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(57) Abstract: The present invention relates to a continuous process of DHA enrichment of a solution of fatty acids or derivatives
thereof comprising less than 50% of DHA relative to the total fatty acids of the solution or to derivatives thereof, wherein the process
comprises the steps of (a) simultaneous countercurrent injection, into a fractionation column, of the flow of the solution of fatty acids
or of derlvatlves thereof and of a flow of supercritical CO, at a temperature of less than or equal to 70°C and at a pressure of between
100x10° Pa and 160x10° Pa, wherein the level of supercritical CO, is between 30 and 70, and (b) recovery of the residue comprising
at least 50% of DHA relative to the total fatty acids of the residue or to derivatives thereof, wherein the DHA vyield is greater than

or equal to 60%.

(57) Abrégé : La présente invention concerne un procédé continu d'enrichissement en DHA d'une solution d'acides gras ou de ses
dérivés comprenant moins de 50% de DHA par rapport aux acides gras totaux de la solution ou a leurs dérivés, le procédé comprenant
les étapes de (a) injection simultanée a contre-courant dans une colonne de fractionnement du flux de la solution d'acides gras ou de
ses dérivés et d un flux de CO, supercritique a une température inférieure ou égale a 70°C et & une pression comprise entre 100%10°

Pa et 160 *107 Pa, le taux en CO, supercritique étant compris entre 30 et 70 et (b) récupération du résidu comprenant au moins 50%

de DHA par rapport aux acides gras totaux du résidu ou a leurs dérivés, le rendement en DHA étant supérieur ou égal a 60%.
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TITRE : PROCEDE D’ENRICHISSEMENT EN DHA

La présente mnvention concerne un procede permettant, industriellement, d’enrichir
une solution d’esters ¢thyliques d’acides gras naturels (huile de poisson) en un acide

oras specifique : 1’acide docosahéxénoique (couramment appelé DHA).

Les huiles d’origine marine sont des sources naturcllement riches en acides gras
poly-insaturés. Les acides gras polyinsaturés ont en particulier, pour les plus utiles

les formules suivantes :

H3C\/:\/_\/:\/\/\/\/COOH

acide o—lmoléique

acide eicosapentenoique (EPA)

VTV

acide docosapentenoique (DPA)

VNV

acide docosahexénoique (DHA)

Ces acides gras, bien que ne¢cessaires au bon fonctionnement de 1’organisme, ne sont
pas naturcllement synthetises par le corps humain. Leur apport est donc li€¢ a une

prise quotidienne via I’alimentation. Les sources alimentaires en acides gras poly-
insatures sont les huiles vegetales (essenticllement des acides gras de type ®-6 et ©-
9) et les huiles de poisson qui contiennent en particulier de grandes quantités
d’acides gras de type ®-3. Ces derniers sont tres connus pour leurs effets bénefiques

sur la santé (maladies cardiovasculaires, maladies auto-immunes, inflammations ...).

Les acides gras polyinsatures sont classes selon la position de la premicre double
l1aison, a partir de la fonction methyle terminale. Ainsi dans la nomenclature ®-x ou
n-x, le x correspond a la position de cette premicre insaturation. La majorit¢ des

acides gras polyinsaturés d’intérét biologique appartient a la famille des ®-6 (acide
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arachidonique) ou ®-3 (EPA, DHA). De plus, dans la nomenclature, on définit

cgalement le nombre de carbone constituant la chaine ; ainsi I’EPA est décrit comme
C20:5 et le DHA comme C22:6. Le 5 et le 6 correspondent au nombre
d’1nsaturations de la chaine carbonée présente respectivement par I’EPA et le DHA.

Les huiles de poisson sont utilisees essenticllement pour [’isolement et la

concentration en acides gras de type ®-3.

