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Patentanspriiche:

1.

10.

Verfahren zur Gewinnung und Aufkonzentrierung polyenfettsaurereicher Lipide in Form von
Triglyceriden oder Fettsdurealkylestern aus ausgewahlten Rohstoffen der Fischverarbeitung
mittels Entfettung, Raffination, gegebenenfalls auch Modifizierung und Fraktionierung, dadurch
gekennzeichnet, daf lipid- und polyenfettsdurereiche limnische oder maritime Fischspezies, mit
hohem Quotienten an essentiellen Polyenfettsduren

Q= % Eicosapentaensédure + % Docosahexaenséure
% Linolséure + % Arachidonsdure

=10

einer lipolytischen und/oder proteolytischen Behandlung mit Esterasen und/oder Proteasen in
Kombination mit einem mechanischen und thermischen Aufschluf? unterworfen werden und
daraufhin die freigesetzten Lipide oder Spaltprodukte entweder direkt aus dem waRrigen
Hydrolysat durch Separation oder aus dem entwésserten Hydrolysat durch Extraktion
abgeschieden, raffiniert, modifiziert, fraktioniert und/oder konzentriert werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Lipolyse durch Lipasen und
Phospholipasen mikrobieller, tierischer oder pflanzlicher Provenienz, vorzugsweise Esterasen von
Pankreasdriisen, Zygomyceten oder Plectomyceten unter Bedingungen durchgefiihrt wird, die
eine weitgehende Spaltung der Lipide unter Freisetzung der Fettsduren unter Vermeidung der
Bildung stabiler Emulsionen gewahrleisten.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf3 die Proteolyse durch unspezifische
Proteasen und Peptidasen mikrobieller, pflanzlicher oder tierischer Provenienz, vorzugsweise
Hydrolasen von Magenschleimhéauten, Bacilli oder Actinomyceten, unter Bedingungen
durchgefihrt wird, die einen weitgehenden Zellaufschluf® und eine Freisetzung von Lipiden unter
Vermeidung der Bildung stabiler Emulsionen gewéhrleisten.

. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die lipolytisch und/oder

proteolytisch behandelten Rohstoffe einer Uperisation bei einem Temperatur-Zeit-Regime von
max. 200°C iber max. 15s unterworfen werden.

. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, da die separative Abtrennung freier

Lipide oder ihrer Spaltprodukte mittels Zentrifugalabscheider, vorzugsweise bei einem
Schwerefeld =10000g, durchgefiihrt wird.

. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dal3 die extraktive Abtrennung

gebundener Lipide oder ihrer Spaltprodukte mit bindren oder terndren Gemischen azeotroper
Losungsmittel, vorzugsweise Isopropanol/Wasser = 91/9 (V/V), Aceton/Methanol = 88/12 (V/V)
oder Hexan/Methanol/Wasser = 76/23/2 (V/V/V} durchgeflihrt wird und gegebenenfalls eine
Entwiasserung mitwassermischbaren organischen Solventien, vorzugsweise Ethanol oder Aceton,
oder alternativ dazu eine schonende Trocknung, vorzugsweise in der Wirbelschicht unter inertgas
bei Guttemperaturen von max. 80°C, vorgeschaltet wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da3 die separativ oder extraktiv
gewonnenen Lipide, gegebenenfalls nach vollstdndiger Reveresterung zu Triglyceriden, durch
Entsduerung, vorzugsweise mit Calziumhydroxyd, Entschleimung, vorzugsweise mittels
Phosphorséure, Bleichung, vorzugsweise mit iberhitztem Wasserdampf bei Temperaturen
200°C und Driicken < 100 mbar, raffiniert werden.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dal} die separativ und extraktiv
gewonnenen Lipide oder ihre Spaltprodukte, gegebenenfalls nach Modifizierung mittels
gerichteter oder unge..chteter chemischer oder enzymatischer Acylierung durch
physikochemische Fraktionierung, vorzugsweiss Miolekulardestillation,
Tieftemperaturkristallisation oder Fllissiggasextraktion, aufkonzentriert werden.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daf? die separativ oder extraktiv
gewonnenen Lipidspaltprodukte, gegebenenfalls nach Modifizierung mittels vollstandiger
chemischer oder enzymatischer Deacylierung in freie Fettsduren oder Natriumseifen, durch
physikochemische Fraktionierung, vorzugsweise Harnstoff- oder Bromadduktbildung,
aufkonzentriert und chemisch oder enzymatisch zu Triglyceriden oder Fettsdurealkylestern
reverestert werden.,

