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1. Aufgabenstellung

Die Nutzung von Mikroalgenbiomasse spielt eine wichtige Rolle bei industriellen Anwendungen im
Bereich der Lebensmittel- und Futtermittelindustrie sowie in der Herstellung von pharmazeutischen
und kosmetischen Formulierungen. Von Bedeutung ist hierbei die grofRe Vielfalt von bioaktiven
Substanzen wie u.a. Carotinoide, Lipide, Proteine oder Vitamine. Im Fokus von Anwendungen im
Bereich der Nahrungsergdnzungsmittel stehen dabei hochwertige lipophile Zellinhaltsstoffe wie
Fucoxanthin oder auch ungesattigte Omega-Fettsdauren, welche nachweislich gesundheitsfordernde
und protektive Eigenschaften fiir Menschen und Tiere aufweisen.

Die Gewinnung solcher lipophilen Zellinhaltsstoffe kann durch superkritische CO,-
Hochdruckextraktion erfolgen, wobei jeweils die aufgeschlossene Biomasse einer Mikroalgenart der
Extraktion unterworfen wird, um einen definierten Zellinhaltsstoff zu gewinnen. Ziel dieser Arbeit ist
es in einem Prozessschritt zwei unterschiedliche Mikroalgenbiomassen der superkritischen CO-
Extraktion zu unterziehen, um einen Extrakt zu isolieren der gleichzeitig hohe Gehalte an Fucoxanthin
und Eicosapentaensaure (EPA) aufweist. Durch die Kombination von mehreren Algen soll eine hdhere
Effizienz der Produktion und eine Verbesserung der Konzentration von Inhaltsstoffen gegeniiber der
separaten Verfahren bei gleichbleibender Qualitat angestrebt werden.

Im Rahmen dieses Projektes sollen die Mikroalgen Odontella aurita und Nannochloropsis oculata
eingesetzt werden. Wahrend Odontella aurita einen relativ hohen Fucoxanthingehalt von bis zu 25
mg/g aufweist, enthalt Nannochloropsis oculata einen EPA-Anteil von bis zu 57 mg/g. Der Einsatz
dieser beiden Mikroalgenstamme fiir eine simultane Extraktion zur Entwicklung eines Fucoxanthin-
und EPA-reichen Extrakts scheint daher sinnvoll.

2. Ablauf des Vorhabens

Aufgrund der Kirze der Projektlaufzeit wurde auf eine Eigenkultivierung der Mikroalgen Odontella
aurita und Nannochloropsis oculata verzichtet und die Mikroalgen kauflich erworben. Um die
Zellinhaltsstoffe fir eine Extraktion zuganglich zu machen, missen die Zellwande aufgebrochen
werden. Hierfiir stehen verschiedene Methoden zur Verflgung. Fir dieses Projekt wurde der
Aufschluss mittels Kugelmuihle gewahlt. Die Mikroalgen werden hierbei in Wasser aufgeschlammt und
anschlieBend im Mahlwerk einer Kugelmihle mit ZrO/Ce-Mahlkugeln aufgeschlossen. Durch die
Zerstorung der Zellwdnde werden die Zellinhaltsstoffe freigesetzt und sind anschlieBend fiir den
Extraktionsprozess zugdnglich. Der erfolgreiche Zellaufschluss ist exemplarisch in Abbildung 1
dargestellt.
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Abbildung 1: Aufschluss der Mikroalgenbiomasse von Nannochloropsis oculata mittels Kugelmiihle mit ZrO/Ce-Mahlkugeln,
1700 rpm.
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Nach erfolgtem Aufschluss mittels Kugelmiihle liegen die Biomassen der beiden Mikroalgen jeweils
als Suspensionen in Wasser vor. Um die Biomassen anschlieend der Hochdruckextraktion zu
unterziehen missen diese getrocknet werden. Eine schonende Methode zur Trocknung von
Mikroalgenbiomasse ist die Lyophilisation. Diese erfolgte jeweils auf einer Gefriertrocknungsanlage
der Firma Piatkowski Forschungsgerate — Modell PSK3.

Der Aufschluss und die Trocknung der Mikroalgenbiomassen wurde in mehreren Versuchsreihen
durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Ergebnisse des Aufschlusses der Biomasse von Nannochloropsis oculata und Odontella aurita.

