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RESUMO

"COMPOSIGAO LIPIDICA MARINHA DESTINADA A ALIMENTAR

ORGANISMOS AQUATICOS"

Uma composicdo destinada a alimentar organismos
presas de aquicultura como Artemia e rotiferos, consistindo
de um componente lipidico constituido por pelo menos 25% em
peso de fosfolipidos e proporcionando um teor de DHA de
prelo menos 30% em peso. O componente lipidico ¢é prefe-
rivelmente derivado de organismos marinhos tais como da
biomassa de farinha de peixe, fitoplédncton e zoopléncton. A
composicdo ¢é wutilizada para fornecer organismos presas
tendo um teor elevado de Aacidos gordos altamente insatu-
rados (HUFAs) adequados para aquicultura de peixe incluindo

hipoglosso, rodovalho, perca e crustdceos e moluscos.
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DESCRICAO

"COMPOSIGAO LIPIDICA MARINHA DESTINADA A ALIMENTAR

ORGANISMOS AQUATICOS"

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo estd dentro do campo da
aquicultura. Em particular é proporcionada uma composicgao
lipidica para alimentacdo de organismos presas dgue Sao
utilizados como alimento para larvas de peixe e larvas de
crustdceos e Dbivalves. Mais especificamente, a invengéo
proporciona composigdes lipidicas marinhas que séao alta-
mente enriquecidas no seu conteudo em Aacidos gordos alta-
mente insaturados (HUFAs), em particular &cido docosa-
hexandéico (DHA) e tendo um teor elevado de fosfolipidos

ricos em DHA.

ANTECEDENTES TECNICOS DA INVENCAO E ESTADO DA TECNICA

O consumo alimentar de espécies marinhas para as
quais existe uma elevada procura dos consumidores tais como
salmdo, truta, hipoglosso, e enguia estd a crescer e devido
a esta procura crescente e reservas naturais limitadas,
muito esforgo € dispendido no desenvolviumento de métodos
de aquicultura economicamente eficientes para a cultura de

tais espécies. Um problema particularmente grave & o de
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assegurar uma taxa relativamente elevada de sobrevivéncia

da larva incubada da espécie a ser cultivada.

A expansao da industria de aquicultura requer que
sejam considerados varios problemas, sendo um dos mais
significativos a dificuldade em fornecer organismos presas
vivos que originem uma alimentacdoc nutricionalmente
adequada para as larvas. As larvas de peixe no estado
selvagem consomem uma populacdo mista de organismos presas
de fitoplédncton que proporcionam uma nutricdo equilibrada.
Contudo, a recolha de fitoplancton em quantidades
suficientes para satisfrazer a procura em aquicultura néao
¢ fazivel. Como alternativa, espécies seleccionadas de
organismos presas, em particular rotiferos e espécies de
Artemia, sao presentemente cultivados e utilizados como

alimento.

Contudo, geralmente, tais organismos presas
cultivados artificialmente, embora fornecam quantidades
adequadas de ©proteina e energia, tém uma composicao
lipidica que nédo é adequada para satisfazer os requisitos
de certos HUFAs, em particular DHA e EPA que sdo essenciais
para a sobrevivéncia déptima, crescimento e desenvolvimento
de larvas. Especificamente, foi demonstrado que é requerido
um teor elevado em DHA e que a razao entre DHA e EPA nos
organismos presas deveriam ser de pelo menos de 1:1 e
preferivelmente pelo menos 2:1. Para se conseguir que oOS
organismos presas tenham tal composicdo com respeito aos

HUFAs ¢é necessario cultivar os organismos na presenca de
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composicgdes enriquecidas contendo teor elevado em DHA,
preferivelmente pelo menos 20% em peso e uma razao de DHA
para EPA excedendo a razado desejada nos organismos presas,

como pelo menos 3:1 e preferencialmente maior.

Correntemente, o problema estda a ser resolvido
através da cultura de organismos presas na presenca de
composicdes de enriquecimento permitindo o enriquecimento
dos microrganismos com respeito a estes 4dcidos gordos
essenciais. Contudo, composicgbes comerciais presentemente
disponiveis para este objectivo tais como produtos de
emulsdo vendidos com o nome de comercial Selco (TM) néo
satisfazem os requisitos acima referidos pelo facto de o
teor de DHA ser relativamente baixo e/ou a razao DHA:EPA
nao ser suficientemente elevada. Utilizando  Artemia
enriquecida com estas composicgdes comerciais foram
descritas taxas de sobrevivéncia de larvas de peixe no
intervalo de 12 a 15% (McEvoy et al. Aquaculture 163 (1998)
237-250; Navarro et al. J. Fish Biol. 43 (1993) 503-515).
Neste contexto, as taxas de sobrevivéncia sao definidas
como percentagem de sobrevivéncia desde a primeira alimen-
tacdo até a metamorfose. Para a produgdo de aquicultura
economicamente eficiente deveria ser obtida uma taxa de

sobrevivéncia de larvas de 50% e preferivelmente superior.

Outras composigdes comercialmente disponiveis
para enriquecimento de organismos presas consistem em pro-
dutos vendidos com © nome comercial Algamac (TM) contendo
até 14% em peso de DHA, e ¢6leo da orbital do atum (TOO) que

contém até 30% em peso de DHA.
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A WO 96/17526 descreve uma dieta de enriqueci-
mento para Artemia com nutrientes essenciais para as larvas
de peixe baseados na utilizacdo de pds de sabao de Aacidos
gordos secos de HUFAs obtidos a partir da corrente de
desperdicios de extraccdo de 6leos de algas marinhas. Os
materiais de partida para fornecer estes pds tém um teor de
fosfolipidos de cerca de 28% em peso de 4acidos gordos
livres e contém cerca de 23% em peso de DHA mas aparen-
temente nenhum outro 4&cido gordo n-3. Sao descritos os
niveis de enriquecimento de Artemia de cerca de 2,7% de DHA

em peso seco.

Outro material destinado a utilizacdo em aquicul-
tura é descrito na WO 99/06585. Exemplos descrevem um teor
de 24% em peso, mas o contetdo em fosfolipido ndo &
referido. O material contudo, contém uma proporcgao elevada
de &acidos gordos livres (cerca de 32 -37% em peso) e um
teor elevado de material nédo lipidico (cerca de 39-44% em
peso), que poderd reduzir a eficiéncia da absorcao de
lipidos nos animais presas. Um conteudo elevado em Aacidos
gordos €& geralmente considerado perigoso para larvas e

formas juvenis dos peixes.

