstindlich ableiten lassen oder sich aus diesen zwangslﬁuﬁg ergeben,
durch einen antioxidativ wirksamen Extrakt aus Crypthecodinium sp..
ZweckmiBige AbWandlungen des erfindungsgem#Ben Extraktes werden in den
auf Anspruch 1 riickbezogenen Unteranspriichen beschrieben. Die Anspriiche 11
bis 19 stellen antioxidativ stabilisierte Fettsdure-Zusammensetzungen unter
Schutz. Der Verfahrensanspruch schiitzt eine besonders' geeignete
Herstellungsweise der erfindungsgemifen Fettsdure-Zusammensetzung und die
Verwendungsanspriiche beschreiben besonders vorteilhafte Ahwendungs gebiete

der erfindungsgemiBen Fettsdure-Zusammensetzung,.

Dadurch, dass man einen antioxidativ wirksamen Extrakt aus C;ypthecodi;zium
sp. zur Verfiigung stellt, gelingt es auf nicht ohne weiteres vorhersehbare Weise,
einen Extrakt mit besonders hoher antoxidati'yer Wirkung zugénglich zu machen,
welcher sich insbesondere fiir die antioxidative Stabilisierung von Fettsiure-
Zusammensetzungen, vor allem von solchen Fettsdure-Zusammensetzunger, die
mindestens eine ungesittigte Fettsdure und/oder mindestens einen ungeséttigten
Fettsdureester enthalten, eignet. Dabei wird die Steigerung der antioxidativen
Wirkung erfindungsgemaf ohne Zusatz von gesundheitsgefdhrdenden Substanzen
erreicht, d. h. ein Einsatz der erfindungsgem#Ben Fettsdure-Zusammensetzung im
Lebensmittelbereich ist ohne Bedenken mdglich. So wird C’iypthecodiniiun
cohnii-Ol bereits in der Séuglingserndhrung eingesetzt und ist in deri USA als

GRAS eingestuft (,,Generally regarded as safe”).
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Die erfindungsgemifBe Fettsiure-Zusammensetzung kann auf einfache Art und

Weise, groitechnisch und kostengiinstig hergestellt werden.

Die Fettsdure-Zusammensetzung enthilt gemiB der vorliegenden Erfindung
mindestens einen antioxidativ wirksamen Extrakt aus Crypthecodinium sp.,
vorzugsweise aus Crypthecodinium cohnii. Der Begriff Fettsaure-
Zusammensetzung® umfasst in diesem Zusammenhang sowohl
Zusammensetzungén, die freie Fettsduren enthalten, als auch
Zusammensetzungen, die Fettsdurederivate, vorzugsweise Fettsdureester,
insbesondere Fettsauretriglyceride, wobei die Fettsdurereste prinzipiell gleich oder

verschieden sein konnen.

Fettsduren bezeichnen erﬁnduhgsgeméiﬁ aliphatische Carbonsiuren, die geséttigt
oder ein- oder mehrfach ungesittigt sein kdnnen und vorzugsweise 6 bis 30

Kohlenstoffatome aufweisen.

Aus Crypthecodinium sp. erhiltliche Extrakte sind an sich bekannt.
Erfindungsgemih kénnen sowohl Extrakte von Crypthecodinium sp. Wildtyp-
Stimmen als auch Extrakte von mutierten oder rekombinierten Crypthecodinium

sp. Stimmen eingesetzt werden.

Der Begriff ,,Extrakt aﬁs Crypthecodinium sp.* umfasst im vorliegenden
Zusammenhang alle Zusammensetzungen, die durch Extraktion einér Biomasse,
Vorzugswéige eines Cis, von Crypthecodinium sp. mit einem Losungsmittel,
vorzugsweise mit einem organischen und/oder superkritischen Losungsmittel,
insbesondere mit einem organiéchen Losungsmittel, ggwonnen werden kémmen.

Der Einsatz von Losungsmittelgemischen ist ébenfalls moglich.

Erfindungsgemif weist der Extrakt eine antioxidative Wirksamkeit auf, die
vorzugsweise groBer als die der Biomasse ist, aus der der Extrakt gewonnen wird.
Es weist daher vorzugsweise einen Peroxidwert auf, der kleiner als der

Peroxidwert der urspriinglich eingesetzten, vorzugsweise frisch isolierten,
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Biomasse ist, aus der der Extrakt gewonnen wird, und vorzugsweise maximal 50,0
%, bevorzugt maximal 25,0 %, zweckmiBigerweise maximal 10,0 %, -
insbesondere maximal 1,0 % des Peroxidwerts der Biomassé betrigt, aus der der
Extrakt gewonnen wird. Der Peroxidwert wird dabei vorzugsweise gemifl AOCS
Official Method Cd-3d 63 (American Oil Chemists Society), giinstigerweise nach
offener Lagerung fiir 2 Wochen, ermittelt.

Die antioxidative Kapazitit des erfindungsgemiBen Extraktes ist vorzugsweise
groBer 15000 Trolox-Aquivalenten, bevorzugt gréﬁer 20000 Trolox-
Aquivalenten, zweckmiBigerweise groBer 25000 Trolox-Aquivalenten, besonders
bevorzugt gréBer 30000 Trolox-Aquivalenten und insbesondere gréBer 35000
Trolox-Aquivalenten (ug/ml). Trolox® ist der iiberlicherweise verwendete

Handelsname von 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetranethylchroman-2-carbons#ure.

Der Begriff ,,Biomasse eines Organismus® umfasst erfindungsgemiB sowohl

ganze Zellen des Organismus als auch einzelne Zellbestandteile des Organismus.

Der Extrakt aus Crypthecodinium sp. wird zweckmaBigerweise erhalten, indem
man den Mikroorganismus ziichtet, die Biomasse aus der Kultur erntet,

aufschliefit und den Extrakt isoliert.

