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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft gereinigte (wie durch Extraktion) mehrfach ungesattigte Fettsduren
(PUFA) enthaltende (mikrobielle) Ole, insbesondere Ole mit einem Sterolgehalt von weniger als 1,5%.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Es besteht eine wachsende Tendenz, Lipidprodukte, die aus verschiedenen Fermentierungsverfahren
stammende, mehrfach ungesattigte Fettsauren enthalten, in Nahrungsmittel aufzunehmen. Dies ist bei dem
neuerdings entwickelten Wunsch, bestimmte mehrfach ungesattigte Fettsduren in Babyfertignahrung einzu-
bringen, wichtig.

[0003] Verschiedene Verfahren wurden fir die fermentative Herstellung von mehrfach ungesattigte Fettsau-
ren enthaltenden Lipiden oder Olen beschrieben. Beispiele sind EP-A-155,420 zur Erzeugung von y-Linolen-
saure (GLA) enthaltendem Lipid durch Mortierella, EP-A-223,960, EP-A-276,541 und WO-A-92/13086 zur Er-
zeugung von Arachidonsdure (ARA) enthaltendem Ol durch Mortierella und/oder Pythium, WO-A-91/07498
und WO-A-91/11918 zur Erzeugung von Docosahexaenonsaure (DHA) enthaltendem Ol durch Crypthecodini-
um cohnii oder Thraustochytrium und WO-A-91/14427 zur Erzeugung von Eicosapentaenonsaure (EPA) ent-
haltendem Ol durch Nitzschia. Die mikrobielle Spezies, welche das die gewiinschte(n) mehrfach ungesattig-
te(n) Fettsaure(n) enthaltende Lipid erzeugt, wird typischerweise in einem geeigneten Medium kultiviert und
die Biomasse vor Erhalt des gewuinschten Lipids gesammelt.

[0004] Zum Erhalt eines einen relativ hohen Triglyceridgehalt aufweisenden Lipidkonzentrats wird in dem Ex-
traktionsverfahren typischerweise ein fir das Lipid unpolares Lésungsmittel (z.B. Hexan) oder tberkritisches
CO, verwendet. Zum Beispiel beschreibt EP-A-246,324 ein fraktionelles Extraktionsverfahren zur Isolierung
von Lipiden aus Mortierella, wobei verschiedene Extrakte erhalten werden, die entweder an polaren oder un-
polaren (neutralen) Lipiden angereichert sind. Jedoch weist der neutrale Lipidextrakt noch einen relativ niedri-
gen Triglyceridgehalt (89,3%) und hohen Sterolgehalt (9,4%) auf. Die U.S.-Patentschrift Nr. 4,857,329 be-
schreibt ein Extraktionsverfahren, welches die Verwendung von Uberkritischem CO, zum selektiven Eluieren
von neutralen Lipiden aus der Biomasse von Mortierella umfasst. Jedoch ist der Triglyceridgehalt des Lipidex-
trakts nicht héher als 86%.

[0005] Yamada et al., Industrial Applications of Single Cell Oils, Hsg. Kyle und Ratledge, 118-138 (1992) be-
schreiben ein Arachidonsaure enthaltendes Ol, das aus der Biomasse von Mortierella alpina unter Verwen-
dung von Hexan extrahiert wird. Das gereinigte Ol weist einen Triglyceridgehalt von 90% auf.

[0006] JP-A-62/179598 beschreibt ein Verfahren, bei welchem Fett (oder Ol) enthaltendes Material in wéss-
rigem Ethanol dispergiert und zerkleinert wird. Das zerkleinerte Material wird von dem Dispersionsmittel abge-
trennt. Das abgetrennte Material wird mit n-Hexan extrahiert, um Fett (oder Ol) zu erhalten.

[0007] JP-A-62/065689 betrifft ein raffiniertes Glyceriddl, von welchem ein Gummi, wie Phospholipid, Trigly-
cerid, freie Fettsdure durch Extrahieren einer Rohglyceriddélzusammensetzung aus einem Mikroorganismus,
Verdunnen der Zusammensetzung mit einem organischen Lésungsmittel und Inkontaktbringen mit einer halb-
durchlassigen Membran entfernt wurde.