Nenhum dos dois materiais mencionados em ultimo
lugar ¢é Dbaseado em peixes e faltam-lhes muitos HUFAs
encontrados em peixes, tais como EPA e outros acidos gordos

n-3.
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A WO 96/17526 refere uma dieta de enriquecimento
para Artemia consistindo de 10-30% de trigliceridos ricos

em EPA e DHA, e 4-10% de fosfolipidos.

A Jp 09 194362 A (Bisen Kasei KK) refere
composicgdes para a prevencao ou melhoramento das doencgas do
figado, consistindo em DHA e fosfolipidos. Como exemplo é

descrito um extracto etandlico de pele seca de choco.

Tocher D.R. et al. (Aquaculture, Vol. 148, No.2,
3, Janeiro 1997, pp 213-231) descreve a utilizacdo de
silagens ricas em fosfolipidos preparadas a partir tecidos
neuronais de peixes como enriquecimentos para rotiferos e
Artemia. Tal como exemplificado, silagem de olho de
bacalhau/cérebro tem um contetdo em lipido de 18,2% baseada
no peso seco total e um teor de DHA de 23,1% como

percentagem de lipido total.

Mourente, G. et al. (Comp. Biochem. Physiol. A,
Vol. 1042, No.3, 1993, pp. 605-611) discute o desmame do
mar de bremas pds-larvas a partir de uma dieta enriquecida

em Artemia para uma dieta em pastilhas secas.

O documento JP 05 316958 A (Riken Vitamin Co.)
descreve a utilizacdo de ovas de tubardo para alimentacgéo
de "peixes bebés" (ndo larvas de peixe). Contudo ovas de
tubardao tém muitas particulas de tamanho demasiado grande

para alimentar larvas de peixe.
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Numa revisao recente de Sargent et al.
(Aquaculture 179 (199) 217-229) ¢é salientado que além do
requisito com respeito a HUFAs, as larvas de peixe tém uma
necessidade alimentar de fosfolipidos e é afirmado que a
dieta ideal para larvas de peixe é uma dieta contendo uma
composicdo semelhante a gema dos ovos. De acordo com estes
autores a gema da ova de peixe contém cerca de 10% em peso
(numa base de matéria seca) de fosfolipidos que contém
cerca de 17% em peso de DHA e cerca de 9% em peso de EPA.
Estes autores concluem na sua revisdo que permanece um
problema por resolver com respeito a como construir tal
dieta numa escala comercial a partir de materiais

correntemente disponiveis.

Tanto quanto é do nosso conhecimento, nao foi até
ao presente possivel, com a wutilizacdo das composicgdes
alimentares comerciais acima mencionadas, ou outras
composicdes experimentais conhecidas do estado-da-técnica,
obter niveis de enriquecimento em DHA em Artemia que se

aproxime de um ideal, uma dieta semelhante a gema de ovo.

Foi agora verificado que é possivel proporcionar
uma composicdo lipidica para enriquecimento de organismos
presas de aquicultura baseada na utilizacgdo de fosfolipidos
ricos em DHA isolados de materiais de organismos marinhos
abundantemente disponiveis tais como farinha de peixes.
Utilizando este material de partida tornou-se possivel
fornecer composicgdes enriquecidas numa escala comercial,

que torna possivel fornecer organismos presas tendo, com
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respeito a HUFAs e fosfolipidos, uma composicdo que esté
muito préxima da de gema de ova de peixe e que € por 1sso
altamente apropriada para assegurar uma sobrevivéncia
6ptima, crescimento, pigmentacdo e morfogénese de larvas de
peixe tais como larvas de hipoglosso.

SUMARIO DA INVENCAO

Assim, num primeiro aspecto a presente invencdao
proporciona uma composicao lipidica como descrito na
reivindicacdo 1. Em formas de realizacado uteis a fonte de
um componente lipidico rico em fosfolipidos na referida
composicdo estd abundantemente disponivel a partir de mate-
riais de organismos marinhos tais como farinha de peixe.
Esta composicdo de acordo com a invencdo é particularmente
util para fornecer espécies de Artemia e rotiferos tendo

uma composicédo lipidica apropriada para larvas de peixe.

Num outro aspecto a invengdo fornece uma emulséo

consistindo da fase lipidica da composicédo acima descrita.

Em ainda outro aspecto a invencao relaciona-se
com o método de fabrico de uma composicado como acima
definida, consistindo nos passos de separacgdo a partir de
um material de organismo marinho de uma composicgdo lipidica
crua contendo trigliceridos e fosfolipidos, seguida de um
passo de enriquecimento de fosfolipidos que consiste em
adicionar, a uma temperatura em que os trigliceridos nao
precipitam, um solvente ao componente lipidico e arrefecer

a mistura para precipitar os trigliceridos a fim de obter a
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fracgdo lipidica consistindo de pelo menos 25% em peso de

fosfolipidos.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

A  composicdo de acordo com a invencado, para
alimentacédo de organismos presas tem como seu componente

principal um componente rico em fosfolipido.

No contexto presente, a expressao "organismos
presas" refere-se a qualgquer organismo marinho que pode ser
utilizado como alimento vivo para larvas de espécies
marinhas que sao produzidas em instalacgdes de aquicultura.
Uma revisdo geral sobre esses organismos presas pode ser
encontrada em Lavens & Sorgeloos (eds.)"Manual on the
production and use of live food for aquaculture" publicado
pela FAO (1995). Assim, o0s organismos presas mais utili-
zados incluem diversas classes e géneros de microalgas,
rotiferos, Artemia, zooplancton incluindo copépodes,

cladocerans, nematodos, e larvas de Trochofora.

Tal como utilizado aqui, o termo "aquicultura"
deve ser entendido no seu sentido mais alargado e inclui
qualquer producdo de quaisquer espécies aquaticas produ-
zidas em condigdes de aquicultura, tais como espécies de
peixe, incluindo como exemplos salmdo, truta, carpa, perca,
brema, rodovalho, linguado, peixe-leite, tainha, garoupa,
hipoglosso; crustdceos tails como camarao, lagosta, lagostim

e caranguejos; moluscos tais como bivalves.
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Uma caracteristica comum destas espécies
aquaticas é que o seu ciclo de vida inclui um ou mais
estddios larvares que podem ter requisitos nutricionais
muito especificos e consequentemente o fornecimento de
organismos presas satisfazendo estes requisitos constitui
um factor essencial para o sucesso da producao da
aquicultura. Tal como acima mencionado, um requisito assim
especifico é um teor elevado em acido gordo essencial DHA,
implicando o termo "essencial” que o0s organismos presas nao
sdo capazes de uma sintese de novo desses compostos. A
composicdo da presente invencdo tem um teor de DHA de pelo
menos 30 a 35% em peso, ou o intervalo de cerca de 35-40%
em peso preferivelmente de pelo menos 40% em peso, tal como

relo menos 50% em peso incluindo pelo menos 60% em peso.