Zur Isolierung des Extraktes werden vorzugsweise Extraktionsverfahren mit
organischen Losungsmitteln, insbesondere Hexan, oder mit superkritischen
Flﬁssigkeit:en verwendet. Eitraktionsverfahren mit organischen Lsungsmitteln
werden dabei besondefs bevorzugt. ZweckmiBigerweise wird der Extrakt aus der
Biomasse durch Perkolation der getrockneten Biomagse mit Hexan extrahiert. -
Derartige Extraktionen mit organischen Losungsmiitteln sind u. a. in der WO
9737032, in der WO 9743362 und der EP 515460 beschrieben. Eine besonders
ausfiihrliche Darstellung findet sich auch im Journal of Dispersion Science and
Technology, 10, 561-579, 1989 “Biotechnological Processes for the Production of
PUFAs“. '
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Alternativ kann die Extraktion auch ohne Losungsmittel erfolgen. Ein in diesem
Zusammenhang besonders gﬁﬁstiges Verfahren wird in der EP-A-1178118
beschrieben. Bei diesem Verfahren wird ein Lﬁéungsmittel vermieden, indem man
eine wissrige Suspension der Biomasse herstellt und die Olphase durch

Zentrifugation von der wissrigen Phase abtrennt.

GemiB einer besonders bevorzugten Variante der vorliegenden Erﬁndung erfolgt
die Gewinnung des Extraktes durch reine mechanische Verpressung einer
Biomasse aus Crypthecodinium sp. und anschlieBender Extraktion mit mindestens
einem organischen oder mindestens einem superkritischen Losungsmittel,

vorzugsweise mit einem organischen Losungsmittel, insbesondere mit Hexan.

Gemib einer weiteren besonders bevorzugten Variante der vorliegenden

Erfindung erfolgt die Gewinnung des Extraktes destillativ.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung hat es auch sich als ganz besonders
vorteilhaft erwiesen, die Biomasse, vorzugsweise mit einem aliphatischen
Alkohol mit 1 bis 12 Kohlenstoffatomen, bevorzugt mit 1 bis 6
Kohlenstoffatomen, insbesondere mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen, umzuestern.
Dabei hat sich die Verwendung von Methano! und Ethanol, insbesondefe von
Ethanol ganz besonders bewihrt. Die Umesterung erfolgt vorzugsweise unter
saurer Katalyse, insbesondere unter Verwendung von Schwefelsdure und/oder

Salzsiure. GemiB einer weiteren, besonders bevorzugten Variante wird die

" Umesterung enzymatisch erreicht.

Die umgeesterte Biomasse wird anschlieBend vorzugsweise mit mindestens einem
organischen oder superkritischen Lésungsmittel, vorzugsweise mit einem
organischen Losungsmittel, insbesondere mit Hexan, extrahiert. Das Verhéltnis
des Gesamtvolumens des Losungsmittels zu dem Volumen der Reaktionsmasse
(inklusive dem zugegebenen Wasser) kann auch in einem weiten Bereich variiert

werden und ist besonders bevorzugt von 1:3 bis 4:3. GemiB einer besonders
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bevorzugten Ausfithrungsform wird die Mischung mit mehreren Teilen des

Losungsmittels extrahiert, welche am Ende kombiniert werden.

Tm Rahmen dieser Ausfiihrungsform wird vorzugsweise ein Hexan-Extrakt einer
Biomasse von Crypthecodinium sp. als umzuesternde Biomasse eingesetzt,
welche dann, wie vorstehend beschrieben, umgeestert wird. Dieser Vorgang dient
zur Aufkonzentrierung und Aufreinigung des antioxidativ wirksamen Extraktes.
Giinstigerweise weist der auf diese Weise aufkonzentrierte und aufgereinigte
Extrakt, bezogeh auf sein Gesamtgewicht, einen Gehalt an Fettsiuren mit 6 bis 30
Kohlenstoffatomen und an Fettsiureestern, die Fettsaurealkylreste mit 6 bis 30
Kohlenstoffatomen umfassen, von weniger als 20,0 Gew.-%, vorzugsweise von

weniger als 10,0 Gew.-%, insbesondere von weniger als 5,0 Gew.-%, auf.

Die Zusammensetzung des Extraktes kann in einem weitem Bereich variieren. Im
Rahmen einer ersten, besonders bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden

Erfindung ist der Extrakt aus Crypthecodinium sp. dadurch erhltlich, dass man
i) eine Biomasse von Crypthecodinium sp. verseift und

ii) die verseifte Biomasse mit einem Ldsungsmittel extrahiert, welches eine

Wasserloslichkeit kleiner 0,1 g Losungsmittel pro g Wasser bei 25 °C aufweist.
Vorzugsweise wird dabei nach der DGF-Methode F-II 1 (75) vorgegangen.

Das Verseifen der Biomasse kann auf an sich bekannte Weise erfolgen Besonders
bewihrt hat sich dabei die Umsetzung der Biomasse mit mindestens einem
Alkalimetallhydroxid, vorzugsweise mit NaOH und/oder KOH, insbesondere mit
KOH, in alkoholischer Lsung, vorzugsweise in methanolischer und/oder
ethanolischer Losung. Zur Verseifung besonders geeignete

Reaktionstemperaturen liegen im Bereich von 25 bis 100 °C.

Die Extraktion der verseiften Produktmischung kann in einem weiten Bereich

variieren. Gemif einer bevorzugten Variante gibt man Wasser zu der Mischung
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und extrahiert mit einem Losungsmittel, welches eine Wasserloslichkeit kleiner
0,1 g Losungsmittel pro g Wasser bei 25 °C aufweist. Das Verhiltnis des
Gesamtvolumens des Losungsmittels zu dem Volumen der Reaktionsmasse
(inklusive dem zugegebenen Wasser) kann auch in einem weiten Bereich variiert
werden und ist besonders bevorzugt von 1:3 bis 4:3. Gemaf einer besonders
bevorzugten Ausfithrungsform wird die Mischung mit mehreren Teilen des
Losungsmittels extrahiert, welche am Ende kombiniert werden. Erfindungsgemif
besonders geeignete Losungsmittel schliefen die organischen Losungsmittel
Dichlormethan, Diethylether, Methylethylketon, Ethylacetat, Petrolether, Pentan
und Hexan sowie die superkritischen Losungsmittel Propan, Butan und
Kohlendixid ein, wobei die organischen Losungsmittel, vor allem Diethylether

und Hexan, insbesondere Diethylether, am meisten bevorzugt werden.