[0008] Somit war es bisher nicht méglich, ein mikrobielles Triglyceriddl mit hohem Triglyceridgehalt, d.h. 95%
oder héher, unter Verwendung von bisheriger Fermentierungs- und Extraktionstechnologie zu erhalten. Es war
ebenso nicht méglich, Ole mit einem besonders niedrigen (z.B. weniger als 1,5%) Sterolgehalt herzustellen.

Beschreibung der Erfindung

[0009] Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein ein Verfahren zur Herstellung eines (mikrobiellen) Ols mit
hohem Triglyceridgehalt und geringem Gehalt an ,unverseifbaren Stoffen", bei welchem ein aus einer mikrobi-
ellen Biomasse extrahiertes, erhaltenes oder stammendes Ol mit einem polaren Lésungsmittel behandelt wird.

[0010] Die vorliegende Erfindung kann somit ein mikrobielles (oder mikrobiell erhaltenes) Ol mit hohem Trig-
lyceridgehalt, wie >95%, bereitstellen. Jedoch kann das Ol einen Triglyceridgehalt von mindestens 97%, vor-
zugsweise 298% und optimal 299% aufweisen. Das (mikrobielle) Ol weist auch einen niedrigen (<1,5%) Ste-
rolgehalt auf. Vorzugsweise ist der Sterolgehalt <1%, wie <0,6%, optimal <0,3%.
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[0011] Das Ol der Erfindung kann in verschiedenen Zubereitungen, wie pharmazeutischen (oder therapeuti-
schen), kosmetischen, Futtermittel- oder Lebensmittelzubereitungen (fiir den Verbrauch durch Menschen oder
Tiere), insbesondere in Babyfertignahrung oder als Nahrungserganzungsmittel verwendet werden.

[0012] Ein erster Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft deshalb ein Verfahren zum Behandeln eines mi-
krobiell erhaltenen Ols (ein von einem Mikroorganismus stammendes Ol), wobei das Verfahren (a) das Inkon-
taktbringen des Ols mit einem polaren Lésungsmittel, um zumindest ein Sterol zu extrahieren, das in dem Lo-
sungsmittel 16slich ist, und (b) das Abtrennen zumindest eines Teils des Lésungsmittels, welches das Sterol
aus dem (so behandelten) Ol enthalt, so dass das resultierende Ol einen Sterolgehalt von weniger als 1,5%
aufweist, umfasst.

[0013] Das mikrobiell erhaltene Ol kann aus einem oder mehreren Mikroorganismen extrahiert, erhalten oder
hergestellt werden. Oftmals handelt es sich hierbei um die gleiche Mikroorganismusspezies, jedoch wird von
der vorliegenden Erfindung ein Gemisch aus zwei oder mehreren verschiedenen Mikroorganismen einge-
schlossen. Das Verfahren der Erfindung kann deshalb im Anschluss an die Herstellung des Ols selbst stattfin-
den. Das Ol kann eines sein, das durch den (die) Mikroorganismen erzeugt wird oder in ihm (ihnen) (z.B. in-
trazellular) vorliegt. In einer anderen Ausflihrungsform kann es aus einer (gewohnlich wassrigen) Zubereitung
erhalten werden, die aus der Fermentierung (der Mikroorganismen) erhalten wird oder resultiert. Diese (wass-
rige) Zubereitung kann die Mikroorganismen selbst enthalten: In diesem Fall ist es gewohnlich eine Fermen-
tierungsbriihe. Die Mikroorganismen (oder Biomasse, wie auf dem Fachgebiet bezeichnet) kann (nach der Fer-
mentierung) durch eine Anzahl von Verfahren, z.B. Filtration, Zentrifugation oder Dekantierung, entfernt wer-
den. Das Ol kann aus dieser Biomasse extrahiert oder erhalten werden.

[0014] Es ist (iblich, dass das mikrobielle Ol durch Extraktion erhalten wird. Dies umfasst vorzugsweise die
Extraktion unter Verwendung eines unpolaren oder vorzugsweise mit Wasser nicht mischbaren Lésungsmittels
oder zumindest eines Losungsmittels, das 6lige Bestandteile extrahieren kann. Solch ein Losungsmittel kann
ein Cq,-Alkan, z.B. Hexan, oder (Uberkritisches) Kohlendioxid sein.