Les methodes conventionnelles pour enrichir les huiles de poisson (article de V.K.
Mishra et al., Food Research International, 1993, 26, 217-226) reposent sur la
selectivite par rapport a la longueur des chaines des acides gras constitutifs des
huiles ou leur degr¢ d’insaturation. Les procédeés d’enrichissement les plus
couramment utilisés sont reéalises sur les acides gras ou les esters correspondants
par :

- Cristallisation

- Extraction a contre-courant

- Distillation moléculaire

- Chromatographie d’absorption.
La plupart du temps, différents procedes sont combines en vue d’obtenir un fort
enrichissement. De plus ces procedes possedent les inconvenients suivants :
Les procédes travaillant a haute température (distillation) donnent lieu a de multiples
produits de dégradation thermique des acides gras (isomeérisation, péroxydation,
oligomerisation). De ce fait, 1l est recommand¢ de travailler a basse temperature,
avantageusement a des temperatures infericures a 100°C.
L’inconvenient des techniques de chromatographie repose sur ['utilisation de
quantités massives de solvants souvent toxiques. De plus, la production a grande

cchelle sur de telles techniques est loin d’€tre ¢vidente.

Pour ces raisons, des methodes alternatives ont ¢t¢ développees. Elles reposent sur
[’utilisation des fluides supercritiques :
- Procede de fractionnement par CO2 supercritique

- Chromatographie supercritique.
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Le procéde de fractionnement d’esters ¢&thyliques d’acides gras par CO,
supercritique a déja ¢été décrit abondamment dans la littérature. Il est a noter
toutefois que la plupart des procedes cites décrivent un enrichissement en ®-3 ou en
acide eicosapantenoique (EPA) et non en DHA.

L’un des parametres de conduite du procede de {fractionnement par CO»
supercritique est le taux de CO, supercritique. Ce taux est défin1 par le rapport du
debit de CO; sur le débit de solution d’acides gras injectée. Ainsi, a taux de CO;
supercritique ¢leve, la sélectivite est accrue au detriment du rendement. A faible
taux de CO, supercritique, c’est le rendement qui est favoris¢ tandis que la

selectivité est amoindrie.

Ainsi, Nilsson et al. ( JAOCS 1988, 65(1), 109-117) décrivent un procéd¢ batch
permettant d’obtenir plusieurs fractions (de 0,1 a 0,2g) riches en EPA et DHA
respectivement. Pour ce faire, les auteurs travaillent a des pressions comprises entre
220%10° Pa et 250 *10° Pa. De plus, ils effectuent un gradient de température dans la
colonne pour géncrer un reflux mterne (de 20°C en pied de colonne a 100°C en téte
de colonne). Les taux de CO; supercritique definis sont tres eleves, de 1’ordre de 100
a 500.

Certains essais permettent d’obtenir, a partir d’esters éthyliques pré-traités a 1'urée,
des fractions présentant une teneur de 1’ordre de 90% en DHA, mais avec des taux
de CO; supercritique de 500.

En utilisant des esters ¢thyliques non traites, les auteurs décrivent des fractions
riches en DHA (teneur entre 53 et 60%) mais pour des taux de CO; supercritique de
[’ordre de 300 a 400.

Ce procéd¢ a donc les inconvénients suivants : 1l s’agit d’un proceéd¢ batch. Le taux
de CO;, supercritique utilis¢ est trop important et le procéde doit donc avoir un faible
rendement, ce qui n’est pas utilisable industricllement. En effet, cela induit des
surcouts eénergétiques et donc une productivité moindre.La température de 100°C en
t¢te de colonne peut provoquer la dégradation des acides gras. Or 1l s’agit de la

tempcerature preconisee par les auteurs. Les pressions utilisées sont trop fortes et si
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clles ¢taient diminuces, 1l y aurait une augmentation du taux de CO; supercritique.
Par ailleurs cet article preconise I'utilisation d’un gradient de temp¢rature au sein de
la colonne et surtout d’un reflux interne afin d’amcliorer la s¢paration et donc

I’enrichissement. Or la présence d’un tel reflux diminue la productivité du procéde.

Kado et al. (JP2005-255971) decrivent dans leur brevet un procéd¢ d’enrichissement
d’esters ¢thyliques d’huile de poisson en EPA et DHA. Les plages de température et
pression revendiquées sont de 35-200°C et 100*10° Pa-500*10° Pa. Les auteurs
preconisent deux extractions successives en vue d’obtenir des teneurs ¢levees. Une
premicre extraction est faite sur la maticre premicre, et une deuxieme extraction est
faite sur le résidu de la premicre opéeration. La colonne utilisée fait 3m de haut pour
un diametre mterne de S0mm. Elle comporte 6 encemtes de chauffe distinctes. Les
deux extractions successives compliquent le procéd¢ et le rendent mapplicable
industricllement.