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daf3 als Rohstoffe
SiRwassercypriniden der Spezies Aristichthys nobilis und Hypophthalmichthys molitrix
eingesetzt werden,
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11. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dal? fiir die separative
Lipidgewinnung weitgehend hydrolysierte Rohstoffe, vor allem Neben- und Abprodukte der
Fischfiletproduktion, vorzugsweise Bauchlappen und Innereien, mit Lipidgehalten =10%, fiir die
extraktive Lipidgewinnung hingegen partiell hydrolysierte Rohstoffe, vorzugsweise gerlngmaBlge
Fische mit Lipidgehalten < 10%, eingesetzt werden.

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Anwendung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung und Aufkonzentrierung polyenfettsdurereicher Lipide aus aquatischen
Rohstoffen, speziell maritimen und limnischen Fischspezies. Bevorzugtes Anwendungsgebiet der Erfindung ist die
Lipidisolierung aus Cypriniden der Spezies Aristichthys nobilis und Hypophthalmichthys moltitrix mit hohem Gehalt an
Gesamtlipiden- und -polyenfettsiuren sowie spezifischen Quotienten von n3- zu n6-Polyenfettsduren, insbesondere die
Verwertung von Neben- und Abprodukten der Fischverarbeitung.

Bevorzugtes Applikationsfeld derin Form von Triglyceriden oder Fettsiureatkylestern anfallenden Lipiden oder Lipidkonzentrate
ist der Einsatz als Diitetika oder Pharmaka zur Priavention bzw. Therapie von Gefaf3- und Kreislauferkrankungen.

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Polyentfettsauren der n6-Fettsiurefamilie, speziell Linol- und Arachidonséure, sind seit langerem als Substrate der In-vivo-
Eikosanoid-Synthese bekannt; der physiologische Bedarf dieser fiir den menschlichen Organismus essentiellen
Nahrungskomponenten wird bei einer gemischten Kostform im allgemeinen gedeckt. Neuerdings treten aber auch héher
ungesittigte Polyenfettsauren der n3-Fettsdurefamilie, speziel! Eicosapentaen- und Docosahexansaure, als fir den Menschen
vermutlich gleichfalls essentielle Verbindungen aus medizinischer Sicht, u.a. im Hinblick auf eine Senkung von Blutdruck und
Blutungszeit sowie antithrombische und antiinflammatorische Effekte, in den Blickpunkt weltweiten Interesses.

In diesem Zusammenhang werden eine giinstige Verschiebung des Tromboxan-Prostaglandin-Gleichgewichtes in Richtung auf
Antithrombose, Vasodilatation und eine Abschwiichung chemotaktischer Reaktionen weiBer Blutzellen als
Wirkungsmechanismen postuliert und als eine biochemische Ursache fiir (iberraschende Gegenldufigkeit von Fischverzehr
sowie atherothrombotischen und chronischen entziindlichen Erkrankungen diskutiert. Darauf ist vermutlich nicht nur die
Gesamtzufuhr an Polyenfettsiuren, sondern vielmehr auch die Relation von n3- zu n6-Polyenfettsduren von mafigeblichem
EinfluB, so daR davon ausgegangen wird, daB die fiir eine Reihe hochindustrialisierter Lander charakteristische hohe
Mortalitatsrate an ernadhrungsbedingten GefiaR- und Kreislauferkrankungen auf ein Defizit von n3-Polyenfettséuren im
Nahrungsangebot zuriickzufihren ist.

Fischsle und daraus hergestellte mit n 3-Polyenfettsiuren angereicherte Lipidkonzentrate werden daher im zunehmenden MaRe
als Gesundheitspflegemittel oder Pharmaka zur Privention bzw. Therapie von Herz-Kreislauf-Krankheiten eingesetat.
Priadestinierte Nahrungsquellen fiir hochgesittigte n3-Fettsduren sind nach dem bisherigen Stand der Kenntnisse
planktonfressende maritime Fische aus arktischen Fangplétzen, die sich durch einen hohen Anteil dieser physiologisch aktiven
Fettsauren bei zugleich hohem Gesamtlipidgehalt auszeichnen.