[0015] Verschiedene Mikroorganismen erzeugen verschiedene Ole. Diese kénnen sich in der Menge an
mehrfach ungesattigten Fettsduren (PUFAs) sowie durch andere Bestandteile unterscheiden, und tatsachlich
kdnnen die PUFAs in verschiedenen Formen, z.B. Diglyceride, Triglyceride und/oder Phospholipide, vorliegen.
Als solche kénnen sich mikrobiell erhaltene Ole sogar von Olen, die eine oder mehrere dieser von anderen
(z.B. tierischen oder Fisch- oder pflanzlichen) Quellen erhaltenen PUFAs enthalten, bedeutend unterscheiden.

[0016] Die betrachteten Mikroorganismen kdnnen breit variieren, sind jedoch vorzugsweise in der Lage, eine
oder mehrere PUFAs, z.B. Uber Fermentierung, zu erzeugen. Bei den Mikroorganismen kann es sich um Bak-
terien, Algen, Pilze oder Hefen handeln. Geeignete Fermentierungsverfahren, Mikroorganismen und PU-
FA-haltige Ole sind in der gleichzeitig anhéngigen Internationalen Anmeldung Nr. PCT/EP97/01448 (einge-
reicht am 21. Marz 1997 im Namen von Gist-Brocades B.V.) beschrieben.

[0017] Bevorzugte Algen sind von der Gattung Crypthecodinium, Porphyridium oder Nitzschia. Bevorzugte
Pilze sind von der Gattung Thraustochytrium, Mortierella, Pythium, Mucorales oder Entomophthora, insbeson-
dere von der Spezies Mortierella alpina.

[0018] Bei dem extrahierten Sterol kann es sich um einen alicyclischen Alkohol mit vierkonjugiertem Ringge-
rust, drei aromatischen C4-Ringen und einem Cyclopentanring (z.B. Desmosterol, Cholesterol), einen aliphati-
schen oder einen Terpen-Alkohol (Tocopherol) handeln. Ein Wachs oder ein Antischaumungsmittel, wie Poly-
propylenglycol, kann in dem Fermentierungsmedium vorliegen.

[0019] Bevorzugte Sterole schlieRen Desmosterol, wie 5-Desmosterol, ein. Liegt mehr als ein Sterol vor, dann
sind geeigneterweise 70 bis 90%, z.B. 80 bis 85% der Sterole Desmosterol (z.B. bei durch Mortierella erzeug-
tem Ol).

[0020] Das Ol enthélt vorzugsweise zumindest eine PUFA. Diese PUFA wird gewdhnlich durch die Mikrobe
oder den Mikroorganismus erzeugt.

[0021] Von der Erfindung in Betrachtm gezogene PUFAs sind mehrfach ungesattigte C20- und C22-w-3 und
C18-, C20- und C22-w-6-Fettsauren. Insbesondere kdnnen sie y-Linolensaure (GLA), Dihomo-y-linolensaure
(DLA), Arachidonsaure (ARA), Eicosapentaenonsaure (EPA) und Docosahexaenonsaure (DHA) einschlie3en.
DHA wird durch Algen oder Pilze, wie Dinoflagellatalgen, z.B. von der Gattung Crypthecodinium, oder einen
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Pilz, z.B. von der Gattung Thraustochytrium, erzeugt. GLA, DLA oder ARA koénnen durch Pilze, wie von der
Gattung Mortierella, Pythium oder Entomophthora, erzeugt werden.

[0022] EPA kann durch eine Alge, wie von der Gattung Porphyridium oder Nitzschia, erzeugt werden. Typi-
scherweise enthalt das Ol hauptséchlich oder nur eine PUFA(s), obwohl Ole eine oder mehrere PUFAs, z.B.
in geringerer Menge, enthalten kénnen.

[9023] In den Verfahren der Erfindung werden nach Zugabe des Lésungsmittels zu dem Ol die zwei Phasen
(Ol und Lésungsmittel) gewdhnlich getrennt. Dies erlaubt dann leicht die Entfernung einer Phase von der an-
deren. Dadurch kann ein Ol mit niedrigem Sterolgehalt von nicht mehr als 1,5% erhalten werden.