Les taux de CO; supercritique utilisés pour obtenir des teneurs ¢leveées en DHA sont
cleves (de 'ordre de 127). Le rendement en DHA est donc faible. Par ailleurs les
auteurs preconisent ’application d’un gradient de tempcerature (qui permet d’avoir

un effet de rectification) dans la colonne. La productivite est donc restreinte.

Lucien et col. (Australasian biotechnology, 1993, 3 (3), 143-147) décrivent un
proced¢ d’obtention d’extraits enrichis en esters ¢thyliques d’EPA et de DHA a
partir d‘huile de sardine 17/12 (EPA/DHA). Un reflux interne geénéré par une
enceinte chauffante placée en téte de colonne permet d’ameéliorer les teneurs
obtenues : on peut atteindre des teneurs de 42% et 54% respectivement en EPA et
DHA. Les meilleures conditions opératoires dans cette configuration sont 150 *10°
Pa, 40°C dans la colonne et une température de reflux de 100°C. Le taux de CO»
supercritique utilis€ n’est pas indique.

Le tableau ci-dessous reprend les résultats obtenus :



CA 02633770 2008-06-18

WO 2007/071670 d PCT/EP2006/069899

10

15

20

25

Pression

(Pa)

Température | Temperature |[EPA] (%) [DHA] (%)

extraction (°C) |reflux (°C)

Ce procede a donc les inconvénients suivants : La temperature de 100°C en téte de
colonne peut provoquer la dégradation des acides gras. Or 1l s’agit de la temperature
preconisee par les auteurs. Par ailleurs cet article préconise 1’utilisation d’un
oradient de temperature au sein de la colonne et surtout d’un reflux interne afin
d’ameliorer la s¢paration et donc I’enrichissement. Or la présence d’un tel reflux

diminue la productivité¢ du procede.

Enfin Zhu et col. (Proceedings of the 3rd International Symposium on supercritical
fluids — Strasbourg, 1994) décrivent un proced¢ d’extraction /fractionnement d’une
solution d’esters ¢thyliques d’acides gras en vue d’obtenir des fractions riches
respectivement en EPA et en DHA. Pour ce faire, un flux de CO, extrait les esters
d’acides gras contenus dans un extracteur, et ce flux de CO, charg¢ en esters est
ensuite fractionn¢ dans une colonne. Un gradient de temperature et une
programmation de pression est effectuce au sein de la colonne, afin d’ame¢liorer la
selectivite par rapport aux composes rechercheés. Ce procede batch permet d’1soler
une fraction représentant 12% du DHA engag¢e avec une purete supericure a 50%.

Ce procede a donc les mnconvenients suivants : 1l s’agit d’un procede batch et ¢’est
pour cela qu’il peut comprendre une programmation en pression. Le taux de CO;
supercritique utilis¢ est trop important (211) et le procéde doit donc avoir un faible
rendement, ce qui n’est pas utilisable industricllement. En effet, cela induit des
surcouts energetiques et donc une productivite moindre. Par ailleurs cet article
precconise 1'utilisation d’un gradient de temperature au sein de la colonne et surtout
d’un reflux interne afin d’ameliorer la s¢paration et donc I’enrichissement. Or la

présence d’un tel reflux diminue la productivité du procede.
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[a majorité des procedes decrits dans la littérature utilisent donc un fort taux de CO;
supercritique, ce qui donne un tres faible rendement en DHA et donc un procéde qui
n’est pas rcalisable i1ndustricllement. De plus, afin qu’un procede soit
industricllement realisable, 1l est ¢galement nécessaire de ne pas travailler a trop
forte pression. Or, lorsque la pression diminue, la densit¢ diminue et 1l faut donc
augmenter le taux de CO, supercritique pour obtenir une teneur en DHA
cquivalente. Il convient donc de trouver un compromis entre pression, taux de CO;
supercritique et rendement, afin d’obtenir un enrichissement intéressant en DHA,
c’est a dire d’au moins 50%. Par ailleurs, sculs les procédés continus sont
intéressants du point de vue mdustriel.