Mikroalge Anzahl Mikroalgen- aufgeschlossene | Ausbeute Aufschluss
Versuche biomasse Biomasse [kg]
[kgl
Nannochloropsis oculata 6 6 5.53 92.2%
Odontella aurita 5 10 9.46 94.6 %

Die Durchfiihrung der superkritischen CO,-Hochdruckextraktion ist als innovationsunterstiitzende
Dienstleistung durch die Pilot Pflanzendltechnologie Magdeburg e.V. PPM durchgefiihrt worden.
Zundchst wurde die Hochdruckextraktion der Biomasse von Odontella aurita bei verschiedenen
Temperaturen (40 °C, 60 °C) und Driicken (150 bar, 300 bar, 450 bar) durchgefiihrt, um einen Extrakt
mit maximalem Fucoxanthingehalt zu erhalten. Optimale Extraktionsbedingungen ergaben sich bei
einem Extraktionsdruck von 450 bar und einer Extraktionstemperatur von 60 °C. Es wurde unter
diesen Bedingungen ein lipophiler Extrakt in einer Ausbeute von 1.91 % und einem Fucoxanthingehalt
von 467.6 mg/100 g erhalten. Unter diesen Bedingungen wurde in einem zweiten Schritt die
Hochdruckextraktion von 3 Mischungen der Mikroalgen Odontella aurita mit Nannochloropsis
oculata durchgefiihrt um einen Extrakt mit Hochstwerten an Fucoxanthin und EPA zu erhalten.

Tabelle 2: Hochdruckextraktion von unterschiedlichen Mischungen der Mikroalgen Odontella aurita und Nannochloropsis
oculata bei einer Extraktionstemperatur von 60 °C und einem Extraktionsdruck von 450 bar.

Mischungsverhaltnis Mikroalgenbiomasse lipophiler Extrakt Gehalt Fucoxanthin
Odontella : Nannochloropsis [g] [g] [mg/100 g]

1:1 1000 63.74 149

1:3 1000 86.26 84

3:1 1000 96.1 218

Optimale Bedingungen fiir einen Extrakt mit maximalem Fucoxanthingehalt werden somit durch
eine Hochdruckextraktion einer Mischung der Mikroalgen Odontella aurita mit Nannochloropsis
oculata im Verhaltnis 3:1 bei einer Extraktionstemperatur von 60 °C und einem Extraktionsdruck
von 450 bar erreicht. Neben einem Fucoxanthingehalt von 218 mg/100 g enthalt der Extrakt die
Eicosapentaensdure (EPA) mit einem Gehalt von 25.9 g/100 g.

3. Wesentliche Ergebnisse

Zusammenfassend konnte erstmalig durch eine simultane Hochdruckextraktion der beiden Mikroalgen
Odontella aurita und Nannochloropsis oculata mit superkritischem CO, ein lipophiler Extrakt mit
definiertem Gehalt von Fucoxanthin und EPA hergestellt werden. Die Simultanextraktion zeichnet sich
hierbei als effizienteres Produktionsverfahren gegeniliber den Einzelextraktionen aus. Der hergestellte
Extrakt selbst wurde vollsténdig analytisch charakterisiert und als Produkt PT00-2141 Fucoxanthin HDE
Extrakt OANO-L2024 ins Lieferprogramm der IGV GmbH aufgenommen.
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1. Aufgabenstellung

Die Nutzung von Mikroalgenbiomasse spielt eine wichtige Rolle bei industriellen Anwendungen im
Bereich der Lebensmittel- und Futtermittelindustrie sowie in der Herstellung von pharmazeutischen
und kosmetischen Formulierungen. Von Bedeutung ist hierbei die grofRe Vielfalt von bioaktiven
Substanzen wie u.a. Carotinoide, Lipide, Proteine oder Vitamine. Im Fokus von Anwendungen im
Bereich der Nahrungsergdnzungsmittel stehen dabei hochwertige lipophile Zellinhaltsstoffe wie
Fucoxanthin oder auch ungesattigte Omega-Fettsdauren, welche nachweislich gesundheitsfordernde
und protektive Eigenschaften fir Menschen und Tiere aufweisen. In Gesprachen innerhalb des
Kundennetzwerkes der IGV GmbH wurde deutlich, dass bei verschiedenen Kunden im Segment der
Nahrungsmittelerganzungsindustrie ein besonderes Interesse an Extrakten, welche Fucoxanthin und
ungesattigte Fettsduren enthalten, besteht.

Die Gewinnung solcher lipophilen Zellinhaltsstoffe kann durch superkritische CO,-
Hochdruckextraktion erfolgen, wobei jeweils die aufgeschlossene Biomasse einer Mikroalgenart der
Extraktion unterworfen wird, um einen definierten Zellinhaltsstoff zu gewinnen. Ziel dieser Arbeit ist
es in einem Prozessschritt zwei unterschiedliche Mikroalgenbiomassen der superkritischen CO-
Extraktion zu unterziehen, um einen Extrakt zu isolieren der gleichzeitig hohe Gehalte an Fucoxanthin
und Eicosapentaensaure (EPA) aufweist. Durch die Kombination von mehreren Algen soll eine hdhere
Effizienz der Produktion und eine Verbesserung der Konzentration von Inhaltsstoffen gegeniiber der
separaten Verfahren bei gleichbleibender Qualitat angestrebt werden.