[0024] Ein zweiter Aspekt der Erfindung betrifft deshalb ein durch ein Verfahren gemafl dem ersten Aspekt
der vorliegenden Erfindung behandeltes oder hergestelites Ol, wie in Anspruch 18 angegeben.

[0025] Ein dritter Aspekt betrifft ein mikrobielles Ol, das zumindest eine mehrfach ungeséttigte Fettsaure (PU-
FA) mit einem Sterolgehalt von nicht mehr als 1,5% umfasst, wie in Anspruch 19 angegeben. Der (Ge-
samt-)Sterolgehalt kann tatsachlich nicht héher als 1%, z.B. niedriger als 0,6% sein. Unter Verwendung der
Verfahren der Erfindung kann ein Sterolgehalt von nicht mehr als 0,3% erzielt werden.

[0026] Es ist erkennbar, dass das Ol des dritten Aspekts unter Verwendung des Verfahrens des ersten As-
pekts hergestellt werden kann.

[0027] Die verschiedenen Ole der Erfindung kénnen z.B. unter Verwendung von verschiedenen Lésungsmit-
teln bei verschiedenen Temperaturen wie spater beschrieben hergestellt werden.

[0028] Die vorliegende Erfindung stellt deshalb ein Verfahren zur Herstellung eines (z.B. mikrobiellen) Ols be-
reit, bei welchem das Ol mit einem oder mehreren polaren Lésungsmitteln behandelt wird. Diese Lésungsmittel
kdnnen deshalb ein oder mehrere in dem Lésungsmittel I16sliche Sterole entfernen. Dies kann zur Konzentrie-
rung fihren oder 97%, z.B. mindestens 98% und schlief3lich mindestens 99% geschehen.

[0029] Gleichzeitig mit dem Erhdhen des Triglyceridgehalts kann die Losungsmittelbehandlung vorteilhaft zur
Entfernung von einer oder mehreren Verunreinigungen aus dem Ol fiihren. Insbesondere kann diese Behand-
lung zur Verminderung der Menge an ,unverseifbaren Stoffen" fuhren. Diese unverseifbaren Stoffe, die durch
die Lésungsmittelbehandlung entfernt werden kdnnen, kénnen die vorstehend beschriebenen Sterole, alipha-
tischen und Terpen-Alkohole, Wachse und Antischdumungsmittel einschlie3en.

[0030] Gewdhnlich verandert die Lésungsmittelbehandlung das PUFA-Profil oder das so behandelte Ol nicht.

[0031] Das polare Lésungsmittel umfasst vorzugsweise ein C, c-Alkanol, z.B. Ethanol. Das Lésungsmittel
kann jedoch von wassriger An sein. Bevorzugte Losungsmittel umfassen deshalb einen Alkohol (z.B. Ethanol)
und Wasser. Jedoch kann das Lésungsmittel andere Flissigkeiten umfassen, wobei es sich hierbei um Aceton
und/oder Isopropanol handeln kann.

[0032] Umfasst das Losungsmittel Ethanol, kann dieser einen Wassergehalt von 0 bis 20%, wie 1 bis 7% und
gegebenenfalls 2 bis 4%, aufweisen. Umfasst das Lésungsmittel Methanol, Aceton und/oder Isopropanol
(IPA), dann betragt der Wassergehalt vorzugsweise 0 bis 2%, 5 bis 50% bzw. 5 bis 15%. Das Lésungsmittel
kann deshalb ein Gemisch aus zwei oder mehreren Flussigkeiten umfassen. Es wurde gefunden, dass eine
kleine Menge Wasser enthaltender Ethanol (z.B. 97% Ethanol, 3% Wasser) die Triglyceridausbeute nach der
Lésungsmittelbehandlung deutlich verbessern kann. Dies liegt daran, dass Triglyceride in diesem speziellen
Lésungsmittel relativ unléslich sind. Wenn das Lésungsmittel bei einer Temperatur von 15 bis 30°C, z.B. 20 bis
25°C vorliegt, wird auch die Menge an Triglyceriden die in dem unldlichen l6sten in diesem bestimmten L6-
sungsmittel. Wenn das Ldsungsmittel bei einer Temperatur von 15 bis 30°C, z.B. 20 bis 25°C vorliegt, wird
auch die Menge an in diesem speziellen Losungsmittel geldsten Triglyceriden reduziert.