Enfin, afin d’¢viter la dégradation des acides gras et en particulier du DHA, 1l
convient de travailler a faible temp¢erature, c’est a dire a une temperature infericure a
100°C et en particulier inférieure ou ¢gale a 70°C.

De plus, 1l convient ¢galement de trouver un procede permettant d’enrichir une
solution d’acides gras en DHA n’utilisant qu’une scule étape de fractionnement a

contre-courant et ne n¢cessitant pas le pre-traitement des acides gras a 1'urce.

Les inventeurs ont ainsi découvert de fagcon surprenante qu’une tempcerature d’au
plus 70°C, qu’une pression comprise entre 100%¥10° Pa et 160 *10° Pa et qu’un taux
de CO; supercritique compris entre 30 et 70 permettait, dans le cadre d’un procedée
continu en une scule ¢tape de fractionnement a contre-courant par CO»
supercritique, d’obtenir un enrichissement en DHA d’au moins 50%, en partant
d’une solution d’acides gras ou de ses derivés comprenant moins de 50% de DHA
par rapport aux acides gras totaux de la solution ou a leurs dérives et n’ayant pas €te

pretraitee a 'uree.

La presente invention concerne donc un procéde continu d’enrichissement en DHA
d’une solution d’acides gras ou de ses derivés comprenant moins de 50% de DHA
par rapport aux acides gras totaux de la solution ou a leurs dérivés, le procede

comprenant les ¢tapes de
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(a)- 1njection simultan¢e a contre-courant dans une colonne de fractionnement du
flux de la solution d’acides gras ou de ses deérives et d’un flux de CO; supercritique
a une tempcrature nifcricure ou ¢gale a 70°C et a une pression comprise entre
100*10° Pa et 160*10° Pa, avantageusement entre 120%10° Pa et 140*10° Pa, le taux
de CO;, supercritique ¢tant compris entre 30 et 70, avantageusement entre 30 et 40,
ct

(b) récupération du reésidu comprenant au moins 50% de DHA par rapport aux
acides gras totaux du résidu ou a leurs dérives, le rendement en DHA ¢tant supericur
ou ¢gal a 60%.

Sauf autrement indique les pourcentages en DHA (ou EPA) par rapport aux acides
oras totaux ou a leurs deérives sont exprimes en pourcentage de surface. En effet, ces
valeurs correspondent a 1’aire du pic attribu¢ au DHA (ou EPA) divisée par la
somme du toutes les aires de pic attribuces aux acides gras présents dans la solution
ou le résidu. Ces pics sont obtenus par chromatographie en phase gazeuse selon la
methode indiquée dans la partic expérimentale et leur aire est mesurée sur les

chromatogrammes obtenus.

Au sens de la présente invention on entend par « derives d’acide gras » les esters
d’acides gras, en particulier les esters méthyliques ou ¢thyliques. Avantageusement
1l s’agit d’esters ¢thyliques.

De fagon avantageuse, la solution d’acides gras ou de ses derives utilisee est une
solution brute, ¢’est a dire n’ayant pas sub1 de prétraitement a 1’urce, les acides gras
et ses derives n’ayant donc pas ¢t¢ complexes par 'ur¢e. Avantageusement 1l s’agit
d’une solution d’esters ¢thyliques.

Avantageusement la solution d’acides gras ou de ses deérives utilisée comprend au
moins 20 %, de facon avantageuse au moins 25% de DHA par rapport aux acides
oras totaux de la solution ou a leurs dérivés.

