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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Gewinnung von Olen und Fetten aus pflanzlichen Rohstoffen, vorzugsweise aus
Cerealienkeimen, fiir die Humanernéhrung unter enzymatischer Einwirkung auf die Rohstoffe
sowie Extraktion oder Verdréngungsbehandlung der Einwirkungsprodukte, dadurch
gekennzeichnet, daR die Rohstoffe gegebenenfalls mit Enzymkomplexen von Pilzen, vorzugsweise
aus Aspergillus terreus, Trichoderma reesei, Penicillium verruculosum und/oder Penicillium
janthinellum, gegebenenfalls auch in Kombination mit Proteasekomplexen, vorzugsweise von
Thérmoactinomyces vulgaris, Bacillus subtilis oder Aspergillus niger inkubiert werden, und die
resultierende Maische, gegebenenfalls nach Trocknung, durch Direkt- oder Verdrédngungsextraktion
entfettet wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Cellulasekomplexe mit hoher Aktivitst

an Endoglucanasen, B-Glucosidasen und Cellobiohydrolasen sowie Nebenaktivitatsn an

Hemicellulasen, anderen Glucanasen, Pektinasen, Amylasen und Proteasen sowie

Proteasekomplexe mit hoher Endopeptidaseaktivitit eingesetzt werden,

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daR die Inkubation bei
Gesamtenzymkonzentrationen von 0,1 bis 3,0Ma.-%, vorzugsweise 0,5 bis 1,0 Ma.-%, Feststoff-
Flissigkeitsverhaltnissen von 1 zu 0,2 bis 1 zu 5, vorzugsweise 1 zu 1 bis 1 zu 3, pH-Werten von 4,0
bis 8,0, vorzugsweise 5,0 bis 6,0, Temperaturen von 40 bis 60°C, vorzugsweise 45 bis 565°C, und
Zeiten von 8 bis 24 h, vorzugsweise 12 bis 16h, vorgenommen wird,

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daR die Inkubation init cellulytischen
und proteolytischen Enzymkomplexen simultan oder sukzessiv unter gleichen oder den jewsiligen
Enzymwirkungsbedingungen angepaft erfolgt.

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Entfettung der feuchten
Maische, gegebenenfalls nach thermischer Behandlung, vorzugsweise Uperisation, durch
Verdrangungsextraktion mittels waBriger oder alkoholischer Medien, vorzugsweise 5%ige
Kochsalzlésung oder Isopropanol, und separative Abscheidung der Lipide durchgefiihrt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 4 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Entfettung der getrockneten
Maische, gegebenenfalls nach thermischer Behandlung, vorzugsweise Extrusion, durch
Perkolations- oder Immaessionsextiaktion mittels nichtwéBriger oder wéBrig-organischer
Losungsmittel oder ihrer Gemische, vorzugsweise Hexan, Hexan-Isopropanol im
Volumenverhiltnis 3 zu 2 oder Hexan-Ethanol im Volumenverhiltnis 3 zu 1 und destillative
Abscheidung der Lipide durchgefiihrt wird.

n

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein biotechnologisches Verfahren zur Gewinnung von Olen und Fetten aus pflanzlichen Rohstoffen,
vorzugsweise Cerealienkeimen, fiir die Humanernshrung,

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Die groBtechnische Gewinnung von Olen pflanzlicher Spezies und von solchen Fetten erfolgt derzeit durch Pressung (Vor- oder
Fertigpressung) und/oder Extraktion mit organischen Lésungsmitteln (Direkt- oder Nachextraktion). Kleintechnische Verfahren
basieren daneben auch auf einer Verdriingung von Olen oder Fstten durch wiBrige oder nichtwéBrige Medien.

Der eigentlicher: Entfettung geht in der Regel eine spezifische Vorbehandlung der Rohstoffe (Aufbereitung) voraus, die bei
traditionellen Varfahren meist eine Reinigung, Trocknung, Schélung, Zerkleinerung, Flockulierung und Konditionierung umfaft,
Beiunkonventionellen Verfahren beschrénkt sich derngegeniiber die Aufbereitung im allgemeinen auf eine Sch4lung, wobei die
Entfettung mit einer mechanischen NaB- oder Trockenfeinstzerkleinerung gekoppelt wird.

Schélung, Zerkleinerung und Konditionierung erweisen sich bei allen Verfahren der Entfettung hinsichtlich Ausbeute und
Qualitét der Finalprodukte als kritische Prozef3stufan. Bei Verdréngungsverfahren stellen sich auRerdem erhebliche technische
Probleme beim mechanischen Zellaufschiug, der separativen Phasentrennung und der thermischen Brechung der als
Zwischenprodukt anfallenden mehr oder weniger stabilen Fettemulsionen.