Im Rahmen dieses Projektes sollen die Mikroalgen Odontella aurita und Nannochloropsis oculata
eingesetzt werden. Wahrend Odontella aurita einen relativ hohen Fucoxanthingehalt von bis zu 25
mg/g aufweist, enthalt Nannochloropsis oculata einen EPA-Anteil von bis zu 57 mg/g. Der Einsatz
dieser beiden Mikroalgenstamme fiir eine simultane Extraktion zur Entwicklung eines Fucoxanthin-
und EPA-reichen Extrakts scheint daher sinnvoll.

Das Ziel des Projektes ist die Entwicklung eines lipophilen Extraktes mit hohen Gehalten an
Fucoxanthin und Eicosapentaensdure, welcher anschlieRend an entsprechende Kunden im Bereich der
Nahrungsmittelergdanzungsindustrie vermarktet werden kann.

2. Darstellung der durchgefiihrten Arbeiten

Die gesamte Projektplanung wurde auf insgesamt 4 Arbeitspakete aufgeteilt, welche den Weg von der
eingesetzten Mikroalgenbiomasse bis zur Herstellung der Extrakte und der begleitenden Analytik
skizzieren. Nachfolgend sind die in den einzelnen Arbeitspaketen durchgefiihrten Arbeiten detailliert
beschrieben und der urspriinglichen Planung gegenlibergestellt.

2.1 Arbeitspaket 1 — Aufschluss der eingesetzten Biomasse

Das Projekt zielt darauf wertvolle Mikroalgeninhaltsstoffe aus den Zellen der Mikroalgen zu isolieren.
Die Zellwande der Mikroalgen selbst verhindern jedoch einen Austritt der Mikroalgeninhaltsstoffe und
erschweren damit auch den Zugang zu diesen Inhaltsstoffen mittels Extraktion. Aus diesem Grund ist
als erster Schritt ein Aufschluss der Zellen notwendig, um die zu extrahierenden Substanzen dem
Extraktionsmittel zugdnglich zu machen. Verschiedene Verfahren zum Zellaufschluss sind bekannt und
auch bei der IGV erprobt. Dazu gehoren u.a. mechanische Zellaufschlliisse mittels Kugelmihle,
thermische Verfahren, enzymatische Verfahren oder auch Plasmaaufschlussverfahren. Fir das
vorliegende Arbeitspaket wurde auch aufgrund der Menge der aufzuschlieBenden Algenbiomasse der
mechanische Aufschluss mittels Kugelmiihle geplant und auch durchgefiihrt. Verwendet wurde fiir den
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Aufschluss der Mikroalgenbiomasse eine Kugelmiihle der Firma NETZSCH, Modell LM4 mit einem
Mahlwerk bestehend aus ZrO/Ce-Mahlkugeln der GroRe 0.4 — 0.7 mm. Fir den Aufschluss wurden die
zugekauften Biomassen von Odontella aurita und Nannochloropsis oculata jeweils in Wasser in einer
Einsatzkonzentration von 10 % suspendiert und anschliefend die erhaltenen Suspensionen fiir den
Aufschluss dem Mahlwerk der Kugelmuihle zugefiihrt.

Die Mikroalgenbiomasse von Odontella aurita wurde in insgesamt 5 Einzeldurchlaufen mittels
Kugelmihle aufgeschlossen. Fiir jeden Versuch wurden jeweils 2 kg Biomasse in 18 kg Wasser
suspendiert und die resultierende Suspension anschlieRend fiir einen Zeitraum von 4 Stunden bei einer
Durchflussrate von 20 L/h durch das Mahlwerk der Kugelmuhle im Kreislauf gepumpt. Wahrend dieses
Zeitraums wurde der Aufschluss mikroskopisch (berwacht. Die erhaltene Suspension mit den
aufgeschlossenen Mikroalgenzellen wurde anschlieBend zur weiteren Verwendung abgefullt und der
Aufschluss mikroskopisch tberprift.
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Abbildung 1: M/kroskoplsche Aufnahmen der Zellen von Odontella aurita in Suspension vor dem Aufschluss mittels
Kugelmdihle.

Abbildung 2: Mikroskopische Aufnahmen der Zellen von Odontella aurita in Suspension nach insgesamt vierstiindigem
Kugelmiihlenaufschluss.

Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen in Abbildung 1 die Zellen vor und in Abbildung 2 die Zellen
nach dem erfolgten Kugelmihlenaufschluss. Wahrend vor dem Kugelmihlenaufschluss unter dem
Mikroskop noch deutlich die intakten Zellen erkennbar sind, erkennt man nach dem
Kugelmihlenaufschluss lediglich noch Bruchstilicke der Zellen, welche unter dem Mikroskop dhnlich
wie ein griiner Nebel erscheinen.