Dans un mode de r¢alisation particulier de I'invention, la solution d’acides gras ou
de ses dérives utilisée est une huile de poisson ou d’algue, de fagon avantageuse une

huile de poisson. En particulier 1l s’agit d’une huile de thon ou de foie de morue.
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En particulier cette huile comprend au moins 20 %, de fagon avantageuse au moins
25% de DHA par rapport aux acides gras totaux de ’huile ou a leurs dériveés. En
particulier ’huile de foie de morue utilisée a la composition suivante, en ce qui

concerne ses acides gras principaux :

5

Acide gras Huile de foie de morue

16 : 1 3.7

22 11 2,3

22 : 6 ®3 (DHA) 27,4

Total w6 (LA+AA) 2,1
Avantageusement 1’huile de thon utiliseée comprend 35,5 % d’EPA et 26,6% de DHA.
De fagon avantageuse son chromatogramme obtenu par chromatographie en phase
gazeuse par la methode mdiquee ci-apres dans les exemples est représente a la figure

10 ].

De fagon avantageuse, 1l s’agit de ’huile de thon 25 DHA commercialis¢e par la

societe POLARIS ou PRONOVA BIOCARE.
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Au sens de la présente mnvention on entend par « taux de CO; supercritique » le
rapport du débit de CO; supercritique sur le débit de solution d’acides gras ou de ses

derives.

Le procede selon la présente mvention consiste donc a injecter simultanément dans
une colonne de fractionnement, a contre-courant, la solution d’acides gras ou de ses
derives et le CO; supercritique. Ce dernier est injecté en pied de colonne, tandis que
la solution d’acides gras ou de ses dérives est injectee plus haut dans la colonne. Le
flux de CO;, se charge progressivement en composes les plus volatils qu’il extrait.
Ces composes sont recuperes apres depressurisation dans des  s¢parateurs

cycloniques.

Dans un mode de r¢alisation particulier de I'imvention, la tempcerature en pied de
colonne est inférieure a la température en téte de colonne. Il y a donc un gradient de
température au sein de la colonne. Avantageusement la tempcérature en téte de
colonne est comprise entre 55 et 70°C et la temperature en pied de colonne est
comprise entre 35 et 50°C.

La présence de ce gradient diminue la productivité du procéd¢ mais augmente le
rendement en DHA. En effet le gradient de température provoque un reflux interne
ce qui peut geéncrer un engorgement de la colonne. 11 est donc nécessaire de

travailler avec des débits en solution plus bas.

Dans un autre mode de réalisation de 1'invention, la température de 1’¢étape (a) est
constante au sein de la colonne. Il n’y a donc pas de gradient de tempcérature.
Avantageusement la température est comprise entre 40 et 70°C. L’absence de ce

oradient ameéliore la productivite mais diminue le rendement en DHA.

Dans un mode de rcalisation avantageux, la colonne de fractionnement a une
longucur d’au moins 1,5 m et un diametre interne d’au moins 20 mm,

avantageusement une longueur d’au moins 8m et un diametre interne d’au moins

126 mm.
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Dans un autre mode de réalisation, la pression utilisée dans la colonne est de

135*%10° Pa.

Le procéde selon la présente mmvention permet donc d’obtenir un résidu comprenant
au moins 50% de DHA par rapport aux acides gras totaux du résidu ou a leurs
dérives, avantageusement entre 50 et 70% de DHA. Ce résidu est soutiré en continu
en bas de colonne. Avantageusement ce résidu comprend au moins 52% de DHA, de
fagon avantageuse au moins 55% de DHA, de fagon encore plus avantageuse au
moins 60% de DHA par rapport aux acides gras totaux du résidu ou a leurs dérivés.

De fagon avantageuse, le rendement en DHA du procédé selon la présente invention
est d’au moms 60%, de fagon avantageuse d’au moins 65%, de facon encore plus
avantageuse, d’au moins 70%. Dans le cas d’un gradient de température dans la

colonne, ce rendement est avantageusement d’au moins 80%.

La presente invention concerne en outre une solution d’acides gras ou de ses dérivés

contenant au moins 50 % de DHA susceptible d’étre obtenue par le procédé selon la

présente invention.

Elle concerne également une solution d’acides gras ou de ses dérivés selon la

présente invention pour son utilisation en tant que médicament.