Verfahren der Gewinnung qualitativ hoch.vertiger Fischéle — das betrifft vor allem einen enzymatischen ZellaufschluB in
Kombination mit einer Verdrangungsextraktion von Fetten mittels wiaBriger Medien und den mechanischen Zellaufschluf in
Kombination mit einer Losungsmittelextraktion mittels superkritischer Gase.

Was dabei speziell den enzymatischen ZellaufschluR durch zellulytische Enzymsysteme angeht, so wird dieser derzeit lediglich
bei der Gewinnung von Oliven-Jungferndlen praktiziert. Weiterhin ist der Einsatz substratspezifischer Hydrqlasen (Lipasen und
Proteasen) bei der Gewinnung una Modifizierung von Proteinen wie auch extraktiver Isolierung granzflachenaktiver
Strukturlipide als bekannt vorauszusetzen, Prinzipiell bekannt ist dariiber hinaus die Aufkonzentrierung polyenfettsdurereicher
Lipide aus Fischen oder Samen durch physikochemische, chemische und enzymatische Modifizierung bzw. Fraktionierung.
Voraussetzung fiir die Effektivitit letztgenannter Manipulationen ist allerdings ein hoher Gesamtlipid- und
-polyenfetisduregehalt der Rohstoffe. Im Falle hochgesittigter Vertreter der n3-Polyenfettsdurefamilie in extrazelluldren
Triglyceriden, die durch Verdringungsextraktion mittels waBriger Medien technologisch ieicht zugénglich sind, ist dies
wiederum auf Grund der erdrterten spezifischen Zusammensetzung nur unter Einschrankung gegeben, und im Falle von
n3-Polyenfettsauren in membrangebundenen Phospholipiden erfordert deren Gewinnung technologisch aufwendige Verfahren
der Lésungsmittelextraktion.

Ziel der Erfindung

Als Ziel der Erfindung leitet sich daraus die Entwicklung eines Verfahrens zur schonenden Gewinnung, gegebenenfalls auch
Aufkonzentrierung, polyenfettsiurereicher Lipide unter Nutzbarmachung auch einheimischer verfiigbarer Rohstoffquellen ab.
Der Erfindung liegt demzufolge die Aufgabe 2ugrunde, Rohstoffe und Verfahrensbedingungen aufzuzeigen, die eine Gewinnung
und Aufkonzentrierung qualitativ hochwertiger polyenfettsdurereicher Lipide in hohen Ausbeuten gestatten.

Darlegung des Wesens der Erfindung
ErfindungsgemiB werden polyenfettsdurereiche Lipide ~us aquatischen Rohstoffen in Form von Triglyceriden oder

Fettsiurealkylestern nach einem eigenartigen Verfahren durch Kombination von Zellaufschlu®, Entfettung, Raffination,
gegebenenfalls auch Modifizierung und Fraktionierunig gewonnen und aufkonzentriert, indem lipid- und polyenfettsiurereiche
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limnische oder maritime Fischspezies, vorzugsweise sestonfressende SiiBwasser-Cypriniden der Spezies Aristichthys nobilis
und Hypophalmichthys molitrix mit hohem Quotienten an essentiellen Polyenfettsduren

% Eicosapentaensdure + % Docosahexaensaure
_ p
% linolsaure + % Arachidonséure

Q =1,0

einer lipolytischen und/odzr proteolytischen Behandlung von Esterasen und/oder Proteasen in Kombination mit einem
mechanischen und thermischen AufschluB unterworfen werden und daraufhin die freigesetaten Lipide ocer Spaltprodukte
entweder direkt aus dem wéfRrigen Hydrolysat durch Separation oder alternativ dazu aus dem entwésserien Hydrolysat durch
Extraktion abgeschieden und raffiniert, gegebenenfalls auch nach Zwischenschaltung einer chemischen oder enzymatischen
Nlodifizierung durch physikochemische oder chemische Fraktionierung aufkonzentriert unc stabilisiert wercien.