E incorporado pelo menos um componente lipidico
adicional que fornece uma quantidade adequada de DHA. Esse
componente lipidico adicional contém pelo menos 30% em peso
de DHA, mais preferivelmente pelo menos 40% em peso de DHA,
por exemplo pelo menos 50% em peso de DHA. Em formas de
realizacdo preferidas, o componente lipidico adicional
inclui pelo menos 60% em peso de DHA, tal como pelo menos
70% em peso de DHA, incluindo pelo menos 90% em peso de

DHA.

O outro componente lipidico rico em DHA & incorporado na
composicdo da invencao numa quantidade que resulta em pelo

menos um teor total de DHA da composigcdo que é de pelo
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menos 30% em peso. Dependendo do teor de DHA do componente
rico em fosfolipidos, a quantidade do outro componente
lipidico requerida pode estar no intervalo de 5-99% em
peso. Em certas formas de realizagdo da invencdo a
quantidade do outro componente lipidico estd no intervalo
de 50-95% em peso, como no intervalo de cerca de 60-80% em

peso, tal como e.g. 70-75% em peso.

A fonte do outro componente lipidico adicional
pode ser de quaisquer lipidos de ocorréncia natural
(consistindo preferivelmente de gliceridos, tais como
trigliceridos ou digliceridos) contendo pelo menos 20% em
peso de DHA e qualquer desses lipidos sintetizados
quimicamente ou enzimaticamente. Exemplos de lipidos ricos
em DHA de ocorréncia natural sédo os de 6leo de orbital de
atum (TOO) e lipidos isolados de células microbianas tendo
um alto teor de DHA, tais como algas incluindo espécies de
Chlorella e de Crypthecodimium, certas espécies de leve-
duras tais como Saccharomyces, Morteriella, Schizochytrium
e Thraustochytrium. Como alternativa a utilizagdo de
lipidos ricos em DHA de ocorréncia natural, esses lipidos
podem ser sintetizados quimicamente ou enzimaticamente.
Numa forma de realizacgédo util da invencdo esses lipidos séao
fornecidos na forma de glicerido através do contacto de DHA
como Aacido livre e glicerol na presenga de catalisadores
quimicos ou de uma enzima capaz de formar gliceridos a
partir dos reagentes, tal como uma lipase incluindo wuma

lipase isolada de Candida antarctica.
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Foi  wverificado que € particularmente util
utilizar materiais a base de peixe como fontes de lipidos
para a composigcdao de acordo com a invencdo (e.g., como
fontes para o componente contendo fosfolipidos, ou do
componente adicional rico em DHA, ou ambos). Além do DHA,
tais mateiais também fornecem outros HUFAs valiosos
(particularmente HUFAs n-3) que sao caracteristicos de
peixe (tal como 4&cidos gordos 20:5 (EPA), 18:3, 18:4, e
20:4), e que sao encontrados na dieta natural de larvas de
peixe e em gema de ova de peixe, e sao considerados
benéficos para o sucesso do enriquecimento de organismos
presas para cultura de peixe. Numa forma de realizacdo
vantajosa, a composicado de enriquecimento tem um teor total
de HUFAs de pelo menos 40% em peso, preferivelmente pelo
menos 50% em peso, tal como pelo menos 60% em peso. Em tais
composigdes, EPA estd no intervalo de 2-15% em peso, tal
como no intervalo de 5-10% em peso, e outros HUFAs n-3 além
de DHA e EPA estdo no intervalo de 2-25% em peso,
preferivelmente no intervalo de cerca de 5-15% em peso, tal
como por e.g. cerca de 10% em peso. Em outras formas de
realizacado vantajosas o teor total de HUFAs n-3 é de pelo

menos 50% em peso, tal como pelo menos 60% em peso.

Tal como acima mencionado, a composicdo da
invencdao é constituida por um componente rico em
fosfolipidos como componente principal consistindo de pelo
menos 25% em peso de fosfolipidos. No presente contexto o
termo "fosfolipidos"™ é utilizado para descrever uma classe

de lipidos contendo 4dcido fosférico como mono- ou diéster.
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Assim, fosfolipidos incluem fosfatidilcolina (PC), fosfa-
tidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI), fosfatidil-
glicerol (PG), fosfatidilserina (PS) e A4acido fosfatidico
(PA). O termo "lecitina" é também comummente utilizado para
misturas dos fosfolipidos acima referidos. Os presentes
inventores verificaram que a distribuigdo dos membros da
classe de fosfolipidos pode ter um impacto significativo na
capacidade da composicdo da invencdo para assegurar taxas
altas de sobrevivéncia e de boa pigmentacdo das larvas de
peixe. Em particular, foi verificado que a composigdo dos
fosfolipidos na farinha de arenque é de tal modo que ¢é
atingida uma taxa particularmente elevada de pigmentacao

correcta de larvas de peixe

De acordo com a invencao os fosfolipidos sao
isolados de materiais de organismos marinhos, incluindo
materiais frescos e materiais secos. Materiais fescos
incluem por exemplo visceras de peixes e outros animais
marinhos, carne ou peixe, ovas de peixe, lulas, moluscos e
biomassa planctédnica. Materiais secos incluemn, em
particular, farinha de peixe tais como farinhas de arenque,
capelim, cavala, savelha, sardinha, anchovas, carapau
branco, e pescada-do-reino azul e farinhas de organismos
planctédnicos. Tais fontes de materiais marinhos, fornecem
tal como atrds mencionado, ndo sé um teor elevado em DHA,
mas também em EPA e outros PUFAs n-3, caracteristicos de
peixe, e sdo de um certo modo semelhantes a dieta natural

de larvas de peixe.
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E bem conhecido que a qualidade de farinha de peixe comer-—
ciais pode variar consideravelmente. Em particular, as
farinha de peixe de qualidade pobre tém tido uma dete-
rioragdo mais ou menos avangada dos lipidos incluindo
oxidagdo e hidrdélise. Para os objectivos da presente inven-
cdo é particularmente preferida a utilizacdo de refeigdes
comerciais com uma alta qualidade como fonte do componente
rico em fosfolipidos. Uma refeicdo de peixe de alta quali-
dade é definida neste contexto com os seguintes pardmetros
relacionados com a qualidade e frescura: "azoto total vola-
til"™ (TVN) devera ser inferior a 50 mg/100 g medido como
descrito em Antonacopoulus, N. Handbuch der Lebensmittel-
cheme, vol. III/2, Springer Verlag, Berlin (1968); e diges-
tibilidade de proteina de marta deverda ser de pelo menos

90%.