Enfin, elle concerne 'une solution d’acides gras ou de ses dérivés selon la présente
invention pour son utilisation en tant que médicament destiné a traiter les

pathologies neurodégéneératives, telles que la maladie d’Alzheimer, les maladies

cardiovasculaires, les maladies auto-immunes et/ou les inflammations.
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Selon un autre aspect, la présente invention concerne 1’utilisation d’une solution telle
que définie ci-dessus, dans la fabrication d’un médicament pour le traitement de
pathologies neurodégénératives, telles que la maladie d’Alzheimer, les maladies

cardiovasculaires, les maladies auto-immunes et/ou les inflammations.

Selon un autre aspect, la présente invention concerne une composition pharmaceutique

comprenant une solution telle que définie ci-dessus et un support pharmaceutiquement

acceptable.

Selon un autre aspect, la présente invention concerne I’utilisation d’une composition
pharmaceutique telle que définie ci-dessus, pour le traitement de pathologies
neurodégénératives, telles que la maladie d’ Alzheimer, les maladies cardiovasculaires,

les maladies auto-immunes et/ou les intflammations.

L’ invention sera mieux comprise au vu des figures et des exemples qui suivent.
La figure 1 représente un chromatogramme obtenu par chromatographie en phase

gazeuse de ’huile de thon utilisée dans les exemples.
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La figure 2 représente un chromatogramme obtenu par chromatographie en phase

gazeuse sur le résidu enrichi obtenue a ’'exemple 1.

Le protocole d’analyse des solutions enrichies et de ’huile de thon de départ est le
5  suilvant :
La composition des solutions enrichies et de [’huile de thon de départ est reéalis€e par

chromatographie en phase gazeuse, selon la me¢thode suivante :

Appareillage : - Chromatographe en Phase Gazeuse avec détecteur a ionisation de

10 flamme

Conditions Opceratoires :

Colonne Type : CP-WAX 52CB
Longueur (m) : 25
Diametre (mm) : 0,25

0,20

Gaz (Gaz vecteur : Hélium

Pression téte de colonne : 1,38*10° Pa

Mode pression ou debit constant : debit constant
Débit colonne (ml/min) : 1,4
Température (°C) : 250
Debit de Fuite (split) (ml/min) : 280

Injecteur

Type liner (désactivé/non désactive) : | désactive
Volume liner (ul): 360
Température (°C) : 270
De¢bit Hydrogene (ml/min) : 30

Debit Oxygene (ml/min) : 300

Détecteur

Make-up + colonne (ml/min) : 30

Programme du four ampe (°C/min) Température (°C) Durée

(min)
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M¢thodologie :

Preparation d’une solution témoin :

5 Dans unec fiole de 5,0 ml, introduire 30 mg d’ester ¢thylique d’acide
docosahexa¢noique @ SCR (DHA), 45 mg d’ester <¢thyligue d’acide
cicosapentacnoique SCR  (EPA). Dissoudre dans une solution de
butylhydroxytoluene R a 50 mg/l dans le triméthylpentane R et compléter au volume
avec la méme solution.

10

Préparation de la solution a analyser (2 essais) :

Dans une fiole de 10,0 ml, introduire 0,5 g de substance a examiner .Dissoudre dans
une solution de butylhydroxytoluéene R a 50 mg/l dans le triméthylpentane R et
completer au volume avec la méme solution.

15

Exploitation des resultats :

Relever les % surfaces de 1'ester ¢thylique d’acide ¢icosapentacnoique (EPA) et de

[’ester ¢thylique d’acide docosahexacnoique (DHA) dans la solution a analyser.

20  Les exemples suivants sont donn¢s a titre indicatif non limitatif.

Exemple 1 :

Sur une colonne de laboratoire garnie de 1,5 m de haut et de diametre interne de
20mm, on 1njecte 1520 g d’huile de thon 25 DHA commercialis¢e par la socicte
25  POLARIS dont le chromatogramme est représente a la figure 1 et contenant 5,5 %

d’EPA et 26,6% de DHA. La durée totale de I'1njection est de 4 heures.

Les parametres operatoires sont les suivants :
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- Pression et température dans la colonne : 135%10° Pa - 60°C.

- D¢bit d’injection de la solution : 280 g/h.

- Debit de CO; : 19 kg/h.