V/ie ndmlich zum einen Gberraschenderweise gefunden wurde, erméglicht eine enzymatische Behandlung genannter Rohstoffe
mit lipolytischen und/oder proteolytischen Enzymen eine markante Effektivierung der separativen oder extraktiven
Lipidgewinnung unter Einsatz wéBriger bzw. nichtwariger Losungsmittel bei zugleich weitgehender Inhaltsstoffschonung. Das
Ausmal der Lipidfreisetzung wie auch -spaltung héngt dabei hauptsichlich von der Aktivitat und Selektivitat der eingesetzten
Esterasen (Lipasen, Phospholipasen und Lipoproteidlipasen) sowie Peptidhydrolasen (Proteasen und Peptidasen) ab; es ist
relativ unabhangig vom Anteil und der Zusammensetzung intrazellulérer Lipide (Triglyceride), wird aber durch
membrangebundene Lipide (Phospholipide) beeinflufit.

Wie zum anderen gefunden wurde, 1af3t sich die separative Lipidabtrennung aus den enzymatisch vorbeharidelten Rohstoffen
bereits bei Temperaturen unter 50°C bewerkstelligen, ohne daf} stabile Emulsionen gebildet werden. GleichermaBen begiinstigt
eine enzymatische Vorbehandlung eine extraktive Fettabtrennung, da membrangebundene Lipide leichter zuganglich werden.,
Eine zusétzliche thermische Behandlung der Rohstoffe ist somit zwar nicht zwingend notwendig, jedoch erweist sich eine
Uperisation, vorzugsweise bei einem Temperatur-Zeit-Regime von max. 200°C {iber 155, sowohl hinsichtlich der
nachzuschaltenden Enzyminaktivierung als auch der Fettabtrennung als vorteilhaft. Letzteres giltim besonderen MaBe bei einer
Partialhydrolyse der Rohstoffe, bei der eine zusétzliche thermische Behandlung die Fettabtrennung beglinstigt.

Zur Proteolyse eignen sich erfindungsgemaB unspezifische Proteasen und Peptidasen mikrobieller pflanzlicher oder tierischer
Provenienz, vorzugsweise Hydrolasen von Magenschleimhiduten, Bacilli oder Actinomyceten, zur Lipolyse wiederum spezifische
und unspezifische Lipasen und Phospholipasen mikrobieller tierischer oder pflanzlicher Provenienz, vorzugsweise Esterasen
von Pankreasdriisen, Zygomyceten oder Plectomyceten.

Die Auswahl der eingesetzten Enzymsysteme richtet sich dabeivorrangig nach der angestrebten Art und Zusammensetzung der
Finalprodukte. In einer zur Gewinnung von Triglyceriden bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung werden daher neutrale
Proteasen eingesetzt, die frei von lipolytischen Nebenaktivitaten sind. In einer anderen zur Gewinnung von Lipidspaltprodukten,
d.h. freien Fettsduren oder Partialglyceriden, bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung werden demgegeniiber saure oder
alkalische Proteasen mit hoher lipolytischer Nebenaktivitat oder Kombinationen von Proteasen mit Esterasen eingesetzt. Die
Inkubationsbedingungen sind dabei so zu wihlen, daB eine maximale Freisetzung von Lipiden unter Vermeidung der Bildung
stabiler Emulsionen gewahrleistet wird.

Die seperative Abtrennung freigesetzter Lipide erfolgt erfindungsgemaf zweckmaBigerweise in Hochleistungsseparatoren,
vorzugsweise bei einem Schwerefeld = 10000g, wogegen zur extraktiven Abtrennung binére oder terndre Gemische azeotroper
Lésungsmittel, vorzugsweise Isopropanol/Wasser = 91/9 (V/V), Aceton/Methanol = 88/12 (V/V) oder Hexan/Methanol/
Wasser = 75/23/2 (V/V/V) angewandt werden. Die extraktive Fettabtrennung erfordert dabei eine partielle oder vollstandige
Entwasserung mit wassermischbaren organischen Solventien, vorzugsweise Ethanol oder Aceton, oder alternativ dazu eine
schonende Trocknung, vorzugsweise in der Wirbelschicht, unter Inertgas bei Guttemperaturen von max. 80°C.