[0033] Unter Verwendung verschiedener Lésungsmittel kann die Menge an extrahiertem Sterol (oder tatsach-
lich PUFA) variiert werden. Wie vorstehend erdrtert wurde, kann ein Gemisch aus Ethanol und Wasser eine
hohe Triglyceridausbeute bereitstellen, da, obwohl dieses Lésungsmittel Sterole 16st, Triglyceride trotzdem re-
lativ unldslich in ihm sind.

[0034] Die PUFA liegtim allgemeinen in verschiedenen Formen, wie Triglyceriden und Diglyceriden, vor. Die-
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se Verbindungen sind tatsachlich ein Glycerolmolekul mit einer oder mehreren (jedoch gewdhnlich einer) an
diesem Gerlst gebundenen PUFA(s). Vorzugsweise dominiert die Triglyceridform. In dem Ol des dritten As-
pekts (z.B. aus dem Verfahren des ersten Aspekts) betragt die vorliegende Diglyceridmenge vorzugsweise
nicht mehr als 2,2% und vorzugsweise nicht weniger als 1%. Das hier verwendete Lésungsmittel liegt bei einer
Temperatur von 10 bis 40°C, z.B. 20 bis 30°C vor.

[0035] Die Menge an zu extrahierendem Sterol oder der Triglyceridgehalt kénnen durch Variieren von ver-
schiedenen Verfahrensparametern eingestellt werden. Zum Beispiel kann kann man das Verhaltnis des Lo6-
sungsmittels zu dem OlI, die Temperatur wahrend der Extraktion einstellen und/oder eine Einstellung durch
Wiederholen des Extraktionsverfahrens vornehmen. Soll mehr als eine Extraktion durchgefihrt werden, wird
ein gegenlaufiges Extraktionsverfahren bevorzugt, welches die Triglyceridverluste minimieren kann.

[0036] Gewdhnlich ist das Ol ein Rohprodukt, das nach der Extraktion aus einer (z.B. getrockneten) mikrobi-
ellen Biomasse mit einem geeigneten Lésungsmittel, gefolgt von Einengen dieses (mit Wasser nicht mischba-
ren) Lésungsmittels, erhalten wird. Das Ol kann einem oder mehreren Raffinierungsschritten vor dem Verfah-
ren der Erfindung unterzogen werden.

[0037] Das Ol der Erfindung oder eines, das aus einem Verfahren des ersten Aspekts resultiert, kann ohne
weitere Verarbeitung fur verschiedene Zwecke verwendet oder zusatzlich einem oder mehreren Raffinierungs-
schritten unterzogen werden. Das Ol kann als Zusatzstoff oder Ergénzung z.B. in Lebensmitteln, wie Babyfer-
tignahrung, verwendet werden. Es kann jedoch auch in kosmetischen oder pharmazeutischen Zubereitungen
verwendet werden. Die Erfindung betrifft deshalb in einem weiteren Aspekt eine Zubereitung, wie ein Futter-
mittel, Nahrungsmittel oder eine pharmazeutische oder kosmetische Zubereitung, welche ein Ol der Erfindung
umfassen oder welchen dieses zugesetzt wurde. Bevorzugte Mittel sind Lebensmittel, wie Babyfertignahrung,
oder ein Nahrungserganzungsmittel.

[0038] Das Ol der Erfindung kann deshalb einen niedrigen Sterolgehalt und gegebenenfalls einen geringen
Diglyceridgehalt aufweisen. Gegebenenfalls kann es auch einen hohen Triglyceridgehalt aufweisen. Dadurch
wird das Ol besonders fiir Nahrungszwecke geeignet, und es kann als Nahrungserganzungsmittel verwendet
werden. Das Ol kann als Ol bereitgestellt werden oder z.B. in eine Gelatinekapsel eingekapselt werden. Das
Ol kann somit in fiir den Verbrauch durch Menschen oder Tiere geeignete Lebensmittel, Nahrungsmittel oder
Futtermittel eingebracht werden. Geeignete Beispiele sind Gesundheitsgetranke und Brot. Besonders in Be-
tracht gezogen wird die Verwendung in Babyfertignahrung oder in kosmetischen Zubereitungen.