Le taux de CO, supercritique est donc de 67,8.

On soutire en continu en pied de colonne la solution enrichie. On récupcre ainsi
534¢ d’une solution d’esters ¢thyliques d’acides gras contenant 55,0% de DHA par
rapport aux acides gras totaux ou a leurs dérives. Le rendement de récuperation du

DHA est de 77%.

Exemple 2 :

Sur une colonne garnie imdustriclle de 8 m de haut et de diametre interne de 126mm,
on mjecte 210,6 kg d’huile de thon 25 DHA commercialisée par la socicte
POLARIS dont le chromatogramme est représente a la figure 1 et contenant 5,5 %
d’EPA et 26,6% de DHA. La durce totale de I'1njection est de 9 heures.

Les parametres operatoires sont les suivants :

- Pression et température dans la colonne : 135%10° Pa — 60°C.

- Debit d’injection de la solution : 23 kg/h.

- Debit de CO; : 900 kg/h.

Le taux de CO, supercritique est donc de 39,1.

On soutire en continu en pied de colonne la solution enrichie. On récupere ainsi 63,3
kg d’une solution d’esters ¢thyliques d’acides gras contenant 63,7% de DHA par

rapport aux acides gras totaux ou a leurs deérives. Le rendement de récupération du

DHA est de 64%.

Exemple 3 :

Sur une colonne garnie imndustrielle de 8 m de haut et de diametre interne de 126mm,
on mjecte 203,0 kg d’huile de thon 25 DHA commercialisée par la socicte
POLARIS dont le chromatogramme est represente a la figure 1 et contenant 5,5 %
d’EPA et 26,6% de DHA. La durée totale de I’injection est de 8,5 heures.

Les parametres operatoires sont les suivants :

- Pression et température dans la colonne : 135%10° Pa — 60°C.
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- Debit d’injection de la solution : 24 kg/h.

- Debit de CO; : 800 kg/h.

Le taux de CO, supercritique est donc de 33,3.

On soutire en continu en pied de colonne la solution enrichie. On récupere ainsi 85,4
kg d’une solution d’esters ¢thyliques d’acides gras contenant 53,5% de DHA par

rapport aux acides gras totaux ou a leurs derives. Le rendement de récupération du

DHA est de 75%.

Exemple 4 :

Sur une colonne de laboratoire garnie de 1,5 m de haut et de diametre interne de
20mm, on injecte 333 g d’huile de thon 25 DHA commercialisée par la société
POLARIS dont le chromatogramme est represente a la figure 1 et contenant 5,5 %
d’EPA et 26,6% de DHA. La durée totale de I’'injection est de 1 heure 45.

Les parametres operatoires sont les suivants :

- Pression dans la colonne : 135*%10° Pa.

- Gradient de tempcerature dans la colonne : 45°C en pied de colonne et 65°C en téte
de colonne.

- Debit d’injection de la solution : 220 g/h.

- Debit de CO; : 15 kg/h.,

Le taux de CO; supercritique est donc de 68.

On soutire en continu en pied de colonne la solution enrichie. On récupere ainsi 166
¢ d’une solution d’esters ¢thyliques d’acides gras contenant environ 50% de DHA

par rapport aux acides gras totaux ou a leurs derives. Le rendement de récuperation

du DHA est de 88% ¢t la productivité de 95¢/h.

Exemple 5 :

Sur une colonne de laboratoire garnie de 1,5 m de haut et de diametre interne de
20mm, on mjecte 800 g d’huile de thon 25 DHA commercialisée par la société
POLARIS dont le chromatogramme est represente a la figure 1 et contenant 5,5 %

d’EPA ¢t 26,6% de DHA. La durce totale de 1'1njection est de 1h50.

Les parametres operatoires sont les suivants :
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- Pression et température dans la colonne : 135%10° Pa - 60°C.
- D¢bit d’injection de la solution : 440 g/h.
- Debit de CO; : 29 kg/h.
Le taux de CO, supercritique est donc de 65,9.