Dariiber hinaus wurde gefunden, daB sich die erfindungsgemaf unter inhaltsstoffschonenden Bedingungsn gewonnenen
Lipide, speziell Triglyceride, bei einer dem hohen Anteil ven Polyenfettsduren Rechnung tragenden spezifischen Raffination und
Lagerung als relativ oxydationsstabil erweisen. Wesentliche Voraussetzung dafiir ist eine Eliminierung prooxydativ wirkender
freier Fettsduren und Schwermetallionen durch Entsduerung und Entschleimung, vorzugsweise mittels Kalziumhydroxid baw.
Phosphorséure, eine Hintanhaltung der Isomerisierung von Polyenfettsduren bei gleichzeitiger Adsorption von
chlororganischen Pestiziden durch Bleichung, vorzugsweise mittels Aktivkohle, und eine destillative Abtrennung fliichtiger
Oxydationsprodukte durch Vakuum-Desodorierung, vorzugsweise mit erhitztem Wasserdampf bei Temperaturen <200°C und
Driicken <10mbar.

Im Falle der Gewinnung von Lipidkonzentraten in Form von reveresterten Triglyceriden oder Fettsdurealkylestern ist weitere
unabhdngige Voraussetzung flir die angestrebte Oxydationsstabilitat ein Zusatz von Antioxydantien und/oder Synergisten,
vorzugsweise a-Tocopherol und/oder Zitronensdure, gegebenenfalls auch fettlslichen Vitaminen, vorzugsweise Vitamin A,
sowie den Einschluf in eine Protein- und/oder Polysaccharid-Matrix, vorzugsweise Cyclodextrine, Pektinate und/oder Gelatine.
SchlieBlich wurde gefunden, daB sich die erfindungsgemaf gewonnenen Lipide sowie auch ihre Spaltprodukte auf Grund ihrer
spezifischen Zusammensetzung, insbesondere des hohen Polyenfettsiduregehaltes der eingesetzten Rohstoffe, besonders leicht
durch an sich bekannte chemische, physikochemische oder enzymatische Verfahren der Modifizierung und/oder Fraktionierung
aufkonzentrieren lassen.

Die im Rahmen der Erfindung vorzugsweise eingesetzten adaptierten einheimischen Cypriniden weisen namlich gleichfalls im
Vergleich zu anderen maritimen oder limnischen Fischspezies einen besonders hohen Gehalt an Eicosapentaenséure und
Docosahexaenséure in den mengenmaRig dominierenden und technologisch leicht zugénglichen Triglyceriden auf. Sie sind
demazufolge pradestinierte Rohstoffe fir die Gewinnung diatetisch oder pharmakologisch wirksamer Lipide zur Prévention oder
Therapie von GefaB3- tind Kreislauferkrankungen.

Bevorzugte Modifizierungs- und Fraktionierungsverfahren fiir Lipide oder ihre Spaltprodukte sind dabei eine gerichtete oder
ungerichtete chemische oder enzymatische Acylierung in Kombination mit einer Molekulardestillation,
Tieftemperaturkristallisation oder Fliissiggasextraktion. Bevorzugte Modifizierungs- und Fraktionierungsverfahren der
Lipidspaltprodukte sind demgegeniiber eine Harnstoff- oder Bromadduktbildung.
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Der eindeutige Vorteil der Erfindung gegeniiber bereits praktiziarten technischen Lésungen der Gewinnung
polyenfettsaurereicher Lipide und Lipidkonzentrate besteht demzufolge darin, dals diese auf verschiedenartige aquatische
Rohstoffe, speziell maritime und limnische Fischspezies, problemlos tibertragbar ist. Dabei eignen sich naturgeman zur
separativen Lipidgewinnung vor allem weitgehend hydrolysierte Neben- oder Abprodukte der Fischfiletproduktion,
vorzugsweise Bauchlappen und Innereien, mit Lipidgehalten = 10%, fir die extraktive Lipidgewinnung demgegeniiber partiell
hydrolysiarte Rohstoffe, vorzugsweise geringmaRige Fische, mit Lipidgehalten < 10%. Die resultierenden Finalprodukte
zeichnen sich gegeniiber konventionell produzierten Fischdlen und daraus hergestellten Fettsdurealkylestern in wichtigen
Ausbeute- und Qualitatskriterien in positiver Weise aus; das betrifft hauptséchlich den hohen Triglycerid- und
Polyenfettsduregehalt, das giinstige Verteilungsverhéltnis von n3- zu n6-Polyenfettsauren und den niedrigen
Gesamtoxydationsstatus.