Numa forma de realizacdo preferida, o componente
contendo fosfolipido tem um teor de fosfolipidos de pelo
menos 30% em peso, preferivelmente pelo menos 40% em peso,
tal como pelo menos 50% em peso, por exemplo pelo menos 60%
em peso, incluindo pelo menos 70% em peso de fosfolipidos,
ou mesmo superior. A proporcao da composicao contendo
fosfolipidos estd no intervalo de 2-75% em peso incluindo o
intervalo de 5-50% em peso, tal como no intervalo de 5-25%
em peso, incluindo cerca de 5% em peso, cerca de 10% em
preso, e cerca de 15% em peso, ou no intervalo de cerca de

25-50% em peso.

Tal como acima mencionado, foi demonstrado que é

requerido ndao sé um teor elevado de DHA na alimentacdo para
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larvas de peixe, mas que também a razdo entre DHA e EPA nos
organismos presas tem significado para a sobrevivéncia e
desenvolvimento das larvas das espécies cultivadas. E
geralmente reconhecido qua a razao DHA:EPA nos organismo
presa deveria ser de pelo menos 1l:1 e preferivelmente de
pelo menos 2:1. Contudo, foi wverificado que de modo a
conseguir esta razao desejada nos organismos presas, pode
ser necessaria uma razado significativamente maior na
composicdo de enriquecimento para o organismo presa. Assim,
a composicdo de enriquecimento da invencgdo tem uma razdo de
peso DHA:EPA no intervalo de 3:1 a 10:1, tal como 8:1,

incluindo o intervalo de 4:1 a 6:1.

Tal como descrito por Sargent et al., supra,
outros HUFAs podem ser significativos, tais como por
exemplo o acido araquidénico. Assim, ¢é contemplada uma
composicdo de enriquecimento de acordo com a invengao
incluindo uma quantidade significativa de 4&cido araqui-
dénico. Se necessdario, o teor de 4&cido araquiddénico na
composicdo pode estar no intervalo de 1-20% em peso do de

dcidos gordos totais, tal como por exemplo 2-10% em peso.

E geralmente conhecido no estado-da-técnica, que
um teor elevado em acidos gordos livres pode ser perigoso
para peixes Jjuvenis. Formas de realizacado preferidas da
composicdo da presente invencdo tém um baixo teor de Aacidos
gordos livres, tal como um teor total de menoso de cerca de
10% em peso, incluindo menos de cerca de 5% em peso, mais
preferivelmente menos de cerca de 3% em peso, tal como

menos de cerca de 1% em peso.
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Em formas de realizacdo TUteis a compsoigao de
enriquecimento da invengado consiste de componentes adici-
onais incluindo emulsionantes, imunoestimulantes tais como
por exemplo glucanos ou alcoxiglicerdis, vitaminas, anti-
oxidantes, minerais, e acido araquidénico. Emulsionantes
adequados incluem Chremophore A25 (TM) disponivel de BASF,
VOLPO (TM) da Croda, lecitina de soja, fosfolipidos,

gliceridos e acidos gordos incluindo sabdes.

Vitaminas que podem ser incorporadas na compo-
sigdo incluem qualquer viamina hidrossoltve tal como
vitamina B e vitamina C, e qualquer vitamina A insoluvel em
dgua, e vitamina D e vitamina E. Foi verificado que um teor
alto de wvitamina C pode ter um impacto significativo no
desempenho da composicdo de enriquecimento com respeito a
sobrevivéncia e ao desenvolvimento das larvas de presas
(Merchie, G; Lavens, P; Sorgeloos, P. Effects of dietary
vitamin C on the growth and physiological condition of the
larvae of aqualculture organisms. Thesis, 1995, University
in Ghent; Merchie, G. et al. Aquaculture, 134 (1995) 325-
337.). Assim, em formas de realizacado TUteis o teor de
vitamina C pode estar no intervalo de 1-15% em peso, tal
como por exemplo 5-10% em peso. Antioxidantes tteis incluem

TBHQ, etoxiquina, BHT, BHA, vitamina E, e vitamina C.

Serd apreciado por um perito na técnica que a
composicdo de enriquecimento da invencdo pode ser utilizada
como um veiculo conveniente para substédncias farmaceu-

ticamente activas tais como por exemplo agentes antimicro-
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bianos e substéncias imunologicamente activas incluindo
vacinas contra infecgdes virais ou bacterianas, e qualquer

combinacdo resultante.

A composicdo de acordo com a invencao pode ser
proporcionada na forma de liquido, emulsao pourable, ou de
pasta, ou seca, por exemplo como granulado, pd, ou em
flocos. Quando a composicédo € fornecida como emulsao,
preferivelmente uma emulsdo de lipido em Agua, é preferivel
que esteja numa forma relativamente concentrada. Essa forma
de emulsado concentrada pode também ser referida como pré-
emulsdo visto que pode ser diluida em um ou mais passos num
meio aquoso para proporcionar o meio de enriquecimento
final para os organismos presas. Em formas de realizagédo
preferida, tal pré-emulsdo consiste de uma fase lipidica de
prelo menos 50% em peso da composigdo de enriquecimento de

acordo com a invencgao.

Tal como é evidenciado do que acima se descreve,
a composicado de enriquecimento pode ser utilizada para
enriquecer organismos presas de aquicultura com respeito a

HUFAs essenciais e fosfolipidos.