Die Entfernung von verbleibendem Wasser aus der
Extraktionslésungsmittelschicht kann beispielsweise durch Waschen der Schicht
mit einer Lake (d.h. einer geséttigten Salzlgsung), durch Trocknen mit einem
Molekularsieb und/oder durch Trocknen mit einem wasserfreien Salz (z.B.

Natriumsulfat oder Magnesiumsulfat) erreicht werden.

Nach der Extraktion wird der Extrakt vorzugsweise aufkonzentriert,
giinstigerweise indem man das Losungsmittels teilweise oder vollstindig

verdampft.

Im Rahmen einer weiteren, besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der
vorliegenden Erfindung ist der Extrakt aus Crypthecodinium sp. durch Extraktion
einer Biomasse von Crypthecodinium sp. mit einem Alkohol mit 1 bis 12,
vorzugsweise 1 bis 6, insbesondere 1 bis 4, Kohlenstoffatoﬁlen und/oder mit
einem Keton mit 3 bis 6, vorzugsweise 3 oder 4, Kohlenstoffatomen erhéltlich.
Die Extraktion mit einem Alkohol wird dabei geéeniiber der Extraktion mit einem
Keton bevorzugt. Fiir die vorliegenden Zwecke ganz besonders geeignete

Alkohole sind, jeweils einzeln oder in Mischung, Methanol und Ethanol.
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Besonders geeignete Ketone umfassen Aceton und/oder Methylethylketon,

insbesondere Aceton.

Im Rahmen dieser Ausfithrungsform wird vorzugsweise ein Hexan-Extrakt einer
Biomasse von Crypthecodinium sp. als zu extrahierende Biomasse eingesetzt,
welche dann mit dem Alkohol und/oder Keton gegenextrahiert wird. Dieser
Vorgang dient zur Aufkonzentrierung und Aufreinigung des antioxidativ
wirksamen Extraktes. Glinstigerweise weist der auf diese Weise aufkonzentrierte
und aufgereinigte Extrakt, bezogen auf sein Gesamtgewicht, einen Gehalt an
Fettsduren mit 6 bis 30 Kohlenstoffatomen und Fettsdureestern, die Fettsdurereste
mit 6 bis 30 Kohlenstoffatomen umfassen, von weniger als 20,0 Gew.-%,
vorzugsweise von weniger als 10,0 Gew.-%, insbesondere von weniger als 5,0

Gew.-%, auf.

Das Verhiltnis des Gesamtvolumens des Alkohols oder Ketons zu dem Volumen
der Biomasse kann dabei in einem weiten Bereich variiert werden und ist
besonders bevorzugt von 3:1 bis 3:4. GemaB einer besonders bevorzugten
Ausfiihrungsform wird die Mischung mit mehreren Teilen des Alkohols oder
Ketons extrahiert, welche am Ende kombiniert‘wer.den.

Nach der Extraktion wird der Extrakt vorzugsweise aufkonzentriert, -
glinstigerweise indem man das L()'sungsmittéls teilweise oder vollstindig

Verdémpft.

Der auf diese Weise erhiltliche Extrakt wird vorzugsweise wiederum mit einem
Keton mit 3 bis 6 Kohlenstoffatomen, bevorzugt mit Aceton und/oder
Methylethylketon, insbesondere mit Aceton, extrahiert. Das Verhiltnis des
Gesamtvolumens des Ketons zu dem Volumen des ersten Extraktes kann dabei in
einem weiten Bereich variiert werden und ist besonders bevorzugt von 3:1 bis 3:4.
GemiB einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform wird der erste Extrakt mit

mehreren Teilen des Ketons extrahiert, welche am Ende kombiniert werden.
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Nach der Extraktion wird der resultierende zweite Extrakt vorzugsweise
aufkonzentriert, glinstigerweise indem man das Lsungsmittels teilweise oder

vollstéindig verdampft.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung enthélt die Fettsdure-Zusammensetzung

" weiterhin Bestandteile einer von Crypthecodinium sp. verschiedenen Biomasse,

vorzugsweise einer Biomasse von Thraustochytriales, insbesondere einqr
Biomasse von Ulkenia sp.. Von Crypthecodinium sp. verschiedene Biomassen
sind ebenfalls an sicﬁ bekannt. ErfindungsgemiB kénnen sowohl Biomassen von
Wildtyp-Stdmmen als auch Biomassen von mutierten oder rekombinierten
Stdmmen eingesetzt werden, die DHA (all-cis 4,7,10,13,16,19
Docosahexaensiure) und/oder DPA (all-cis 4,7,10,13,16 Docosapentaenséure)
effizient herstellen. Derartige mutierte oder rekombinierte Stimme schlieBen
Mikroorganismen ein, die, verglichen mit dem Prozentsatz des original Wildtyp-
Stamms, unter Verwendung desselben Substrates, einen héheren Prozentsatz
DHA und/oder DPA in Fetten, und/oder verglichen mit der durch den original
Wildtyp-Stamm hergestellten Menge, unter Verwendung desselben Substrates,

eine héhere Gesamtmenge der Lipide enthalten.

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden

* Erfindung enthilt die erfindungsgemiBe Fettsiure-Zusammensetzung einen

Extrakt der von Crypthecodinium sp. verschiedenen Biomasse. Der Extrakt wird
dabei zweckméiBigerweise erhalten, indem man den betreffenden
Mikroorganismus ziichtet, die Biomasse aus der Kultur emntet, aufschliefit und den
Extrakt isoliert. Ein in diesem Zusammenhang ganz besonders gfinstiges
Verfahren wird in der WO 03/033631 Al beschrieben, auf deren Offenbarung
hiermit explizif bezug genommen wird.