Die Erfindung wird anhand der Tabelle 1 und 2 sowie nachstehender Ausfihrungsbeispiele néher erldutert.

Ausfiihrungsbeispiele

Beispiel 1

1kg der bei der Filetproduktion gekdpfter, ausgeweideter und entgréteter Silberkarpfen als Nebenprodukt anfallenden
Bauchlappen (Lipidgehalt 19,1 %) wird nach Homogenisierung und Zusatz von * kg Wasser mittels ,Neutrase” von Bacillus
subtilis (Gesamtaktivitat 1 x 10'°E) 8h bei 30°C und pH6,0 proteolysiert. Der Inkubationsansatz wird nachfolgend mit
Phosphorséure auf pH7,0 eingestellt und mittels Diisenkocher 3s auf 150°C erhitzt, Die Suspension wird durch Separation bei
20000g in Feststoff, Hydrolysat und Lipid getrennt.

Die Lipidausbeute beléuft sich, bezogen auf den Lipidgehalt des Rohstoffes, auf ca. 91 %, wobei der Gehalt an freien Fettsduren
ca. 2% betrégt.

Das Rohél wird in an sich bekannter Weise raffiniert, jedoch werden als Agentien bei der Entsauerung, Entschleimung und
Bleichung Katkmilch, Phosphorséure und Aktivkohle eingesetzt, und die Desodorierung erfolgt mit iberhitztem Wasserdampfin
Gegenwart von Zitronensaure bei einer Temperatur von 180°C und sinem Vakuum von 1dmbar.

Das Raffinatweist einen Polyenfettsiure-Quotienten von 1,1 sowie einen Gesamtgehalt an geséttigten und einfach ungesiittigten
Fettsauren von ca. 57 % auf. Das Raffinat wird gegebenenfalls zwecks Aufkonzentrierung von Polyenfettséuren einer gerichteten
intramolekularen Umesterung in acetonischer Lésung und Gegenwart von Natriummethylat als Katalysator bei 10°C
unterworfen und durch Tieftemperaturkristallisation bei —15°C weiterfraktioniert.

Das Lipidkonzentrat in Form von hochungesattigten Triglyceriden weist einen Polyenfettséure-Quotienten von 1,5 und einen
Gesamtgehalt an gesittigten und einfach ungeséttigten Fettsduren von ca. 27% auf, wobei die Ausbsute, bezogen auf das
Raffinat, ca. 55% betrdgt.

Beispiel 2

1kg der bei der Filetproduktion gemaR Beispiel 1 als Abprodukte anfallenden Innereien und Kopfe (Lipidgehalt 35,4 %) wird nach
Homogenisierung und Zusatz von 1kg Wasser mittels , Thermitase” von Thermoactinomyces vulgaris {Gesamtaktivitét

1 % 10°E) 3h bei 60°C und pH8,0 proteolysiert. Der Inkubationsansatz wird anschlieBend mit Phosphorséure auf pH6,5
eingestellt und mittels Diisenkocher 2s auf 190°C erhitzt. Die Suspension wird durch Separation bei 120004 in Feststoff,
Hydrolysat und Lipid getrennt.

Die Lipidausbeute belduft sich, bezogen auf den Lipidgehalt des Rohstoffes, auf ca. 97 %, wobei der Gehalt an freien Fettsduren
ca. 6% betrégt.

Das Rohdl wird entsprechend Seispiel 1 raffiniert, wobei das Raffinat einen Polyenfetisdure-Quotienten von 1,0 sowie einen
Gesamtgehalt an gesittigten und einfach ungeséttigten Fettsduren von ca. 64 % aufweist.

Das Raffinat wird gegebenenfalls durch Fliissigextraktion mit Propan bei 25bar fraktioniert, wobei ein Lipidkonzentrat in Form
von hochungesittigten Triglyceriden mit einem Polyenfettsiure-Quotienten von 1,3 und einem Gesamtgehalt an gesattigten
und einfach ungesittigten Fettsduren von ca. 35% resultiert und die Ausbeute, bezogen auf das Raffinat, ca. 61% betrégt.