Num aspecto adicional, a presente invengéo
fornece um método de fabrico de uma composicdo de
enriquecimento como acima descrito. O método consiste num
primeiro passo na separacgao de um componente lipidico cru
de um material de organismo marinho como definido acima. A
separacdao pode ser conseguida por qualquer método conven-—

cional para separar lipidos de material orgdnico, tal como
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uma extraccéo envolvendo qualquer solvente orgénico
adequado, incluindo solventes orgénicos tais como &lcoois
incluindo etanol e propandis; solventes hidrocarbonados
e.g. alcanos tais como pentano, hexano, ou mistura de
alcanos ou solventes hidrocarbonados aromaticos; éteres;
ésteres, ou uma mistura destes ou outros solventes consi-
derados adequados. A utilizacgdo de extracc¢ao supercritica é
também contemplada. Outros meios de separar fosfolipidos
das fontes de materiais podem incluir cromatografia,
centrifugacédo, compressdo, tratamento térmico ou qualquer
combinacdo destes. Num segundo passo, a fracgdo de fosfo-
lipido do componente lipidico cru é enriquecida submetendo
o componente lipidico a um tratamento que resulta em uma
precipitacdo de pelo menos parcial ou solidificacdo da
fracgcdo de trigliceridos, que pode ser subsequentemente
removida. O tratamento consiste vantajosamente na adicdo de
um solvente adequado, tal como um dos acima mencionados ao
componente lipidico crt, a uma temperatura em que Os
trigliceridos néao precipitam seguida de arrefecimento da
mistura lipido/solvente a uma temperatura em que uma pPoOrgao
significativa dos trigliceridos precipitam. O precipitado é
entdo removido e a fase de solvente é evaporada para obter
um componente rico em fosfolipidos. O tratamento pode ser
repetido uma ou mais vezes e podem ser combinadas as
aliquotas resultantes de componentes enriquecidos em
fosfolipidos. Materiais de partida adequados para fornecer
o componente rico em fosfolipidos incluem aqueles materiais

de organismos marinhos acima descritos.
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O método da invencdo inclui a forma de realizacgdao
em que o componente fosfolipidico € combinado com um

componente rico em DHA como acima descrito.

A composicdo lipidica marinha de acordo com a

invencdo pode ser proporcionada em qualquer forma adequada

incluindo as formas acima descritas para a composicdo de

enriquecimento.

EXEMPLO 1

Isolamento a escala laboratorial de um componente lipidico

rico em fosfolipidos de farinha de peixe capelim

A 100 g de farinha de peixe capelim foram
adicionados 400 mL de etanol (cerca de 99% v/v) e a mistura
foi agitada a temperatura ambiente durante 3 h. O residuo
de refeicédo foi separado por filtragdo e o filtrado
etanélico destilado no vacuo em evaporador rotativo para
obter 10-11 g de fracgdo de lipido cru contendo cerca de
80% em peso de lipido com a seguinte composicdo: 54% em
peso de fosfolipidos (PL). 4% em peso de 4acidos gordos
livres (FFA), e 42% em peso de trigliceridos (TG). O

procedimento de extracgdo foi repetido no residuo de

refeicdo separado que rendeu mais 1,5 g de lipido cru.

As fracgdes de lipido cru combinadas foram
purificadas por adigéo de etanol a uma razdo peso:volume de

1:5 e a suspensédo resultante foi deixada em repouso a 4°C



PE1250058 - 19 -

durante a noite provocando a precipitacdo de uma parte
substancial dos trigliceridos. A fase etandlica foi
separada e submetida a destilacgdo utilizando um evaporador
rotativo para  produzir uma fraccgao enriquecida em
fosfolipidos na forma de material =xaroposo, denso de cor
amarelo—-avermelhada (6,5-6,8 g; contendo cerca de 71% de
lipidos da composicdo apresentada abaixo. (Numeros na
coluna mais a esquerda referem-se ao numero de carbonos e
ligacgdes duplas nos acidos gordos dos componentes

lipidicos, DHA é 22:6 e EPA 20:5);

PL TG FFA Total
71% 23% 6% 100%
14:0 4,1 12,1 5,7 4,3
16:0 22,5 14,5 30,3 20,8
16:1 4,9 16,7 6,2 6,4
18:0 0,0 0,0 3,7 1,3
18:1 9,6 16,9 15,5 13,4
18:2 0,0 2,4 0,0 1,4
18:3 0,0 0,0 0,0 0,6
18:4 2,3 7,5 0,0 2,6
20:1 2,3 6,2 5,2 4,2
20:4 0,0 0,0 0,0 0,6
20:5 23,5 11,4 15,6 13,2
22:1 0,0 3,8 0,0 3,5
22:4 0,0 0,0 0,0
22:5 0,0 0,0 0,0 1,0
22:6 30,8 6,9 17,9 19,4
100,0 100, 0 98,5 92,7
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EXEMPLO 2

Isolamento a escala laboratorial de um componente lipidico

rico em fosfolipidos a partir de farinha de peixe arenque

Essencialmente o mesmo procedimento tal como
descrito no Exemplo 1 foi wutilizado para obter um
componente rico em fosfolipido a partir de farinha de peixe

arenque com a seguinte composicdo em lipido.

PL TG FFA Total

81% 5% 14% 100%
14:0 3,2 21,0 11,3 5,2
16:0 25,2 14,8 24,1 24,5
lo:1 1,7 13,0 6,0 2,9
18:0 1,2 0,0 2,5 1,3
18:1 5,9 10,8 10,3 6,8
18:2 0,7 0,0 1,4 0,8
18:3 0,4 0,0 1,4 0,5
18:4 0,8 8,5 5,0 1,8
20:1 0,8 3,6 3,7 1,3
20:4 0,7 0,0 1,3 0,7
20:5 14,9 13,8 12,1 14,4
22:6 38,2 7,8 15,4 33,5

93,7 93,3 94,5 93,7
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Tal como observado acima, a farinha de peixe
arenque fornece um material altamente preferido para um
componente rico em fosfolipido de acordo com a invencéo,

com uma alta proporcdo de fosfolipido—-DHA.

O procedimento de extraccdo etandlica dos
Exemplos 1 e 2 podem ser objecto de dimensionamento da
escala por métodos convencionais pelo perito na técnica,
semelhantes ao que é descrito no Exemplo 3 com um sistema

de solventes diferente.

EXEMPLO 3

Isolamento em grande escala de um componente lipidico rico

em fosfolipido a partir de mantos de lula

Lula picada (150 kg) foi adicionada a 300 L de
isopropanol e a mistura foi agitada bastante vigorosamente
durante 4-6 h e deixada em repouso durante a noite.
Subsequentemente, a mistura foi filtrada e foram
adicionados e misturados 300 L de hexano no filtrado. Isto
resultou em duas fases que foram deixadas a separar. A fase
superior, que consistia maioritariamente de hexano e
isopropanol foi separada e submetida a destilacgdo em varias
etapas no vacuo utilizando um evaporador rotativo de 50 L
para produzir um total de 2,2 kg de uma fracg¢do enriquecida

em fosfolipidos como uma cera castanho-amarelada tendo um
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teor de fosfolipidos de cerca de 65% em peso e a composicéao

em acidos gordos totais seguinte:

14:0( 1,9
16:0 | 28,3
16:1| 0,6
18:0( 2,9
18:1| 3,2
18:2| 0,2
18:3| 0,0
18:4| 0,2
20:1| 2,7
20:4| 1,4
20:5(13,8
21:5| 0,0
22:1| 0,0
22:6 | 40,4