Zur Isolierung des Extraktes werden voriugsweise Extraktionsverfahren mit
organischen Losungsmitteln, insbesondere Hexan, oder mit superkritischen
Fliissigkeiten verwendet. ZweckmiBigerweise wird der Extrakt aus der Biomasse

durch Perkolation der getrockneten Biomasse mit Hexan extrahiert. Derartige
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Extraktionen mit organischen Ldsungsmitteln sind u. a. in der WO 9737032, in
der WO 9743362 und der EP 515460 beschrieben. Eine besonders ausfiihrliche
Darstellung findet sich auch im Journal of Dispersion Science and Technology,
10, 561-579, 1989 “Biotechnological Processes for the Production of PUFAs®.

Alternativ kann die Extraktion auch ohne Ltiéungs‘mittel erfolgen. Ein in diesem
Zusammenhang besonders giinstiges Verfahren wird in der EP-A-1178118

beschrieben. Bei diesem Verfahren wird ein Lésungsmittel vermieden, indem man
eine wissrige Syspension der Biomaése herstellt und die Olphase durch

Zentrifugation von der wissrigen Phase abtrennt.

GemiB einer besonders bevorzugten Variante der vorliegenden Erfindung erfolgt
die Gewinnung des Extraktes durch reine mechanische Verpressung einer von

Crypthecodinium sp. verschiedenen Biomasse und anschliefender Extraktion mit
frﬁndestens einem organischen oder superkritischen Losungsmittel, vorzugsweise

mit mindestens einem organischen Losungsmittel, insbesondere mit Hexan.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung hat es sich auch als ganz besonders
vorteilhaft erwiesen, die Biomasse, vorzugsweise mit einem aliphatischen
Alkohol mit 1 bis 12 Kohlenstoffatomen, bevorzugt mit 1 bis 6
Kohlenstoffatomen, insbesondere mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen, umzuestern.
Dabei;hat sich dié Verwendung von Methanol und Ethanol, insbesondere von
Ethanol ganz besonders bewihrt. Die Umesterung erfolgt vorzugsweise unter
saurer Katalyse, insbesondere unter Verwendung von Schwefelséiure und/oder
Salzsture. Die umgeesterte Biomasse wird anschlieffend vorzugsweise mit einem
organischen Losungsmittel, insbesondere mit Hexan, extrahiert. Das Verhltnis
des Gesamtvolumens des Losungsmittels zu dem Volumen der Reaktionsmasse
(inklusive dem zugegebenen Wasser) km auch in einem weiten Bereich variiert
werden ﬁnd ist besonders bevorzugt von 1:3 bis 4:3. GemiB einer besonders
bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Mischung mit mehreren Teilen des

Losungsmittels extrahiert, welche am Ende kombiniert werden.
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Die Zusammensetzung der Biomasse kann in einem weitem Bereich variieren.
Vorzugsweise enthilt die von Crypthecodinium sp. verschiedene Biomasse
mindestens eine mehrfach ungesittigte Fettsiure und/oder mindestens einen
Fettsaureester zweckm#Bigerweise einen F ettsdurealkylester, bevorzugt ein
Glycerid, insbesondere ein Triglycerid, welcher mindestens einen mehrfach
ungesdttigten Fettsiure-Rest umfasst, der vorzugsweise 6 bis 30
Kohlenstoffatome aufweist. GemiB einer besonders bevorzugten
Ausfiihrungsform sind mindestens 10 %, besonders bevorzugt mindestens 25 %
und insbesondere mindestens 30 % der Fettsiuren und/oder der F ettsédure-Reste in
der Biomasse DHA bzw. DHA-Reste.

Ein ,,Glycerid“ ist, so wie der Ausdruck hierin verwendet wird, ein Ester von
Glycerin und mindestens einer Fettsiure, wobei eine bis drei Hydroxylgruppen
des Glycerins mit einem oder mehreren Fettséure-Resten verestert wurden. Wenn
mehrere Fettsdure-Reste vorliegen, knnen die Fettsiure-Reste gleich oder

verschieden sein.

Bei vielen geeigneten Ausgangsmaterialien siﬁd der Hauptanteil der Glyceride
Triglyceride, d. h. Ester von drei Fettsiure-Resten und Glycerin. Dabei kann jeder
Fettsdure-Rest entweder gesittigt (d.h. alle Bindungen zwischen den Kohlenstoff-
Atomen sind Einfachbindungen) oder ungesittigt (d.h. es gibt mindestens eine
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppel- odér -Dreifachbindung) sein. Die Art der
ungesittigten Fettsiure-Reste werden hierin gelegentlich mit einem w
gekennzeichnet. Diese Nummer gibt die Position der ersten Doppelbindung an,

wenn man ausgehend von der terminalen Methylgruppe der Fettsiaure oder des

Fettsdure-Restes zihlt.

Die relativen Anteile der einzelnen Komponenten der erfindungsgemaBen
Fettsdure-Zusammensetzung kénnen grundsitzlich frei gewdhlt und auf die’
jeweilige Anwendung abgestimmt werden. Im Rahmen der vorliegenden
Erfindung hat es sich jedoch als ganz besonders glinstig erwiesen, dass die

Fettsdure-Zusammensetzung, jeweils bezogen auf ihr Gesamtgewicht, 0,1 bis 50,0
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Gew.-%, vorzugsweise 0,1 bis 25,0 Gew.-%, glinstigerweise 0,2 bis 10,0 Gew.-%,
insbesondere 0,5 bis 5,0 Gew.-%, des antioxidativ wirksamen Extraktes aus
Crypthecodinium sp. und 50,0 bis 99,9 Gew.-% , vorzugsweise 75,0 bis 99,9
Gew.-%, giinstigerweise 90,0 bis 99,8 Gew.-%, insbesondere 95,0 bis 99,5 Gew .-
%, Bestandteile_ einer von Crypthecodinium sp. verschiedenen Biomasse enthilt,
wobei die zuvor genannten relativen Anteile Zusammengenommen vorzugsweise
100,0 Gew.-% ergeben.