Belspiel 3

1ky geringmaRige Marmorkarpfen (Gesamtlipidgehalt 12,8 %) wird nach Homogenisierung unter Zusatz von 1kg Wasser mittels
Pankreatin” aus Schweinepankreas (Gesamtaktivitit 1 x 10°E) und , Thermitase” (Gesamtaktivitdt 1 x 10*E) 6h bei 50°C und
pH7,5 proteolysieit und lipolysiert. Der Inkubationsansatz wird mit Kalilauge auf pH8,0 eingestellt, im Diisenkocher 10s auf
150°C erhitzt unc! durch Separation bei 18000 in Feststoff, Hydrolysat und Lipidspaltprodukte getrennt.

Die Ausbeute an Lipidspaltprodukten belduft sich, bezogen auf den Lipidgehalt des Rohstoffes, auf ca. 93%.

Die einen Polyenfettsdure-Quotienten von ca. 1,1 sowie einen Gesamtgehalt von geséttigten und einfach ungesittigten
Fettsiuren von ca. 60% aufweisenden Lipidspaltprodukte werden durch Harnstoffadduktbildung in methanolischer Ldsung
fraktioniert, mittels Phosphorsaure zu freien Fettsauren umgesetzt und mit Glycerol in Gegenwart von ZnCl, als Katalysator
reverestert.

Die Triglyceride weisen einen Polyenfettsdure-Quotienten von 1,4 sowie einen Gesamtgehalt an gesittigten und einfach
ungesittigten Fettsduren von ca. 38% auf, wobei die Ausbeute, bezogen auf die Lipidspaltprodukte, ca. 65% betrégt.

Beispiel 4

1kg der gemaR Beispiel 1 anfallenden Bauchlappen wird nach Homogenisierung und Zusatz von 1kg Wasser mittels salektiver
Lipase von Rhizopus japonicus (Gesamtaktivitat 1 x 10'°E) und Thermitase (Gesamtaktivitat t X 10°E) bei 35°C und pH8,0
proteolysiert und lipolysiert. Der Inkubationsansatz wird im Giisenkocher 4s auf 160°C erhitzt und durch Separation bei 15000¢g
in Feststoff, Hydrolysat und Lipidspaltprodukte getrennt. Die Ausbeute an Lipidspaltprodukten belduft sich, bezogen auf den
Lipidgehalt des Rohstoffes, auf ca. 94%.
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Das Gemisch von Monoglyceriden und Seifen wird durch Extraktion mit Isopropanol getrennt, wobei ein Lipidkonzentrat in Form
hochungesittigter 2-Monoglyceride mit einem Polyenfettsaure-Quotienten von 1,5 sowie einem Gesamtgehalt an yeséttigten
und einfach ungesattigten Fettsduren um ca. 10% resultiert und die Ausbeute, bezogen auf die Lipidspaltprodukte, ca. 91%
betrédgt.

Beispisi 5

1kg gem3aR Beispiel 3 anfallende geringmaBige Fische wird nach Homogenisierung und Zusatz von 1,0kg Wasser mittels
.Pepsin” aus Schweinemagen (Gesamtaktivitat 1 x 10*E) 2h bei 30°C und pH 2,0 proteolysiert. Der Inkubationsansatz wird mit
Kalilauge auf pH6,5 eingestellt, im Diisenkocher 1s auf 180°C erhitzt sowie mittels eines azeotropen Gemisches von Aceton/
Methanol = 88/12 (V/V) entwissert und extrahiert.

Die nach Miszelladestillation unter Stickstoffatmosphire bei 100bar in einer Ausbeute von 93%, bezogen auf den Lipidgehalt des
Rohstoffes, anfallenden Lipidspaltprodukte weisen einen Polyenfettsdure-Quotienten von ca. 1,0 und einen Gesamtgehalt an
gesittigten und einfach ungeséttigten Fettsdure von ca. 60% auf.

Die Lipidspaltprodukte werden durch Alkoholyse in Gegenwart von Kaliumhydroxyd als Katalysator verestert.
DasLipidkonzen*ratin Form hochungeséattigter Fettsdureethylester weist einen Polyenfettsdure-Quotienten von 1,2 sowie einen
Gesamtgehalt an gesittigten und einfach ungeséttigten Fettsduren von ca. 50% auf, wobei die Ausbeute, bezogen auf die
Lipidspaltprodukte, ca. 86 % betragt.