Analog wurde anschliefend die Mikroalgenbiomasse von Nannochloropsis oculata in insgesamt 6
Einzeldurchlaufen mittels Kugelmihle aufgeschlossen. Da die Zellen von Nannochloropsis oculata sich
insgesamt schwerer aufschlieRend lassen, wurde eine geringere Menge an Suspension pro Versuch
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angesetzt. Flr jeden Versuch wurden jeweils 1 kg Biomasse in 9 kg Wasser suspendiert und die
resultierende Suspension wurde anschlieBend fiir einen Zeitraum von 5 Stunden bei einer
Durchflussrate von 20 L/h durch das Mahlwerk der Kugelmuhle im Kreislauf gepumpt. Wahrend dieses
Zeitraums wurde der Aufschluss mikroskopisch liberwacht. Die erhaltene Suspension mit den
aufgeschlossenen Mikroalgenzellen wurde anschlieRend zur weiteren Verwendung abgefillt und der
Aufschluss ebenfalls mikroskopisch tGberpriift.

Abbildung 3: Mikroskopische Aufnahmen der Zellen von Nannochloropsis oculata in Suspension vor dem Aufschluss mittels
Kugelmiihle.

flinfstiindigem Kugelmiihlenaufschluss.

Analog zum Aufschluss von Odontella aurita zeigen die mikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 3
die Zellen vor und in Abbildung 4 die Zellen nach dem erfolgten Kugelmiihlenaufschluss. Wahrend vor
dem Kugelmiihlenaufschluss unter dem Mikroskop noch deutlich die intakten Zellen erkennbar sind,
erkennt man nach dem Kugelmihlenaufschluss lediglich noch Bruchstiicke der Zellen, welche unter
dem Mikroskop dhnlich wie ein griiner Nebel erscheinen.

Die jeweils erhaltenen aufgeschlossenen Biomassesuspensionen wurden abgefiillt und fiir die weitere
Bearbeitung in Arbeitspaket 2 gelagert. Insgesamt konnte das Arbeitspaket 1 fristgemaR im Rahmen
der urspriinglich geplanten Kosten durchgefiihrt werden. Statt jeweils geplanten 50 kg Biomasse
wurden jedoch nur 10 kg Odontella aurita und 6 kg Nannochloropsis oculata aufgeschlossen, um den
Zeitrahmen des Arbeitspaketes nicht zu Uberschreiten und da nach Riicksprache mit Pilot
Pflanzendltechnologie Magdeburg e.V. PPM fiir die geplante Hochdruckextraktion auch nicht mehr
Biomasse erforderlich ist.
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2.2 Arbeitspaket 2 — Lyophilisation der aufgeschlossenen Mikroalgenbiomasse

In Vorbereitung auf die geplante Hochdruckextraktion missen die in Arbeitspaket 1
aufgeschlossenen Biomassen von Odontella aurita und Nannochloropsis oculata, welche als 10 %ige
Suspension in Wasser vorliegen, getrocknet werden. Hintergrund ist, dass fiir die Isolierung von
lipophilen Bestandteilen ein moglichst wasserfreies Rohprodukt benotigt wird. Mogliche
Trockungsverfahren sind in diesem Fall die Sprihtrocknung und die Gefriertrockung (Lyophilisation).
Fiir das Projekt wurde die Lyophilisation geplant, da es sich hierbei um eine schonendere
Trocknungsmethode handelt und diese mit Blick auf die Nachhaltigkeit auch deutlich weniger
energieintensiv ist im Vergleich zur Sprihtrocknung. Die Lyophilisation wurde auf einer
Gefriertrocknungsanlage der Firma Piatkowski Forschungsgerate — Modell PSK3 durchgefiihrt.

Die vereinigten Suspensionen der Mikroalgenbiomasse wurden jeweils separat der Gefriertrocknung
unterzogen. Die Ausbeuten an aufgeschlossener und mittels Lyophilsation getrockneter
Mikroalgenbiomasse ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Ergebnisse des Aufschlusses und der anschliefSenden Lyophilisation der Biomasse von Nannochloropsis oculata und
Odontella aurita.