Die erfindungsgemiifie F ettsdure-Zusammensetzung weist einen vergleichsweise
hohen Anteil an mehrfach ungesittigten Fettsduren auf und enthilt, jeweils
bezogen auf ihr Gesamtgewicht, vorzugsweise mindestens 10,0 Gew.-%,
giinstigerweise mindestens 25,0 Gew.-%, bevorzugt mindestens 50,0 Gew.-%,
insbesondere ﬁindestens 70,0 Gew.-%, Docosahexaenséure (all-cis
4,7,10,13,16,19 Docosahexaensiure) und/oder Docosahexaensiurealkylester (all-
cis 4,7,10,13,16,19 Docosahexaenséiurealkylester), bevorzugt Docosahexaensiure,

Docosahexaensiduremethylester und/oder Docosahexaensiureethylester.

Die erflindungs geméife Fettsdure-Zusammensetzung zeichnet sich gegeniiber
herkémmlich stabilisierten Fettsdure-Zusammensetzungen durch eine héhere
oxidative Stabilitit aus. Die Zugabe von an sich bekannten Antioxidantien, wie
beispielsweise o-, B-, y- und/oder 6-’Toc0pherol, ist daher nicht unbedingt
erforderlich. Dementsprechend enthilt die erfindungsgemiBe Fettsiure-
Zusammensetzung gemif einer ersten bevorzugten Ausfilhrungsform keine

weiteren Antioxidantien.

Da jedoch die antioxidative Stabilitit der erfindungsgemifen Fettsaure-
Zusammensetzung oftmals durch die zusitzliche Zugabe von Antioxidantien noch
weiter gesteigert werden kann, enthilt die Fettsdure-Zusammensetzung gemiB
einer ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung mindestens
ein, vorzugsweise synergistisch wirkendes, Antioxidans, vorzugsweise
mindestens ein Tocotrienol, a-, B-, y- und/oder 8-Tocopherol, giinstigerweise o-,

B-, y- und/oder &-Tocopherol, insbesondere .-, -, y- und/oder 8-Tocopherol und

14 PCT/EP2006/000676
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Ascorbylpalmitat, wobei der relative Anteil dieser Komponente vorzugsweise
0,01 bis 5,0 Gew.-%, insbesondere 0,05 bis 0,5 Gew.-%, jeweils bezogen auf das

Gesamtgewicht der Fettsiure-Zusammensetzung, betrigt. '

Die Herstellung der erfindungsgemiBen Fettsdure-Zusammensetzung erfolgt auf
an sich bekannte Weise, vorzugsweise durch Mischen der entsprechenden ‘
Komponenten. Dabei hat es éich als ganz besonders vorteilhaft erwiesen, der
antioxidativ wirksame Extrakt aus Crypthecodinium sp. und die Bestandteile der
von Crypthecodinium sp. verschiedenen Biomasse getrennt voneinander in einem
Lésungsmittel, vorzugsweise Petrolether, Hexan, Pentan, Ethanol, Methanol,
Acetonitril, Dichlormethan, Methylethylketon, Diethylether und/oder Ethylacetat,
glinstigerweise Hexan und/oder Diethylether, insbesondere Diethylether, zﬁ 16sen,
die Losungen dann miteinander zu mischen und das Losungsmittel anschliefend,

vorzugsweise durch verdampfen, zu entfernen.

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung werden die
Komponenten ohne Zusatz von Lésungsmittel gemischt, wobei ggfs. hohere
Temperaturen, vorzugsweise im Bereich von 25 °C bis 80 °C, insbesondere im

Bereich von 25 °C bis 60 °C, verwendet werden.

Mégliche Anwendungs gebiete der erfindungsgemiBen Fettsdure-
Zusammensetzung sind dem Fachmann unmittelbar offensichtlich. Sie eignen sich
insbesondere fiir alle Anwendungen, die fiir PUFAs und PUFA-Ester
vorgezeichnet sind. Dabei kann die erfindungsgem#Be Fettsaure-
Zusammensetzung meist direkt eingesetzt werden. Fiif manche Anwendungen ist

es jedoch notig, den oder die Fettsiure-Ester in der fliissigen Phase vorher zu

- verseifen. Dies kann beispielsweise durch Umsetzung mit KOH in Ethanol und

anschliessendem Ansduern mit einer anorganischen oder organischen Siure

erreicht werden.

Die erﬂndungs gemile Fettsiure-Zusammensetzung wird insbesondere als

Wirkstoff oder Bestandteil in pharmazeutischen Zusammensetzungen, als
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" Bestandteil in kosmetischen Zubereitungen, als Lebensmittelzusatzstoff, als

Lebensmittelzutat, als Bestandteil funktioneller Nahrungsmittel und zur
Herstellung héher konzentrierter PUFA-Folgeprodukte, wie Ester und Séuren,

eingesetzt.

Nachfolgend wird die Erfindung durch Beispiele eingehender erldutert, ohne dass

hierdurch eine Beschréinkung des Erfindungs gedankens erfolgen soll.

Es wurden die Induktionszeit, die Peroxidwerte und/oder die antioxidative

Kapazitit von folgenden Fettsdure-Zusammensetzungen bestimmt:

Kontrolle 1

Ein wie in Yokochi et al., Appl. Microb. Biotechnol., (1998), 49, S. 72-76
beschrieben, hergestelltes ,,DHA-haltiges O1“ wurde verwendet. Dieses wurde
nach allgemein bekannten Verfahrensschritten einer vollstindigen Raffination

unterzogen. Im folgenden wird dieses Ol kurz als »DHA-haltiges O1“ bezeichnet.

Kontrolle 2-17
,»DHA-haltiges OI* + die Tabelle 1 angegebenen Mengen Ascorbylpalmitat
und/oder Tocopherolgemisch (zugegeben 0,14%. ®Coviox T70; natiirliches

Tocopherolgemisch).