95,5

EXEMPLO 4

Preparagcao de uma composicdao de enriquecimento para

organismos presas de larvas de peixe

Uma composigdo para organismos presas tal como
espécies de Artemia foli preparada por combinacdo e mistura

dos ingredientes seguintes:
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Tabela 4.1

componente rico em fosfolipidos das mantos de lula (Exemplo 3) 9,79
TG 4010 (TM), Croda, trigliceridos essenciais p/~40% em peso DHA 78,0 g
vitamina C (palmitato de ascorbilo) 8,5 g
co—emulsionante, BASF Chremophore A25 (TM) 1,6 g
Glucano Macroguard (TM) (imunoestimulante) 0,8 g
vitamina A (palmitato de vitamina 2, 1 mil. u.i./q) 0,190 g
vitamina E (DL-alfa acetato de tocoferol) 0,155 g
vitamina B (cloridrato de tiamina) 1,2 g
TBHQ (antioxidante) 0,036 g
Etoxiquina (antioxidante) 0,036 g
Total 100 g

O material TG 4010 utilizado como um componente
rico em DHA na composicédo é derivado de material baseado em
6leo de peixe que estd enriquecido em DHA, é constituido
por 40% em peso de DHA, cerca de 10% em peso de EPA e cerca
de 10% em peso de outros HUFAs n-3. Os acidos gordos estéao
principalmente na forma de trigliceridos e o material tem
um teor muito Dbaixo em A4dcidos gordos livres. Outros
materiais foram testados como fontes de um componente rico
em DHA, tal como TG 5010 (também de Croda) que tem um teor
de DHA de cerca de 50% em peso, e trigliceridos altamente

enriquecidos enzimaticamente em DHA.

EXEMPLO 5

Utilizagdo de uma composicdo de enriquecimento para cultura

de Artemia

Os cistos de Artemia foram incubados em condicdes

6ptimas (em &gua do mar, 27-29°C, pH cerca de 8, teor de
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oxigénio acima de 4 mg/L). As Artemia naupliar acabadas de
incubar foram lavadas e colocadas em tanques de 250 L para
atingir wuma densidade de 200 000/L. A temperatura foi
conservada a 25-28°C, o teor de oxigénio a 5-6 mg/L e
tamponados a pH 7,5 com bicarbonato de sdédio (2 g/L). Os
tanques foram arejados por passagem de ar atmosférico atra-
vés de casas perfuradas no fundo dos tanques. A composigao
de enriquecimento tal como descrita no Exemplo 4 foi adici-
onanda aos tanques a uma concentracdo de 0,2 g/L e a mesma
quantidade adicionada 10 h mais tarde. 24 h depois da pri-
meira adicédo de composicdo de enriquecimento a Artemia tem a

seguinte composicao em lipidos (31% peso seco de lipidos):

PL TG FFA Total
16% 76% 84% 100%
14:0 8,8 1,0 3,1 0,8
16:0 15,0 8,8 36,0 11,1
16:1 2,6 3,2 3,1 2,5
18:0 6,4 2,7 6,3 4,2
18:1 25,2 15,6 13,0 17,1
18:2 4,2 3,5 1,8 3,3
18:3 13,2 19,2 6,5 14,7
18:4 2,2 3,1 1,7 2,4
20:1 1,6 1,0 0,0 0,9
20:4 2,8 2,1 0,0 2,2
20:5 12,5 10,2 4,4 9,5
22:1 0,0 0,0 0,0
22:4 0,0 1,1 0,0 1,2
22:5 0,0 1,0 0,0 1,1
22:6 4,6 20,0 14,8 18,9
99,0 92,5 90, 7 90, 0
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A Artemia assim obtida tem uma concentracao total
altamente enriquecida de DHA de acordo com a invencgao e é
por isso particularmente adequada para alimentacdao de

larvas de peixe tais como larvas de hipoglosso.

EXEMPLO 6

Utilizagdo de uma composicdo de enriquecimento para cultura

de Artemia

Artemia incubada de fresco foi colocada em
tanques de 250 L e nas mesmas condig¢des que as descritas no
Exemplo 5. A Artemia foi alimentada com uma composigdo
lipidica misturada com 2% em peso de emulsionante
Chremophore. A composicado lipidica continha 50% em peso da
composicdo de fosfolipidos do Exemplo 3; 25% em peso de
"DHA-80", essencialmente trigliceridos compreendendo 80% em
peso de DHA, sintetizado enzimaticamente a partir de
glicerol de &cido gordo DHA utilizando lipase de Céndida
antarctica (tal como descrito em US 5 604 119); e 25% em
peso Lysi-22 (TM) (Lysi hf, Iceland), um &éleo de peixe com
22% em peso DHA. A composicao do alimento foi adicionada
aos tanques até uma concentracdo de 0,2 g/L e a mesma quan-
tidade adicionada 12 h mais tarde. 24h depois da primeira
adicdo de composicdo de enriquecimento a Artemia tem a

seguinte composicao lipidica (34% de peso seco de lipidos):
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PL TG FFA Total
25% 72% 3% 100%
14:0 0,9 1,1 0,0 1,3
16:0 13,6 10,6 32,0 11,2
16:1 3,3 3,5 3,3 3,4
18:0 5,8 2,2 10,6 3,3
18:1 26,2 15,4 15,7 15,1
18:2 3,7 2,7 0,0 2,5
18:3 13,8 15,0 4,4 13,7
18:4 2,7 2,1 0,0 2,2
20:1 1,0 1,9 5,3 2,0
20:4 2,1 1,7 0,0 1,9
20:5 13,1 8,7 5,0 9,7
22:6 8,4 28,8 23,6 28,0
94,6 93,7 100,0 94,1

A Artemia obtida tem uma concentracdo total muito
altamente enriquecida de DHA (9,5% em peso) de acordo com a
invencdao bem como outros HUFAs n-3 caracteristicos de
peixes, e é assim particularmente adequada para alimentacgao

de larvas de peixe tais como larvas de hipoglosso.