Mikroalge Anzahl eingesetzte aufgeschlossene Ausbeute
Aufschluss- Mikroalgenbiomasse Mikroalgenbiomasse | Aufschluss
versuche [ke] [kgl

Nannochloropsis oculata 6 6 5.53 92.2%

Odontella aurita 5 10 9.46 94.6 %

Die aufgeschlossenen und getrockneten Biomassen von Odontella aurita und Nannochloropsis oculata
konnten somit in sehr guten Ausbeuten als weiterzuverarbeitendes Pulver erhalten werden. Das
gesamte Arbeitspaket 2 konnte insgesamt fristgemall im Rahmen der urspriinglich geplanten Kosten
durchgefiihrt werden. Es wurden Proben der Zwischenprodukte fiir eigene analytische
Untersuchungen entnommen. Die Zwischenprodukte selbst wurden fiir die Durchfiihrung der
superkritischen CO,-Hochdruckextraktion als innovationsunterstiitzende Dienstleistung an die Pilot
Pflanzendltechnologie Magdeburg e.V. PPM (ibergeben.

2.3 Arbeitspaket 3 — Simultanextraktion Odontella & Nannochloropsis

Dieses Arbeitspaket beinhaltet den Schliisselschritt des Projektes — die Durchfiihrung von
Hochdruckextraktionsversuchen mit UGberkritischem CO; zur Entwicklung und Optimierung eines
Simultanextraktionsverfahrens unter Variation der technischen Parameter. Die Extraktionsversuche
sind hierbei als innovationsunterstiitzende Dienstleistung geplant. Aufgrund langjahriger
Kooperationen und entsprechend guter Abstimmungen der Arbeitsgruppen untereinander wurde die
Pilot Pflanzendltechnologie Magdeburg e.V. PPM als Dienstleister ausgewdahlt. Fiir die
durchzufiihrenden Arbeiten hat PPM ein entsprechendes Angebot vorgelegt, welches sich im Rahmen
der fur das Projekt geplanten sonstigen Kosten bewegt. Die Durchfiihrung der Hochdruckextraktion
erfolgt auf der Extraktionsanlage des PPM des Herstellers Sigmar Mothes Hochdrucktechnik GmbH —
Modell Advanced 196-715. Die Extraktion von 1 kg Algenmaterial pro Versuchsnummer wird in 4
Chargen a 250 g durchgefihrt. Es wird mit einem Feststoff zu CO,-Verhaltnis von 1:10 und einem
Durchsatz von ca. 4 kg CO; pro Stunde extrahiert. Da der Fokus auf eine Maximierung des
Fucoxanthingehaltes im herzustellenden Extrakt gelegt wurde, wurde zunachst ein Versuchsplan
erstellt, der die Extraktion der aufgeschlossenen Biomasse von Odontella aurita in den Fokus stellt.
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Tabelle 2: Versuchsplan fiir die Extraktion der aufgeschlossenen Biomasse von Odontella aurita zur Maximierung des
Fucoxanthingehalts im herzustellenden Extrakt.

Versuch Einsatzmaterial Extraktionsdruck | Extraktionstemperatur
Nr. [bar] [°C]

1.1 1 kg Mikroalge Odontella aurita, aufgeschlossen 150 60

1.2 1 kg Mikroalge Odontella aurita, aufgeschlossen 300 60

1.3 1 kg Mikroalge Odontella aurita, aufgeschlossen 450 60

2.1 1 kg Mikroalge Odontella aurita, aufgeschlossen 150 40

2.2 1 kg Mikroalge Odontella aurita, aufgeschlossen 300 40

2.3 1 kg Mikroalge Odontella aurita, aufgeschlossen 450 40

Die Extraktionsversuche wurden planmaRig gemaB dem Versuchsplan (Tabelle 3) durch PPM
durchgefihrt. Hierbei erfolgte auch eine Analyse des Fucoxanthingehaltes (im Rahmen von
Arbeitspaket 4), um die optimalen Extraktionsbedingungen fiir die Extraktion von Odontella aurita zu
ermitteln.

Tabelle 3: Ergebnisse der HDE-Extraktion von Odontella aurita unter verschiedenen Versuchsbedingungen.

Versuch | Einsatzmaterial [g] | Extraktions- | Extraktions- | Extrakt | Ausbeute | Fucoxanthin- | Reststoff
Nr. temperatur | druck [bar] | [g] [%] gehalt [g]

[°C] [mg/100 g]
1.1 4x250g/1000g | 60 150 3.83 0.38 10.1 1004.3
1.2 4x250g/1000g | 60 300 11.01 1.10 270.8 994.3
1.3 4x250g/1000g | 60 450 19.06 1.91 467.6 990.3
2.1 4x250g/1000g | 40 150 3.4 0.34 149.0 1006.6
2.2 4x250g/1000g | 40 300 5.53 0.55 279.2 1003
2.3 4x250g/1000g | 40 450 6.29 0.63 405.9 1002.9

Zur vereinfachten Auswertung der Versuche wurden die Ergebnisse grafisch in Abbildung 5 und
Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 5: Abhdngigkeit der Extraktausbeute bei der HDE Extraktion von Odontella aurita vom Extraktionsdruck und von
der Extraktionstemperatur.