. Beispiel 1

Die Extraktgewinnung wurde nach DGF-Methode F-II 1 (75) durchgefiihrt.

502¢g Crypthecodin?um cohnii-Rohsl (Hexan—Extrakt) ‘'wurden in einen 250 mi
Rundkolben eingewogen und mit 20 mg Pyrogallol, 40 ml Methanol, 10 ml
60%iger Kalilauge (g/v) und 3 Siedesteinen versetzt. Im 80 °C heiBen Wasserbad
wurde die Probe 20 Minuten lang'unfer RiickfluB3 und leichtem Stickstoffstrom
verseift. Nach dem Abkiihlen wurde die Seifenlosung 3-mal mit 40 ml
bidestilliertem Wasser und 2-mal mit 50 ml Diethylether in einen 500 ml

Scheidetrichter tiberspiilt.
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. Mit dem Diethylether erfolgte unter vorsichtigem Schwenken eine erste

Extraktion. Die wissrige Phase wurde in ein 600 m] Becherglas abgelassen. Die
Diethyletherphase wurde mit 40 ml bidestilliertem Wasser nachgewaschen, das
Wasser zur wissrigen Phase abgelassen. Die Diethyletherphase wurde in einen
1000 m1 Rundkolben abgelassen. Die wissrige Phase wurde noch viermal, wie
beschrieben, behandelt (Diethylether zugegeben, Extraktion usw.), bis sie farblos
war. Die vereinigten Diethylphaéeﬁ wurden am Rotationsverdampfer eingeengt,
mittels Olpumpe getrocknet und aus gewogen. Es wurden 921 mg Extrakt.

gewonnen.

Dieser wurde mit 4 g ,,DHA-haltigem O1* (Kontrolle 5; enthlt 0,1 % Tocopherol)
versetzt und unter Zuhilfenahme von 10 m1 Diethylether gut gemischt. Nach

Entfernung des Diethylethers wurde ein oranges O1 erhalten.

Beispiel 2 '
Bs wurden 41,9 g Crypthecodinium cohnii-Rohél in einen 500 ml Rundkolben

eingewogen, mit 120 ml Methanol und einem Magnetriihrstab versetzt. Der

~ Ansatz wurde 3 Stunden auf dem Magnetrithrer kriftig geriihrt. Die obere

Méthanolphase wurde in einen 250 ml Rundkolben abdekantiert. Der C)lanéatz
wurde nochmals mit 100 ml Methanol versetzt und eine Stunde lang
nachgewaschen. Das Ol-Methanol-Gemisch wurde in einen 100 ml Scheidtrichter
gegeben und die Methanolphase zu der bereits Vorhandenen tiberfiihrt. Diese
wurde am Rotationsverdamfer eingeengt und mitteis Olpumpe getrockﬁet. Es
wurden 760 mg Extrakt gewonnen. Ein »DHA-haltiges O1* (Kontrolle 5; enthlt

0,1 % Tocopherol) wurde mit 2 Gew.-% des Extraktes versetzt und gut vermischt.

Beispiel 3 |
Erhalten wie die Fettsaure-Zusammensetzung aus Beispiel 2, auBer dass das’
eingesetzte ,,DHA-haltige O1 (Kontrolle 1) mit 4 Gew.-% des Extraktes versetzt

und gut vermischt wurde.
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Beispiel 4

Eine Crypthecodinium cohnii-Biotrockenmasse wurde direkt mit Methanol
extrahiert, wobei auch ein groBer Anteil Phospholipide mit extrahiert wurde, was
zu einem sehr zihen Produkt fiihrte.

Ein ,,DHA-haltiges O1* (Kontrolle 1) wurde mit 4 Gew.-% des Extraktes versetzt

und gut vermischt.

Beispiel 5 )

Eine Crypthecodinium cohnii-Biotrockenmasse wurde direkt mit Methanol
extrahiert, wobei auch ein groBer Anteil Phospholipide mit extrahiert wurde, was
zu einem sehr zihen Produkt ﬁihrte. Zur Entfernung dieser Verbindungen wurde
der Extrakt nochmals mit Aceton gewaschen und die im Aceton 16slichen

Bestandteile bildeten den Crypthecodinium cohnii—Acetonextrakt.

Ein ,,DHA-haltiges O1“ (Kontrolle 1) wurde mit 4 Gew.-% des Acetonextraktes

versetzt und gut vermischt.

Beispiel 6 '
Erhalten wie die Fettsiure-Zusammensetzung aus Beispiel 2, auBer dass das

eingesetzte ,,DHA-haltige O1* (Kontrolle 5) mit 4 Gew.-% des Extraktes versetzt

- und gut vermischt wurde.

Rancimatbestimmung

Gerét: . 743 Rancimat
- Hersteller: , Metrohm
Geriteeinstellungen: |
Methode: , (analog zu AOCS Methode Cd12b-92)
Tempefatur: 80°C
Gasfluss: 20L/h

Stoppkriterium: Endpunkt
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Durchfiibrung und Messprinzip:

Das zu vermessende O1 (3 g) wird in ein Reaktionsgefif} eingewogen, in den
Heizblock gestellt und einer definierten Temperatur und einem Luftstrom
ausgesetzt. Dabei entstehen fliichtige Oxidationsprodukte, wie Ameisensiure, die
tiber ein Luftrohr in das MessgefiB transferiert werden, in dem mit der
Leitfahigkeitselektrode in destilliertem Wasser die Leitfihi gkeit gemessen wird.
Diese wird tiber die Zeit bis zum Endpunkt aufgezeichnet. Von dieser Kurve wird
automatisch die zweite Ableitung gebildet, die beim Sattelpunkt ihr Maximum
hat. Die Zeit bis zum Sattelpunkt wird als Induktionszeit bezeichnet.