EXEMPLO 7

Utilizacao de uma composicdo de enriquecimento para cultura

de rotiferos (Brachionus plichatilis)

Os rotiferos foram seccionados em condicgdes
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idénticas as descritas no Exemplo 5, foram alimentados com
pléncton Isochrysis e leveduras e enriquecidos durante 6 h
a 27°C com uma composigcdo de enriquecimento como descrita
no Exemplo 4, excepto que foram utilizados trigliceridos TG
5010 (TM) da Croda em vez de TG 4010, contendo o TG 5010
cerca de 50% em peso de DHA. Os rotiferos tinham a seguinte

composicdo lipidica (22% de peso de lipidos):

PL TG FFA Total
32% 56% 13% 100%
14:0 6,6 7,8 3,3 6,9
16:0 25,9 4,9 15,2 13,0
16:1 1,9 2,5 1,3 2,2
18:0 3,6 5,7 2,7 4,7
18:1 4,5 4,5 5,5 4,7
18:2 4,9 0,3 2,0 2,0
18:3 3,1 3,2 1,9 3,0
18:4 2,2 6,2 2,2 4,4
20:1 1,2 1,9 1,5 1,6
20:4 5,0 2,3 2,2 3,2
20:5 10,1 14,7 14,8 13,4
22:6 25,8 38,8 40, 4 35,2
94,7 92,7 93,0 94,3

Os rotiferos obtidos tém uma concentracdo total

muita alta de DHA, bem como contendo outros HUFAs n-3 e tém
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um teor muito alto de fosfolipidos, e assim exemplifica a

eficdcia da composicdo de acordo com a invencéo.

EXEMPLO 8

Comparacao das compsigbdes de enriquecimento para cultura de

Artemia

Cistos de Artemia foram incubados como no Exemplo
5 e transferidos para tanques de cultura em que as
condig¢des foram conservadas como no Exemplo 3 (excepto para
alguma diferenca na temperatura, ver tabela). Composicgdes
de enriquecimento foram preparadas de forma semelhante a
descrita no Exemplo 4, i.e. com o0s mesmos aditivos adicio-
nados como descrito na Tabela 4.1 tal como um emulsionante,
vitaminas e cerca de 10% de componente rico em fosfolipidos
a partir de mantos de lula tal como descrito no Exemplo 3.
O ingrediente a granel (cerca de 80%) das preparacdes era
constituido por composigdes lipidicas comerciais tal como
listado na Tabela 8.1. Estas sao AlgaMac 2000 (TM), DHA
Selco (TM), DC DHA (TM) e Oleo de Figado de Bacalhau de
grau alimentar (da Lysi, Iceland). As preparacgdes foram
adicionadas aos tanques a uma concentracgdo de 0,2 g/L e a
mesma quantidade adicionada 10 h mais tarde. 24 h depois da
primeira adigdo da composigdo de enriquecimento a Artemia

tem a seguinte composicgdo lipidica:
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Tabela 8.1

AlgaMac |DHA DC Oleo de Figado|composicdo do

2000 Selco |DHA |de Bacalhau Ex. 2
T durante o 20°cC 27°C |27°C |20°C 27°C
crescimento
% de peso seco |17% 24% 22% |23% 31%
de lipidos
14:0 2,3 3,4 1,1 |3,2 0,8
16:0 12,6 13,5 (10,9 |16,0 11,1
16:1 4,4 4,6 3,7 16,2 2,5
18:0 4,7 5,5 4,6 14,5 4,2
18:1 19,2 24,8 |34,5 (25,8 17,1
18:2 3,6 5,6 6,9 |4,4 3,3
18:3 23,1 28,4 17,9 (21,1 14,7
18:4 3,9 4,8 2,8 14,3 2,4
20:1 0,4 0,9 12,8 0,9
20:4 1,3 1,3 2,2
20:5 4,4 5,3 6,3 6,0 9,5
22:1
22:4 2,8 0,6 1,2
22:5 0,6 1,1
22:6 7,8 4,1 8,3 12,9 18,9

90,3 100,0 ([89,3197,3 90,0

A Artemia enriquecida com a composicao preferida
de acordo com a invencdo tem claramente uma concentracao
total enriquecida mais alta de DHA de acordo com a invengao
e é por isso particularmente adequada para alimentacgdo de

larvas de peixe tais como larvas de hipoglosso.
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EXEMPLO S

Utilizacdo de Artemia enriquecida com HUFA e fosfolipidos

para producgdo aquicultural de hipoglosso

As larvas de hipoglosso foram primeiro alimen-—
tadas a 230-250°¢°d. ("ed": factor de multiplicacéo de
temperatura (°C) e dias desde a incubacgédo, e.g., a 5,2°C
250°d corresponde a 48 dias). Tanques de fundo circular
foram wutilizados, quer de 3,5 ou 7 m®. As larvas foram
gradualmente climatizadas até uma temperatura do fundo de
11°C e uma intensidade de luz de 300-500 lux. As larvas
foram alimentadas de Artemia duas vezes por dia, de manhd e
ao final da tarde. A Artemia foi enriquecida com uma
composicdo de enriquecimento de acordo com a invengédo 24 h
antes da alimentacdo da manha, a seguir armazenada a 13-
15°C durante outras 7-8h durante a alimentacdo da tarde.
Racbes de alimentos foram ajustadas para permitir uma boa
digestdo da Artemia. Microlagas (Isocrysis sp.) foram
adicionadas aos depdsitos da 4dgua para reduzir a tensdo e
facilitar as maximas taxas de ingestdo. Um arejamento
ligeiro foi aplicado no centro dos tanques para
homogeneizar a qualidade da 4dgua e as particulas de
alimentos. Uma corrente circular ligeira foi adquirida com
o influxo para distribuir as larvas. A permuta de agua foi
aumentada desde 1,2 vezes por 24 h no comego até 3,3 vezes
por 24 h no final. Os tanques de cultura de larvas foram

limpos diariamente.



PE1250058 - 31 -

Foram observadas taxas de sobrevivéncia acima de
80% num tanque desde o inicio da alimentacao até ao final
do estado larvar (90% excluindo "clame-da-areia": larvas
com deformidade da regido mandibular), e foram observadas
frequentemente taxas de sobrevivéncia entre 65 e 75%. Em
média cerca de 80% de juvenis mostraram pigmentagdo correc-—
ta, mas foram observadas taxas até 96% de pigmentacéo
correcta num tanque. A pigmentacgado correcta é definida como
uma coloragdo de pigmentacao normal no aldo ocular e
nenhuma pigmentagdo no lado cego. Cerca de 86% de juvenis
em média mas até 80% num tanque mostraram migragdo correcta
do olho, que consiste em ter ambos os olhos no lado ocular.
Experiéncias em curso indicam que ¢é possivel de obter-se
mesmo uma média mais elevada das taxas de sobrevivéncia e

de pigmentacéo.

Os resultados mostram que ©0s organismos presas
enriquecidos com DHA de acordo com a invengdo sao particu-
larmente adequados para a cultura de espécies aquaticas
tais como hipoglosso em termos de altas taxas de sobre-

vivéncia e de qualidade.