In Abbildung 5 ist zu erkennen, dass bei einer Extraktionstemperatur von 40 °C und einer Steigerung
des Extraktionsdrucks von 150 bar auf 450 bar die Gesamtextraktausbeute zwar nahezu verdoppelt
wird, jedoch trotzdem nicht ein Niveau von lber 1 % erreicht. Bei einer Extraktionstemperatur von 60
°C hingegen wird bei einer Steigerung des Extraktionsdrucks von 150 bar auf 450 bar die
Gesamtextraktausbeute nahezu verfiinffacht. Insgesamt stellt die Gesamtextraktausbeute die Menge
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an lipophilen Substanzen dar, welche mittels HDE-Extraktion isoliert wurden. MaRgeblich fiir das
Projekt ist jedoch die Ausbeute an Fucoxanthin. Die in den isolierten Extrakten enthaltene Menge an
Fucoxanthin ist in Abbildung 6 in Abhdngigkeit von den Extraktionsbedingungen dargestellt.
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Abbildung 6: Abhdngigkeit des Fucoxanthingehaltes im HDE Extrakt von Odontella aurita vom Extraktionsdruck und von der
Extraktionstemperatur.

Es zeigt sich hier prinzipiell dasselbe Muster wie bei der Extraktausbeute. Mit zunehmendem
Extraktionsdruck steigt der Gehalt an Fucoxanthin im Extrakt. Jedoch ist der Fucoxanthingehalt im
Extrakt nicht so stark abhdngig von einer gednderten Extraktionstemperatur wie die
Gesamtextraktausbeute. Unabhéangig davon erreicht man den hochsten Fucoxanthingehalt im Extrakt
bei 450 bar Extraktionsdruck und 60 °C Extraktionstemperatur, was einhergeht mit den Bedingungen
fiir die hochste Extraktausbeute.

Die Ausbeute an Fucoxanthin ausgehend von der eingesetzten Rohstoffmenge kann aus der
ermittelten Extraktausbeute und dem Fucoxanthingehalt des jeweiligen Extraktes bestimmt werden.
Die Fucoxanthinausbeuten in Abhdngigkeit von den Extraktionsbedingungen sind in Abbildung 7
dargestellt.
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Abbildung 7: Abhéngigkeit der Fucoxanthinausbeute bei der HDE-Extraktion von Odontella aurita vom Extraktionsdruck und
der Extraktionstemperatur. Die Werte wurden als Produkt aus der Extraktausbeute und dem Fucoxanthingehalt kalkuliert.

Insgesamt lasst sich somit feststellen, dass man bei der Durchfiihrung der Hochdruckextraktion von
Odontella aurita mit Uberkritischem CO, einen maximalen Gehalt an Fucoxanthin bei einer
Extraktionstemperatur von 60 °C und einem Extraktionsdruck von 450 bar erreicht. Diese
Versuchsbedingungen werden im Folgenden fir die weiteren Arbeiten angewendet.

Da der zu entwickelnde Extrakt neben einem hohen Fucoxanthingehalt auch einen hohen Gehalt ein
Eicosapentaensadure aufweisen soll, wurde ein Versuchsplan zur Extraktion einer Algenmischung aus
Odontella aurita und Nannochloropsis oculata erstellt. Dieser sieht die Extraktion von Mischungen der
beiden Mikroalgen in verschiedenen Mischungsverhaltnissen vor (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Versuchsplan fiir die Extraktion von Mischungen der aufgeschlossenen Biomassen von Odontella aurita und
Nannochloropsis oculata in verschiedenen Mischungsverhdltnissen zur Maximierung des Fucoxanthingehalts im
herzustellenden Extrakt.

Versuch Einsatzmaterial Extraktions- | Extraktions-
Nr. druck [bar] | temperatur [°C]
3.1 500 g Mikroalge Odontella aurita, aufgeschlossen und 500 g | 450 60

Mikroalge Nannochloropsis oculata, aufgeschlossen;
Mischungsverhaltnis 1:1
3.2 250 g Mikroalge Odontella aurita, aufgeschlossen und 750 g | 450 60
Mikroalge Nannochloropsis oculata, aufgeschlossen;
Mischungsverhaltnis 1:3
33 750 g Mikroalge Odontella aurita, aufgeschlossen und 250 g | 450 60
Mikroalge Nannochloropsis oculata, aufgeschlossen;
Mischungsverhaltnis 3:1

Die Extraktionsversuche wurden mit PPM entsprechend abgestimmt und planmaRig gemal dem
Versuchsplan (Tabelle 4) durch PPM durchgefiihrt. Analog zu den vorherigen Versuchen erfolgte eine
Analyse des Fucoxanthingehaltes (im Rahmen von Arbeitspaket 4), um das optimale
Mischungsverhaltnis zu ermitteln. Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Ergebnisse der HDE Extraktion unterschiedlicher Mischungen von Odontella aurita mit Nannochloropsis oculata bei
einer Extraktionstemperatur von 60 °C und einem Extraktionsdruck von 450 bar.