Im neueren Schrifttum finden sich begrenzt Angaben zur biotechnologischen Aufbereitung fettreicher Rohstoffe, insbesondere
von Oliven- und Kokosfriichten, aber auch Olsamen und Cerealienkeime zwecks élgewinnung. Deren Prinzip besteht in einem
cellulytischen Zellwandabbau unter Freisetzung von Lipiden und deren Gewinnung durch Separation oder Extraktion.

Als dafir geeignete Enzyme werden insbesondere Cellulasen, Pektinasen und Hemicellulasen beschrieben,

Der Hauptnachteil dieser enzymatischen Aufbereitungsverfahren besteht vor allem in einer u.a. von Inhibitorstatus und
morphologischen Besonderheiten der Rohstoffe geprégten hohen Substratabhingigkeit der Effektivitat der verwendeten,
hinsichtlich ihrer Wirkungsspezifitit nicht néher charakterisierten Enzympréparate,
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Die Reproduzierbarkeit biotechnologischer Verfahren der Entfettung ist demzufolge weder beziiglich der Ausbeute, noch der
Qualitét der anfallenden Ole oder Fette gesichert.

Ein spezieller Nachteil bei nachgeschalteten Verdréingungsverfahren liegt weiterhin in dem energetischen Mehraufwand fiir eine
erforderliche Emulsionsbrechung, und bei angekoppelten Extraktionsverfahren erweist sich der notwendige Einsatz polarer
organischer Lésungsmittelsysteme als 8konomisches Handicap.

Zio! der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht daher in der Entwicklung eines universell anwendbaren biotechnologischen Verfahrens der 61-
oder Fettgewinnung aus fettreichen pflanzlichen Rohstoffen unter Gewihrleistung energiearmer und inhaltsstoffschonender
Grundoperationen der Aufbereitung und Entfettung.

Darlegung des Wesens der Erfindung

DerErfindung liegt somit die Aufgabe 2ugrunde, Multienzymkomplexe und spezifische Verfahrensbedingungen aufzuzeigen, die
eine weltgehende Freisetzung von Lipiden unter Hintanhaltung der Bildung stabiler Emulvicr.en sowie lipolytischer und
lipoxydativer Verdnderungen ermdglichen.

ErfindungsgemaR werden Ole oder Fette aus pflanzlichen Rohstoffen, vorzugsweise Cerealienkeimen, fiir die Humanernihrung
gewonnen, indem die fettreichan Rohstoffe durch Inkubation mit Cellulasekomplexen von Pilzen, vorzugsweise Aspergillus
terreus, Trichoderma reesei, Penicillium verrucolosum und/oder Penicillium janthinellum enzymetisch unter Freisetzung von
Lipiden aufgeschlossen und nachfolgend aus der resultierenden, gegebenenfalls getrockneten Maische Ole oder Fette durch
Direkt- oder Verdrangungsextraktion abgetrennt werden.

Alsim Rahmen der Erfindung besonders effektive Enzymsysteme erweisen sich Cellulasekomplexe genannter Mikroorganismen
mit hoher Aktivitat an Endoglucanasen, B-Glucosidasen und Cellobiohydrolasen sowie Nebenaktivititen an Hemicellulasen,
anderen Glucanasen, Pektinasen. Amylasen und Proteasen (Tabelle 1),

Wie némlich in diesem Zusammo 1ang gefunden wurde, setzt eine angestrebte hohe Ol oder Fettausbeute einen nahezu
vollsténdigen Zellwandabbau und eine weitgehende Proteolyse voraus, da andernfalls schwerldsliche
LipidanIagerungsverbindungen und/oder stabile Fettemulsionen gebildet warden. Weiterhin wurde gefunden, daf} bei
bestimmten Rohstoffen, insbesondere solchen mit hoher Aktivitiit an Lipidasen, Lipoxygenasen und Proteaseninhibitoren, eine
hydrothermische Vorbehandlung giinstige Ergebnisse zeigt. ’

Auch wurde gefunden, daB im Falle proteinreicher oder auch an eigener Protease armer Rohstoffe eine kombinierte
enzymatische Behandlung mit den genannten Cellulase- und Proteasekomplexen mit hoher Endopeptidaseaktivitit,
vorzugsweise von Thermoactinomyces vulgaris, Bacillus subtilis und Aspergillus niger, besonders vorteilhaft ist, umvertretbare
Inkubationzzeiten bei zugleich hohen Abbauraten 2u erzielen.