Je hoher die Stabilitit der jeweiligen Probe ist, desto hdher ist auch die
Induktionszeit. Demzufolge kénnen durch den Vergleich der gemessenen
Induktionszeiten Riickschliisse iiber den anti-/oxidativen Status einer Probe
gezogen werden sowie die Wirksamkeit von Antioxidantien effektiv miteinander

verglichen werden.

Fiir die vorstehend aufgefithrten Materialien wurden die in Tabelle 1

zusammengefafiten Induktionszeiten gemessen.



WO 2006/079533 20 PCT/EP2006/000676
Tabelle 1: Induktionszeiten nach dem Rancimattest
Probe Zusatz Induktionszeit (h)
Kontrolle1 |--- 1,1
‘ Kontrolle2 | 0,01 Gew.-%Toc 1,9
Kontrolle 3 [0,025 Gew.-% Toc 3,7
Kontrolle 4 0,05 Gew.-%Toc 5,5
Kontrolle 5 |0,1 Gew.-%Toc 5,7
Kontrolle 6 |0,15 Gew.-% Toc 6,8
Kontrolle 7 |0,2 Gew.-%Toc 7,7
Kontrolle 8 |0,5 Gew.-%Toc‘ 7,0
Kontrolle 9 | 1,0 Gew.-%Too 75
Kontrolle 10 |2,0 Gew.-% Toc ‘ 6,6
Kontrolle 11 }0,025 Gew.-%Toc + 0,025 Gew.-%AP 4,3
Kontrolle 12 {0,1 Gew.-%Toc + 0,025 Gew.-%AP 9,0
Kontrolle 13 |0,1 Gew.-%Toc + 0,5 Gew.-%AP 8,5
Kontrolle 14 |0,1 Gew.-%Toc + 0,1 Gew.-%AP 7,4
Kontrolle 15 | 0,2 Gew.%Toc + 0,05 Gew-%AP 11,6
Kontrolle 16 |0,2 Gew.-%Toc + 0,1 Gew.-%AP 10,6
Kontrolle 17 0,2 Gew.-%Toc + 0,2 Gew.-%AP 7,0
Beispiel 1 | 18,7 Gow.-% UVA + 0.1 Gow%% Toc 17,9
Beispiel 2 2,0 Gew.-% MeOH-Extr. + 0,1 Gew.-% Toc 14,3
Beispiel 6  |4,0 Gew.-% MeOH-Extr. + 0,1 Gew.-% Toc | 17.6
Beispiel 5 4 Gew.-% Ace-Extr. 41,5 B

AP: Ascorbylpalmitat

Toc: Tocopherolgemisch

uvA: unvérseifbare Anteile (s.0.)
MeOH-Extr.: MeOH-Extrakt (s.0.)
Ace-Extr.-Aceton-Extrakt (s.0.)
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Bestimmuﬁg der Peroxidwerte

Die vorstehenden Materialien wurden fiir vorbestimmte Zeiten in offenen 100 ml
Erlenmeyerkolben im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert und anschlieBend
hinsichtlich ihrer Peroxidwerte untersucht. Die Bestimmung der Peroxidwerte
erfolgte gem&B AOCS Official Method Cd-3d 63 (American_ Oil Chemists
Society). Die erhaltenen Ergebnisse werden in Tabelle 2 zusammengefafit. Sie
zeigen, dass sich durch Verwendung des Methanol-Extraktes (Beispiel 3) die
antioxidative Stabilitit gegentiber dem »DHA-haltigem OI* ohne zusitzlichen
Stabilisator (Kontrolle 1) oder dem konventionell stabilisierten »DHA-haltigem
Ol“ (Kontrolle 2) deutlich steigern 14sst. Dabei ldsst sich die antioxidative

Stabilitét durch die zusétzliche Zugabe von Tocopherol noch weiter erhohen.

‘Tabelle 2: Peroxidwerte nach offener Lagerung

Lagerzeit | Kontrolle 1 | Kontrolle 2 Beispiel 3 | Beispiel 6
0 Tage 0,5 0,7 0,6 0,6
2 Tage 3,0 1,2 1,4 1,3
7 Tage 9.5 3,0 1,9 2,7
14 Tage (17,8 42 12,8 2,1
21 Tage | 745 249 |31 42

Bestimmung der antioxidativen Kapazitiit
Von den Kontrollen 1 und 5 sowie vom Beispiel 5 wurde die antioxidative

Kapazitit wie folgt bestimmt.

Methode:

Die Proben wurden nach der Photochem-Methode vermessen. Das Photochem®
arbeitet nach der Photochemolumineszenz (PCL)-Methode. Mit Hilfe eines
Photosensitizers werden Superoxidanionen-Radikale erzeugt, die iiber ihre

Reaktion mit einer chemolumino genen Substanz (z.B. Luminol) und der Messung



10

15

20

WO 2006/079533 , 22 PCT/EP2006/000676

des dadurch entstehenden Lichtes nachgewiesen werden. Je mehr Radikalfénger
(Antioxidantien) in der Probe enthalten sind, desto starker wird die Intensitéit der
Photochemolumineszenz konzentrationsabhéingfg abgeschwicht. Die Resultate
werden in dquivalenten Konzentrationseinheiten von Trolox angegeben. Das
Gerdit arbeitet mit standardisierten Kits fiir die Messung .der integralen

antioxidativen Kapazitit einzelner Antioxidantien und der Superoxiddismutase.

Fir die Bestimmung der Trolox-Aquivalente wurden die Proben mit n-Hexan

verdiinnt und direkt fiir die Messung eingesetzt.
Die erhaltenen Ergebnisse werden in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Antioxidative Kapazitit einiger Proben

Probe Antioxidative Kapazitiit

Trolox-Aquivalente (ng/mi)

Kontrolle 1 20,4
Kontrolle 5 328
Beispiel 5 1143

Es ist zu erkennen, dass die erfindungsgemiBen Beispiele vergleichsweise hohe

. antioxidative Kapazititen aufweisen. Dabei ist zu beachten, dass die Menge des

zugesetzten Extraktes nicht gleichzusetzen ist mit der Menge der antioxidativ

Wirksainen Menge im Gemisch. So sind weitere Aufreini gungen moglich und

fiihren zu antioxidativ noch wirksameren Extrakten. Selbstverstindlich beinhaltet -

der Schutzumfang noch stirker aufgereinigte Konzentrate bis hin zu den

antioxidativ wirksamen Verbindungen.
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Patentanspriiche:
1. Antioxidativ wirksamer Extrakt aus Crypthecodinium sp..