5  On soutire en continu en pied de colonne la solution enrichie. On récupere ainsi
272¢ d’une solution d’esters ¢thyliques d’acides gras contenant 51,0% de DHA par
rapport aux acides gras totaux ou a leurs dérives. Le rendement de récuperation du

DHA est de 65%. La productivite est de 160g/h.
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Revendications

1. Procédé continu d’enrichissement en DHA d’une solution d’acides gras ou de ses
dérivés comprenant moins de 50% de DHA par rapport aux acides gras totaux de la solution
ou a leurs dérives, le procédé comprenant les €tapes de:

injection simultanée a contre-courant dans une colonne de fractionnement du flux de la
solution d’acides gras ou de ses dérivés et d’un flux de CO, supercritique a une temperature
inférieure ou égale a 70°C et & une pression comprise entre 100*10° Pa et 160 * 10° Pa, le taux
en CO; supercritique €tant compris entre 30 et 40; et

récupération du résidu comprenant au moins 50% de DHA par rapport aux acides gras totaux

du résidu ou a leurs dérivés, le rendement en DHA étant supérieur ou €gal a 60%.

2. Procédé selon la revendication 1, dans lequel la température en pied de colonne est

inférieure a la température en t€te de colonne.

3. Procédé selon la revendication 2, dans lequel la température en téte de colonne est

comprise entre 55 et 70°C, et la température en pied de colonne est comprise entre 35 et S50°C.

4, Procédé selon la revendication 1, dans lequel la température de [’étape (a) est

constante au sein de la colonne.

5. Procédé selon la revendication 4, dans lequel la température de 1I’étape (a) est comprise
entre 40 et 70°C.
6. Procédé selon 'une quelconque des revendications 1 a 5, dans lequel ’étape (a) est

réalisée 4 une pression comprise entre 120*10° Pa et 140*10° Pa.

7. Procédé selon 1’'une quelconque des revendications 1 a 6, dans lequel la solution

d’acides gras ou de leurs dérivés est une solution d’huile de poisson.

8. Procédé selon la revendication 7, dans lequel la solution d’acides gras ou de leurs

dérivés est une solution d’hutle de thon ou de foie de morue.
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9. Procédé selon la revendication 7 ou 8, dans lequel la solution d’huile de poisson
comprend au moins 20% de DHA par rapport aux acides gras totaux de la solution d’huile de

poisson ou a leurs dérivés.

10.  Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 9, dans lequel la solution

d’acides gras ou de ses dérivés est une solution d’esters €thyliques d’acides gras.

11.  Solution d’esters éthyliques d’acides gras contenant au moins 50% de DHA, obtenue
par le procédé tel que défini selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, pour son
utilisation en tant que médicament destiné a traiter les pathologies neurodégenératives, les

maladies cardiovasculaires, les maladies auto-immunes et/ou les inflammations.

12.  Solution d’esters éthyliques d’acides gras selon la revendication 11, pour son

utilisation en tant que médicament destiné a traiter la maladie d’ Alzheimer.

13.  Utilisation d’une solution contenant au moins 50% de DHA, obtenue par le procédé tel
que défini selon I’une quelconque des revendications 1 a 10, pour le traitement de pathologies

neurodégénératives, les maladies cardiovasculaires, les maladies auto-immunes et/ou les

inflammations.
14.  Utilisation selon la revendication 13, pour le traitement de la maladie d’ Alzheimer.
15.  Utilisation d’une solution contenant au moins 50% de DHA, obtenue par le procéde tel

que défini selon 'une quelconque des revendications 1 a 10, dans la fabrication d'un
médicament pour le traitement de pathologies neurodégénératives, les maladies

cardiovasculaires, les maladies auto-immunes et/ou les inflammations.

16.  Utilisation selon la revendication 15, dans la fabrication d’un médicament pour le

traitement de la maladie d’ Alzheimer.

17.  Utilisation d’une composition comprenant une solution contenant au moins 50% de
DHA, la solution étant obtenue par le procédé tel que défini selon une quelconque des

revendications 1 a 10, pour le traitement de pathologies neurodégénératives, les maladies

cardiovasculaires, les maladies auto-immunes et/ou les inflammations.
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18.  Utilisation selon la revendication 17, pour le traitement de la maladie d’ Alzheimer.
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