[0039] Die bevorzugten Merkmale und Eigenschaften eines Aspekts der Erfindung sind gleichermal3en mu-
tatis mutandis auf einen anderen Aspekt anwendbar.

[0040] Die Erfindung wird nun beispielhaft unter Bezugnahme auf die folgenden Beispiele beschrieben, die
nur zur Veranschaulichung bereitgestellt sind und die Erfindung nicht begrenzen sollen.

VERGLEICHSBEISPIEL 1
Gewinnung eines rohen ARA-Ols aus der Biomasse von M. alpina

[0041] 500 | nach der Fermentierung von Mortierella alpina erhaltene Brihe wurden in einer Membranfilter-
presse (gewebeartig: Propex 46K2) filtriert. Die Brihe wurde mit einem Druckunterschied von 0,2 bar filtriert.
Innerhalb von 21 Minuten wurden 500 1 Briihe tiber einer Gesamtfilterflache von 6,3 m?filtriert, woraus ein mitt-
lerer Fluss von etwa 230 I/m?h resultierte. Der Filterkuchen wurde 30 Minuten mit 10 Kuchenvolumen Leitungs-
wasser bei einer mittleren FlieRgeschwindigkeit von 320 I/m?h gewaschen.

[0042] Der Kuchen wurde bei 5,5 bar 30 Minuten unter Verwendung eines Einzelschneckenextruders mit ei-
ner Fassontrommel und einer Universalschnecke gepresst. Die fir die Extrusion verwendete Disenplatte wies
Lécher mit einem Durchmesser von 2 mm auf.

[0043] Das Trocknen des Extrudats wurde in einem Flissigbetttrockner mit Luft (8000 Nm?*/m?h) durchgefiihrt.
Der Sollwert der Betttemperatur betrug 80°C. Der Durchmesser der getrockneten, extrudierten Biomasse be-
trug 2 mm und deren Trockenstoffgehalt nach dem Trocknen etwa 96%.

[0044] Ein rohes Arachidonsaure enthaltendes Ol (ARA-Ol) wurde dann aus dem Extrudat unter Verwendung
von Hexan als Losungsmittel extrahiert.
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BEISPIELE 2 UND 3

Behandlung von mikrobiellem ARA-OI mit 100%igem Ethanol

[0045] 5 ml rohes ARA-OIl wurden aus dem Extrudat von Beispiel 1 mit einem Volumen 100%igem Ethanol 1
Minute durch Schiitteln per Hand extrahiert. AnschlieBend wurden die Boden- und Uberschichten durch Zen-
trifugation 5 Minuten bei 5000 UpM getrennt. Die Proben wurden mittels NMR (600 MHz) (auf Tri- und Digly-
ceride, Sterole (nur der Desmosterolgehalt wurde gemessen) und Antischaumungsmittel) analysiert.

[0046] Die Extraktion von ronem ARA-OI mit 9 Volumen 100%igem Ethanol bei zwei verschiedenen Tempe-
raturen fiihrte zu einem Ol mit vermindertem Gehalt an Sterol und Diglycerid (DG) und zu einem erhéhten Ge-
halt an Triglycerid (TG, siehe Tabelle 1). Die TG-Ausbeute ist der Prozentgehalt von in dem Ol nach der Lé-
sungsmittelextraktion verbliebenem Triglycerid. Ebenso wurde das Antischdumungsmittel entfernt und nach
der Extraktion in dem Ethanol gefunden. Jedoch war die Triglyceridausbeute aufgrund der Tatsache gering,
dass sich etwas TG in dem Ethanol I6ste (und somit dadurch entfernt wurde).