Versuch | Einsatzmaterial [g] | Mischungsverhaltnis Extrakt | Ausbeute | Fucoxanthin- | Reststoff

Nr. Odontella a. zu | [g] [%] gehalt [g]
Nannochloropsis o. [mg/100 g]

3.1 4x250g/1000g | 1:1 63.74 6.37 149 936.2

3.2 4x250g/1000g | 1:3 86.26 8.63 84 918.6

3.3 4x250g/1000g | 3:1 96.10 9.61 218 906.8

Insgesamt ist erkennbar, dass die Absolutausbeute des isolierten Extraktes bei Mischungen der
beiden Mikroalgen signifikant hoher ist als bei der alleinigen Extraktion von Odontella aurita. Die
besten Extraktausbeuten kénnen erzielt werden, wenn eine der beiden Mikroalgen in dreifachem
Uberschuss gegeniiber der anderen Mikroalge vorhanden ist — unabhingig davon welche Mikroalge
die Uberschusskomponente ist. Der Fucoxanthingehalt ist am niedrigsten, wenn die Mikroalge
Odontella aurita als Unterschusskomponente der Extraktion zugefiihrt wird.

Interessant ist wieder die Ausbeute an Fucoxanthin ausgehend von der eingesetzten Rohstoffmenge,
welche erneut aus der ermittelten Extraktausbeute und dem Fucoxanthingehalt des jeweiligen
Extraktes bestimmt werden kann. Die Fucoxanthinausbeuten in Abhangigkeit von den
Mischungsverhaltnissen der Ausgangsbiomassen sind in Abbildung 8 dargestellt.
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0,00%
O:N=1:1 O:N=1:3 O:N=3:1

Mischungsverhaltnis Odontella aurita : Nannochloropsis oculata

Abbildung 8: Abhdngigkeit der Fucoxanthinausbeute bei der HDE-Extraktion der Mischungen von Odontella aurita mit
Nannochloropsis oculata vom Mischungsverhdltnis der Mikroalgen. Die Werte wurden als Produkt aus der Extraktausbeute
und dem Fucoxanthingehalt kalkuliert.

Den hochsten Fucoxanthingehalt erzielt man beim Einsatz einer Mischung der Mikroalgen Odontella
aurita und Nannochloropsis oculata im Verhiltnis 3:1, was einhergeht mit dem Uberschuss der
Mikroalge Odontella aurita, welche das Fucoxanthin enthalt. Da der Fucoxanthingehalt gleichzeitig
die Leitkomponente bei der Extraktentwicklung darstellt, wird der aus der Mischung Odontella aurita
und Nannochloropsis oculata im Verhaltnis 3:1 erhaltene Extrakt als finales Produkt dieses
Entwicklungsprojektes behandelt. Die weitere analytische Charakterisierung insbesondere auch der
Fettsduregehalte ist Gegenstand des Arbeitspaketes 4.

Das Arbeitspaket 3 selbst konnte insgesamt fristgemaR im Rahmen der urspriinglich geplanten
Kosten- und Zeitplanung durchgefiihrt werden.
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2.4 Arbeitspaket 4 — Analytik der Extrakte und Extraktionsriickstdnde

Die Arbeiten von Arbeitspaket 4 beinhalten zum einen die Produktionsbegleitung der
Extraktionsarbeiten aus Arbeitspaket 3. Hierbei wurde von den einzelnen hergestellten Extrakten der
Fucoxanthingehalt ermittelt, um Aussagen zu treffen, unter welchen Bedingungen man eine optimale
Ausbeute an Fucoxanthin in den Extrakten erzielen kann. Die Ergebnisse dieser Analysen wurden
bereits im Rahmen von Arbeitspaket 3 vorgestellt und damit vorweggenommen.

Neben Fucoxanthin wurde auch der Gehalt an Gesamtchlorophyll sowie der Gehalt an
Gesamtcarotinoid ermittelt. Die Untersuchungen wurden sowohl mit den Ausgangsbiomassen der
beiden Mikroalgen Odontella aurita und Nannochloropsis oculata als auch mit den einzelnen Extrakten
und den aus den einzelnen Versuchen erhaltenen Extraktionsriickstianden durchgefiihrt. Die
Bestimmung von Gesamtchlorophyligehalt und Gesamtcarotinoidgehalt erfolgte mit photometrischen
Methoden, wahrend Fucoxanthin mittels HPLC/DAD-Methode bestimmt wurde. Die Ergebnisse dieser

Analysen sind in Tabelle 6 bis Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 6: Analyse von Gesamtchlorophyll, Gesamtcarotinoid und Fucoxanthin der eingesetzten Biomassen von Odontella
aurita und Nannochloropsis oculata.