2. Exfrakt nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass er eine antioxidative

Kapazitit von groBer 25000 Trolox-Aquivalenten aufweist.

3. Extrakt nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass der Extrakt dadurch

erhiltlich ist, dass man
i) eine Biomasse von Crypthecodinium sp. verseift und

i) die verseifte Biomasse mit einem Losungsmittel extrahiert, welches eine ‘
Wasserldslichkeit kleiner 0,1 g Losungsmittel pro g Wasser bei 25 °C -

aufwelist.

4. Extrakt nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass der Extrakt durch

Extraktion einer verseiften Biomasse aus Crypthecodinium sp. mit Hexan,
Pentan, Ethylacetat, Diethylether, Dichlormethan, Dimethylethylketon,
und/oder tiberkritischem Kohlendioxid erhaltlich ist.

5. Extrakt nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass der Extrakt durch
Extraktion einer Biomasse von Crypthecodinium sp. mit einem Alkohol mit 1
bis 12 Kohlenstoffatomen und/oder mit einem Keton mit 3 bis 6

Kohlenstoffatomen erhiltlich ist.

6. Exfrakt nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass der Extrakt durch
Extraktion einer Biomasse von Crypthecodinium sp. mit Methanol,

Isopropan61,~Aceton und/oder Ethanol erhiltlich ist.

7. Extrakt nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dass der Extrakt

durch Extraktion einer Biomasse von Crypthecodinium sp. mit einem Alkohol
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10.

11.

12.

13.

14.

mit 1 bis 12 Kohlenstoffatomen und anschlieBender Extraktion mit einem
Keton erhiltlich ist.

. Extrakt nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch

gekennzeichnet, dass der Extrakt ein Extrakt aus Crypthecodinium cohnii ist.

Extrakt nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass der Extrakt durch ein Verfahren erhiltlich ist, bei

welchem man eine Biomasse von Crypthecodinium sp. umestert.

Extrakt nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass der Extrakt durch ein Verfahren erhaltlich ist, bei

welchem man eine Biomasse von Crypthecodinium sp. mechanisch extrahiert.

Fettsdure-Zusammensetzung, welche mindestens eine ungesittigte Fettsidure
enthilt, dadurch gekénnzeichnet, dass die F ettséitre—Zusammensetzung
mindestens einen Extrakt nach mindestens einem der vorangehenden
Anspriiche und Bestandteile einer von Crypthecodinium sp. verschiedenen

Biomasse enthilt.

Fettséure-Zusammensetzung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass -

sie Bestandteile einer Biomasse von Thraustochytriales enthalt. .

Fettsdure-Zusammensetzung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass

sie Bestandteile einer Biomasse von Ulkenia sp. enthilt.

Fettséure-Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspriiche 11 bis 13,
dadurch gekennzeichnet, dass die Bestandteile der von Crypthecodinium sp.
verschiedenen Biomasse durch ein Verfahren erhiltlich sind, bei welchem

man eine von Crypthecodinium sp. verschiedene Biomasse umestert.
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15. Fettsdure-Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspriiche 11 bis 14,
dadurch gekennzeichnet, dass sie, jeweils bezogen auf das Gesamtgewicht der
Fettsdure-Zusammensetzung, 0,1 bis 50,0 Gew.-% mindestens eines Extraktes
nach mindestens eiﬁem der Aﬁsprﬁche 1 bis 10 und 50,0 bis 99,9 Gew.-%

Bestandteile einer von Crypthecodinium sp. verschiedenen Biomasse enthilt.

16. Fettséiure-Zusammensetzung nach mindestens einem der vorangehenden
Anspriiche 11 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass sie, bezogen auf ihr
Gesamtgewicht, mindestens 25,0 Gew.-% Docosahexaensiure und/oder

Docosahexaensiurealkylester enthiilt.

17. Fettsiure-Zusammensetzung nach mindestens einem der vorangehenden
Anspriiche 11 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass sie mindestens ein
Antioxidans enthilt.

18. Fettsture-Zusammensetzung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass
sie o-, -, y- und/oder 8-Tocopherol und/oder mindestens ein Tocotrienol

enthilt.

19. Fettséure-Zusammensetzung nach Anspruc;h 18, dadurch gekennzeichnet, dass

sie weiterhin Ascorbylpalmitat enthilt.

20. Verfahren zur Herstellung einer Fettsdure-Zusammensetzung gemil -
mindestens einem der vorangehenden Anspriiche 11 bis 19, dadurch
gekennzeiéhnet, dass man mindestens einen Extrakt nach mindestens einerri
der Anspriiche 1 bis 10 und Bestandteile mindestens einer von

Crypthecodinium sp. verschiedenen Biomasse miteinander mischt.

21. Verwendung einer Fettséure-Zusammensetzung gemi mindestens einem der
Anspriiche 11 bis 19 als Wirkstoff oder Bestandteil in pharmazeutischen

Zusammensetzungen.
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22. Verwendung einer Fettsdure-Zusammensetzung gem#B mindestens einem der

Anspriiche 11 bis 19 als Bestandteil in kosmetischen Zubereitungen.

23. Verwendung einer Fettsdure-Zusammensetzung gemiB mindestens einem der
Anspriiche 11 bis 19 als Lebensmittelzusatzstoff und/oder als

Lebensmittelzutat.

24. Verwendung einer Fettsdure-Zusammensetzung gemiB mindestens einem der

Anspriiche 11 bis 19 als Bestandteil von Tierfutter.
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