Tabelle 1

Extraktion von rohem ARA-Ol mit 100%igem Ethanol (Daten fiir behandeltes OI)

Bsp. | Losungsmittel Temp. % TG % DG % Sterol Ausbeute TG
- Kontrolle - 96,2 2,2 1,6 100
2 EtOH, 100%ig | Umgebung 98,2 0,7 1,1 73.8
3 EtOH, 100%ig 60°C 98,5 0,7 0,8 43,2

Schlissel:

TG: Triglyceride

DG: Diglyceride

Sterol: Als Desmosterol

BEISPIELE 4 BIS 6 8 UND 9 UND VERGLEICHSBEISPIEL 7
Behandlung von mikrobiellem ARA-OI mit 97%igem Ethanol

[0047] Beispiele 2 und 3 wurden mit Ausnahme der Verwendung von 97%igem Ethanol mit variierenden Vo-
lumen, bezogen auf das Ol, wiederholt.

[0048] Die Extraktion von rohem ARA-OI mit 1, 3 und 9 Volumen 97%igem Ethanol fiihrte zu einem Ol mit
vermindertem Sterol- und Diglyceridgehalt und zu einem erhéhten Triglyceridgehalt (siehe Tabelle 2).

[0049] Die Triglyceridausbeute betrug aufgrund der Tatsache, dass sich nicht viel Ol in 97%igem Ethanol I6s-
te, etwa 92%. Bei Umgebungstemperatur (etwa 20°C) wurde eine héhere Triglyceridausbeute und eine bes-
sere Entfernung von Diglyceriden und Sterolen beobachtet. Bemerkenswerterweise wurde kein Ethanol in dem
behandelten Ol gefunden.
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Tabelle 2
Extraktion von rohem ARA-OI mit 97%igem Ethanol (Daten fiir behandeltes O1)
Bsp. | Losungsmittel |  Temp. Vol. EtOH | % TG | % DG | % Sterol | Ausbeute TG
- Kontrolle --- 0 96,2 22 1,6 100
4 | EtOH, 97%ig [ Umgebung 1 96,7 1,8 1,4 92,9
5 | EtOH, 97%ig | Umgebung 3 97,8 1,1 1,1 95,0
6 | EtOH, 97%ig | Umgebung 9 98,9 0,4 0,7 96,2
7 | EtOH, 97%ig 60°C 1 96,4 2,0 1,6 99,7*
8 | EtOH, 97%ig 60°C 3 91,7 1,1 1,2 924
9 | EtOH, 97%ig 60°C 9 98,3 0,6 1,1 93,7
Schlissel:

TG: Triglyceride

DG: Diglyceride

Sterol: Als Desmosterol

* Aufgrund der Erhéhung der unteren Phase (Ol) aufgrund dessen, dass sich das Ethanol teilweise in dem Ol
I6ste und die Phasentrennung somit schwieriger war.

[0050] Die Ethanolphase wurde ebenso nach der Extraktion analysiert, und es wurde eine deutliche Erho-
hung an Sterolen beobachtet. Ebenso wurde das Antischaumungsmittel (Polypropylenglycol) extrahiert und in
der Ethanolphase gefunden (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3
Extraktion von rohem ARA-Ol mit 97%igem Ethanol (Daten fiir Ethanolphase)
Bsp. | Losungsmittel | Temp. Vol. % % % %
EtOH | TG | DG |Antischiumungsmittel | Sterol

4 | EtOH, 97%ig | Umgebung 1 60,9 | 20,8 4,1 14,2

5 | EtOH, 97%ig | Umgebung 3 73,1 | 15,3 1.3 10,2

6 | EtOH, 97%ig | Umgebung 9 83,0 | 10,0 0,7 6,3

7 | EtOH, 97%ig 60°C 1 66,1 | 18,3 3,7 11,9

8 | EtOH, 97%ig 60°C 3 78,6 | 12,5 1,1 7,8

9 | EtOH, 97%ig 60°C 9 879 | 7,1 0,4 4,5

Schlissel:

TG: Triglyceride
DG: Diglyceride
Sterol: Als Desmosterol

Patentanspriiche
1. Verfahren zur Behandlung eines Ols, erhalten aus einem Mikroorganismus, das Verfahren umfassend:
(a) Inkontaktbringen des Ols mit einem polaren Lésungsmittel, um zumindest ein Sterol zu extrahieren, das in

dem Lésungsmittel 16slich ist; und .
(b) Abtrennen zumindest eines Teiles des Losungsmittels, das das Sterol aus dem Ol enthalt, so dal} das re-
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sultierende Ol einen Sterolgehalt von weniger als 1,5% aufweist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wenn das Ol erhalten oder extrahiert wird aus einer Zusammensetzung, die
aus einer Fermentierung, gegebenenfalls einer Fermentationsbriihe resultiert.