Lisboa, 6 de Abril de 2009
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REIVINDICAGCOES

1. Composicado para alimentacao de organismos
presas para utilizacéo em aquicultura, consistindo de:

- 2-75% de um componente lipidico de um organismo
marinho constituido por pelo menos 25% de
fosfolipidos, e consistindo de

- um componente lipidico adicional numa quantidade
que resulta num teor total de peloc menos 30% em

peso,

em que a composicdo proporciona um teor de DHA de pelo
menos 30% em peso, um teor de EPA no intervalo de 2-15%, e
um teor de HUFAs n-3- outro além de DHA e EPA- que incluem
18:3, 18:4 e 20:4 de acidos gordos, no intervalo de 2-25%
em peso, tendo a composicdo menos de 10% de acidos gordos

livres e uma razdo de DHA para EPA que é de pelo menos 3.

2. Composicao de acordo com a reivindicacgéao 1,
em que o componente contendo fosfolipido contém pelo menos

50% em peso de fosfolipidos.

3. Composicédo de acordo com a reivindicacgéo 2,
em que o componente contendo fosfolipido contém pelo menos

70

o

em peso de fosfolipidos.

4. Composicédo de acordo com a reivindicacgéo 1,
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em que o componente lipidico adicional tem um teor de DHA

de pelo menos 30% em peso, tal como pelo menos 40% em peso.

5. Composicado de acordo com a reivindicacgao 4,
em que o componente lipidico adicional tem um teor de DHA

de pelo menos 50% em peso.

6. Composicdo de acordo com a reivindicacgéao 1,
em que a quantidade do componente lipidico adicional esta

no intervalo de 50-95%% em peso, calculada na composicao.

7. Composicao de acordo com a reivindicacgao 1,
em que a quantidade do componente rico em fosfolipidos esta

no intervalo 5-50% em peso.

8. Composicédo de acordo com a reivindicacgéo 1

tendo um teor de DHA de pelo menos 40% em peso.

9. Composicao de acordo com a reivindicacgéao 8,
em que o teor total de DHA é de pelo menos 50% em peso,

incluindo pelo menos 60% em peso.

10. Composicéo de acordo com a reivindicacgéao 1,
em que o componente lipidico adicional derivado de uma
fonte seleccionada a partir de lipidos de ocorréncia natu-
ral e lipidos sintetizados quimicamente ou enzimaticamente,
cuja fonte consiste em gliceridos tais como trigliceridos

ou digliceridos.
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11. Composigdo de acordo com a reivindicacédo 1,
consistindo ainda num componente adicional seleccionado de
um imunoestimulante, uma vitamina, um antioxidante, e um

mineral.

12. Composicédo de acordo com a reivindicacéo 1,
em que o material de organismo marinho é uma farinha de

peixe.

13. Composicéo de acordo com a reivindicacgédo 12
em que a farinha de peixe ¢é seleccionada do grupo
consistindo de farinha de capelim, farinha de arenque,
farinha de savelha, farinha de cavala, farinha de anchova,
farinha de sardinha, farinha de carapau branco, e farinha

de pescadinha-do-reino azul.

14. Composicédo de acordo com a reivindicacéao 12,
em que a farinha de peixe é uma farinha de peixe de alta

qualidade comercial.

15. Composicéo de acordo com a reivindicacgéo 1,
em que o material de organismo marinho é selecciocando do
grupo consistindo de ovas de peixe, mantos de lula e bio-

massa plancténica.

16. Composicédo de acordo com a reivindicacédo 1
que estd uma forma seleccionada do grupo consistindo de um

pd, um granulado, uma pasta, e flocos.
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17. Emulsdao constituida por uma fase lipidica
com composicao de acordo com qualquer das reivindicagdes 1-

14.

18. Emulsdao de acordo com a reivindicacdo 17
constituida por pelo menos 50% em peso da composicdo de

acordo com a reivindicacao 1.

19. Composigédo de acordo com a reivindicacgéao 1,
em que o teor total de HUFAs é de pelo menos 40% em peso,

tal como pelo menos 50% em peso.

20. Composicao de acordo com a reivindicacgao 1,
em que o teor total de HUFAs n-3 é de pelo menos 50% em

peso.

21. Composicao de acordo com a reivindicagéao 1,
em que a quantidade de acidos gordos livres é de pelo menos

cerca de 5% em peso.

22. Método de fabrico de uma composicdo de
acordo com a reivindicacdo 1 consistindo nos passos de
separar de um material de organismos marinhos um componente
lipidico cru constituido por trigliceridos en fosfolipidos,
seguido de um passo de enriquecimento de fosfolipidos
consistindo de adicdo, a uma temperatura em gque ©0s
trigliceridos nédo precipitam, de um solvente ao componente
lipidico cru e arrefecimento da mistura para precipitar

trigliceridos e remogcdo do precipitado para obter um
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componente lipidico consistindo de pelo menos 25% em peso

de fosfolipidos.

23. Método de acordo com a reivindicacado 22, em
que o material de organismo marinho é seleccioando do grupo
consistindo de uma farinha de peixe, ovas de peixe, mantos

de lulas, e biomassa planctdnica.

24. Método de acordo com a reivindicacgdo 23, em
que a farinha de peixe é seleccionada do grupo consistindo
de farinha de capelim, farinha de arenque, farinha de
savelha, farinha de cavala, farinha de anchova, farinha de
sardinha, farinha de carapau branco, e farinha de

pescadinha-do-reino azul.

25. Método de acordo com a reivindicacdo 22, em
que um componente lipidico adicional é obtido por um
processo que envolve o contacto de glicerol com um HUFA na
presenca de um catalisador ou de uma enzima capaz de
combinar o glicerol e HUFA, em condig¢des que permitem que

se forme um glicerido ou uma mistura de gliceridos.

26. Método de acordo com a reivindicacgdo 25, em

que a enzima é uma lipase produzida por Candida antarctica.

27. Método de acordo com a reivindicacado 22 em
que um componente lipidico contendo fosfolipidos tem um
teor de fosfolipidos de pelo menos 50% em peso incluindo um

teor de fosfolipido de pelo menos 75% em peso.
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28. Composigao de acordo com a reivindicacgédo 1
que ainda compreende uma substdncia farmaceuticamente acti-

va.

29. Composicao de acordo com a reivindicagao 28
em que uma substdncia farmaceuticamente activa ¢é selec-
cionada do grupo consistindo de um agente antimicrobiano e
de wuma substdncia imunologicamente activa incluindo uma

vacina e uma combinacao entre si.

Lisboa, 6 de Abril de 2009
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