Die enzymatische Behandlung der eingesetzten Rohstoffe mit den verschiedenen Enzymen kann dabsi erfindungsgemiR
simultan oder sukzessiv unter Anpassung der Inkubationsbedingungen an die jeweiligen Enzymwirkungsoptima hinsichtlich
pH-Bereich, Temperatur und Aktivitat usw. erfolgen.

Die erfindungsgemiBe Arbeitsweise, z.B. hinsichtlich der Inkubation, erfordert die Einhaltung von
Gesamtenzymkonzentrationen zwischen 0,1 und 3,0%, vorzugsweise 0,5 und 1,0%, Feststoff- Fliissigkeits-V erhéltnissen
zwischen 1zu0,2und 1 zu 5, vorzugsweise 1 zu 1 und 1zu 3, pH-Werten zwischen 4,0 und 8,0, vorzugsweise 5,0 und 6,0,
Temperaturen zwischen 40 und 60°C, vorzugsweise 45 und 55°C, sowie Einwirkungszeiin zwischen 8 und 24 h, vorzugsweise 12
und 16h,

SchlieBlich wurde auch gefunden, daB eine vorteilhafte erfindungsgemiRe Variante 2ur Entfettung der anfallenden feuchten
Maische darin besteht, sine Verdringungsextraktion mittels wiiBriger oder alkoholischer Medien, vorzugswoeise 5%ige
Kochsalzldsung oder Isopropanol, in Verbindung mit einer separativen Abscheidung der Lipide oder alternativ dazu zur
Entfettung der getrockneten Maische eine Immersions- oder Perkolatior. ~extraktion mittels nichtw4Rriger oder wirig-
organischer Lésungsmittel oder ihrer Gemische, vorzugsweise Hexan, Hexan-Isopropanol (3/2, v/v) oder Hexan-Ethanc} (3/1,
v/v), in Verbindung mit einer destillativen Abscheidung der Lipide vorzunehmen. Eine thermische Behandlung der [Maischen
durch Upperisation oder Extrusion wirkt sich dabei besonders giinstig auf die Lipidausbeute aus.

Die Erfindung wird durch nachstehende Ausflhrungsbeispiele erléutert:

Ausfihrungshelsplele

Belspiel 1

1kg feuchte Maiskeime (Rohlipide 20,4%, Rohproteine 4,4%, Wasser 683,2%) werden nach Zusatz von 3kg einer
Citratpufferlésung (pH 5,0) und 1Ma.-% eines Cellulasekomplexes von Aspergillus terreus bei 50°C {iber 6h fermentiert. Danach
erfolgt eine pH-Regulation mittels Phosphatpuffer auf 7,5, ein Zusatz von 0,5Ma.-% Thermoactinomyces vulgaris sowie eine
Nachfermentation bei 50°C iiber 4h, Die anfallende Maische wirdim Diisenkocher 10s auf 170°C erhitzt und nach Abkiihlung auf
60°C und Zusatz von 2kg einer 5%igen Kochsalzlésung separiert.

Der Restlipidgehalt des gstrockneten Riickstandes betrigt 3,9Ma.-%,

Belspiel 2

1kg konditionierter und flockulierter Rapssamen (Robhlipide 42,2Ma.-%, Rohproteine 22,7Ma.-%, Wasser 7,9Ma.-%} wird mit
0,2kg einer Citratpuffericsung (pH 5,0), die jeweils 1Ma.-% eines Cellutasekomplexes von Penicillium janthinellum und
Trichoderma reessi enthilt, bespriiht und bei 45°C iiber 12 h fermentiert.
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Die anfallende Maische wird im Extruder §min auf 120°C erhitzt und nach Abkiihlung auf 60°C mit 1kg Hexan durch
Porkolationsextraktion entfettet,
Der Restlipidgehalt des desolventisierten Riickstandes betriigt 2,9Ma.-%,

Beispiel 3 -

1kg geschilte und zerkleinerte Sonnenblumensamen (Rohlipide 55,6 Ma.-%, Rohproteine 21,3 Ma.-%, Wasser 5,7 Ma.-%) wird
nach Zusatz von 2kg einer Citratpufferldsung sowie jeweils 1 Ma.-% eines Cellulase- und Proteasekomplexes von Penicillium
verruculosum oder Aspergillus niger bei 40°C tiber 24 h fermentiert.

Die anfallende Maische nach Zusatz von 2kg Isopropanol wird separiert. Der Restlipidgehalt des Riickstandes betrigt 1,8 Ma.-%.
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