3. Verfahren nach Anspruch 2, in dem das Ol gewonnen, erhalten oder extrahiert wird aus Mikroorganis-
men, die in der Zusammensetzung vorliegen.

4. Verfahren nach Anspruch 2, in dem die Mikroorganismen zuerst aus der Zusammensetzung entfernt
werden, gegebenenfalls durch Filtrieren der Zusammensetzungen.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 4, in dem die Mikroorganismen getrocknet werden, bevor
das Ol erhalten wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 5, in dem das Ol unter Verwendung eines Lésungsmittels fiir
Triglyceride extrahiert wurde.

7. Verfahren nach Anspruch 6, wenn das Lésungsmittel Hexan, tberkritisches Kohlendioxid oder Isopro-
panol ist.

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, in dem das Ol durch Bakterien, Pilz, Hefe oder Al-
gen erzeugt wird oder der Mikroorganismus Bakterien, Pilz, Hefe oder Algen darstellt.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wenn der Mikroorganismus zur Gattung Crypthecodinium, Macorales, Th-
raustochytrium, Mortierella, Pythium, Entomophthora, Porphyridium oder Nitzschia gehort.

10. Verfahren nach Anspruch 1, in dem das Ol von Mortierella alpina erhalten wird oder in dem das Sterol
durch den Mikroorganismus erzeugt wird oder in diesem intrazellular vorliegt.

11. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, in dem das Sterol Desmosterol ist.

12. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wenn das Ol zumindest eine mehrfach ungesét-
tigte Fettsdure (PUFA) umfaflit.

13. Verfahren nach Anspruch 12, in dem die PUFA eine mehrfach ungesattigte C18-, C20- oder C22-w-3-
oder -w-6-Fettsawe ist.

14. Verfahren nach Anspruch 13, in dem die PUFA GLA, DLA, ARA, EPA oder DHA ist.

15. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, in dem das polare Lésungsmittel ein C,-Cy-Alka-
nol oder Aceton umfalt.

16. Verfahren nach einem der 13 bis 15, in dem das Lésungsmittel Ethanol oder Isopropanol oder Ethanol
und 1 bis 5% Wasser ist.

17. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, in dem die Menge des in der Extraktion verwen-
deten Lésungsmittels das 1- bis 9-fache des Volumens des zu behandelnden Ols darstellt.

18. Ol, behandelt oder hergestellt durch ein Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei das
Ol einen Triglyceridgehalt von mindestens 95% aufweist und/oder eine C20- oder C22-w-3 oder -w-6-PUFA
umfaf3t.

19. Mikrobielles Ol, umfassend zumindest eine mehrfach ungeséttigte Fettsaure (PUFA) und einen Sterol-
gehalt von nicht mehr als 1,5% aufweisend, wobei das Ol einen Triglyceridgehalt von mindestens 95% aufweist
und/oder die PUFA eine C20- oder C22-w-3 oder -w-6-PUFA ist.

20. Ol nach Anspruch 18 oder 19, einen Sterolgehalt von nicht mehr als 1% aufweisend.

21. Verwendung eines Ols nach einem der Anspriiche 18 bis 20 in einer pharmazeutischen, kosmetischen,
Futtermittel- oder Lebensmittelzubereitung (fir den Verbrauch durch Menschen oder Tiere).
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22. Zubereitung, umfassend ein Ol nach einem der Anspriiche 18 bis 20 oder der ein Ol nach einem der
Anspriche 18 bis 20 zugegeben wurde.

23. Zubereitung nach Anspruch 22, die eine Lebensmittel-, Futtermittel- oder pharmazeutische Zuberei-
tung oder ein Nahrungserganzungsmittel fiir den Verbrauch durch Menschen oder Tiere darstellt.

24. Zubereitung nach Anspruch 22 oder 23, die eine Kindernahrung oder eine kosmetische Zubereitung
darstellt.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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