Beispiel 6

Ein gemaR Beispiel 3 nach enzymatischer Behandlung anfallender Inkubationsansatz wird mit Phosphorséure auf pH5,0
eingestellt, im Diisenkocher 2s auf 170°C erhitzt und durch Separation bei 160009 in Feststoff, Hydrolysat und
Lipidspaltprodukte getrennt.

Die einen Polyenfettsaure-Quotienten von 1,1 aufweisenden freien Fettsduren werden einer Bromadduktbildung unterworfen
und direkt mit Ethanol in Gegenwart von Zink als Katalysator verestert.

Die Fettsiure-Ethylester weisen einen Polyenfettsdure-Quotienten von 1,6 sowie einen Gesamtgehalt an gesittigten und einfach
ungesittigten Fettsduren von ca. 8% auf, wobei die Ausbeute, bezogen auf die Lipidspaltprodukte, ca. 28% betragt.

Beispiel 7

1kg Hering (Lipidgehalt 19,6 %) wird nach Homogenisierung und Zusatz von 1kg Wasser mittels , Trypsin” aus
Schweinepankreas (Gesamtaktivitat 2 x 10°E) bei 40°C und pH7,0 3h proteolysiert, Der Inkubationsansatz wird gemag
Beispiel 1weiterbehandelt. Die Lipidausbeute bel3uft sich, bezogen auf den Lipidgehalt des Rohstoffes, auf etwa 89 %, wobei der
Gehalt an freien Fettsduren im Rohéi etwa 2,5% und im Raffinat etwa 0,1% betragt.

Das nichtaufkonzentrierte Rohdl weist einen Polyenfettsdure-Quotienten von 7,5 und einen Gesamtgehalt an gesattigten und
einfach ungesittigten Fettsduren von etwa 79,1 % auf, wobei die Ausbeute, bezogen auf das Rohdl, etwa 90% betrégt.

In Betracht gezogene Druckschrift:
US 4675132

Tabelle 1: Fettgehalt verschiedener Gewebepartien von Silberkarpfen

Masse Fett

{g] %rel." (gl % abs. %rel.V %rel.?
Gesamt 3675 100 594,9 16,2 - 100
ohne Schuppen 3635 - - - - . -
Rickenfilet mit
Haut 1235 33,6 10,5 8,5 2,9 17,7
Bauchmuskulatur
(-lappen) 515 14,0 98,4 191 2,7 16,5
Ovar 345 94 25,5 74 0,7 4,3
Eingeweide ohne
Ovar 340 9,3 128,9 37,9 3.5 21,7
Rippenund
Fleischreste 130 35 15,0 1,5 0,4 25
Skelett, Flossen
und Kopf 1075 29,3 2221 20,7 6,0 37,3

rel." = bezogen auf die Masse des Gesamtfisches.
rel.? = bezogen auf die Masse des Gasamtfettes.
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Tabelle 2: Fettsaurespektrum der Triglyceridfraktion von Silberkarpfen (Eingewelde-Lipide)

Feitsdure Lipidensch Lipidenach Lipide nach
% Folch-Extraktion Kochung Proteolyse
10:0 Spur Spur Spur
12:0 01 0,1 0,1
12:1 0,1 0,1 0,1
12:2 Spur Spur Spur
13:0 0,1 0,1 0,1
14:0 38 5,7 5,2
14:1 0,4 0,5 0,56
14:2 0,2 0,2 0,2
15:0 0,5 0,7 0,7
16:0 13,8 16,1 15,8
16:1 11,4 11,8 10,8
16:2 1,0 11 1,2
17:0 0,7 0,6 0,8
18:0 2,6 3,1 3,6
18:1 27,5 278 27,7
n-9 .

18:1 - - -
n-6

18:2 4,5 5,2 4,6
n-6

18:3 0,2 0,3 0,2
n-6

18:3 6.8 7.8 6,7
n-3

18:0 . . -
20:0 1.6 1,2 1,4
20:1 21 25 19
n-9

20:2 0,3 04 04
n-6

20:3 0,4 0,5 0,4
n-6

20:4 35 3,6 3,0
n-6

20:5 6,9 7,0 5,2
n-3

22:1 3,0 31 25
n-9

22:4 0,5 0,5 0,4
n-6

22:5 1,2 0,7 11
n-6

22:5 1,7 08 1,3
n-3

22:6 5,0 5,3 4,0

n-3
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