Parameter Biomasse Odontella aurita Biomasse Nannochloropsis oculata
Lot. AY-008_q+AY-076_2 Lot. 0306201210Na100

Gesamtchlorophyll 373 1922

mg/100 g

Gesamtcarotinoid 247 670

mg/100 g

Fucoxanthin 40.6 nicht nachweisbar

mg/100 g

Wie zu erwarten ist in Nannochloropsis oculata kein Fucoxanthin nachweisbar. Somit ist wie geplant
die Mikroalge Odontella aurita die einzige Fucoxanthinquelle. Als Griinalge weist Nannochloropsis
oculata weiterhin deutlich héhere Gehalte an Gesamtchlorophyll als die Kieselalge Odontella aurita
auf. Auch der Gehalt an Gesamtcarotinoiden ist in Nannochloropsis oculata signifikant hoher.

Tabelle 7: Analyse von Gesamtchlorophyll, Gesamtcarotinoid und Fucoxanthin in den durch HDE-Extraktion hergestellten
Extrakte. Die Versuchsnummern beziehen sich auf die Extraktionsversuche in Arbeitspaket 3.

Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2 Versuchsreihe 3
Extraktionstemperatur Extraktionstemperatur 40 Mischungen Odontella a.
60 °C; Variation °C; Variation / Nannochloropsis o.;
Extraktionsdruck Extraktionsdruck Extraktionstemperatur
60 °C; Extraktionsdruck
450 bar
Parameter V1.1 V1.2 V1.3 V2.1 V2.2 V2.3 V3.1 V3.2 V3.3
Gesamtchlorophyll 11 783 1861 262 861 1382 529 311 664
mg/100 g
Gesamtcarotinoid 50 416 618 405 546 595 992 893 936
mg/100 g
Fucoxanthin 10.1 270.8 467.6 149.0 279.2 405.9 149.0 84.0 218.0
mg/100 g

Bei der Analyse der Extrakte ist ersichtlich, dass die lipophile Komponente Fucoxanthin bei den
Einzelextraktionen von Odontella aurita (Versuchsreinen 1 und 2, Tabelle 7) mit zunehmender
Extraktionstemperatur und —druck in hoheren Konzentrationen angereichert werden kann. Analog
verhalt sich das Gesamtchlorophyll, welches ebenfalls mit zunehmender Extraktionstemperatur und
—druck besser angereichert werden kann. Die Summe aller Carotinoide zeigt zwar eine dhnliche
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Abhangigkeit, jedoch nicht so stark ausgepragt wie beim Fucoxanthin und beim Gesamtchlorophyll.
Bei der Extraktion von Mischungen der beiden Mikroalgen Odontella aurita und Nannochloropsis
oculata wird die hochste Fucoxanthinkonzentration und die hochste
Gesamtchlorophyllkonzentration erhalten, wenn die Mikroalgen im Verhéltnis 3:1 (Versuchsreihe 3,
Tabelle 7) bei der Extraktion eingesetzt werden. Die Gesamtcarotinoide bleiben bei der
Mischextraktion auf einem &hnlichen Niveau, unabhidngig davon in welchem Verhaltnis
Nannochloropsis oculata und Odontella aurita als Rohstoffmischung zur Extraktion vorgelegt werden.

Tabelle 8: Analyse von Gesamtchlorophyll, Gesamtcarotinoid und Fucoxanthin in den aus der HDE-Extraktion
zurtlickgebliebenen Riickstédnden. Die Versuchsnummern beziehen sich auf die Extraktionsversuche in Arbeitspaket 3.

Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2 Versuchsreihe 3
Extraktionstemperatur Extraktionstemperatur Mischungen Odontella a.
60 °C; Variation 40 °C; Variation / Nannochloropsis o.;
Extraktionsdruck Extraktionsdruck Extraktionstemperatur
60 °C; Extraktionsdruck
450 bar
Parameter V1.1 V1.2 V13 V2.1 V2.2 V2.3 V3.1 V3.2 V3.3
Gesamtchlorophyll 397 381 360 375 382 370 1022 1326 666
mg/100 g
Gesamtcarotinoid 227 222 213 214 208 202 381 459 287
mg/100 g
Fucoxanthin 40,8 38,6 33,1 41,4 41,6 42,4 39 78 45
mg/100 g

Auch die Extraktionsriickstande der HDE-Versuche wurden untersucht. Bei den Einzelextraktionen
von Odontella aurita (Versuchsreihen 1 und 2, Tabelle 8) ist im Extraktionsriickstand der Gehalt
von Gesamtchlorophyll und Gesamtcarotinoid in etwa gleichgeblieben, was darauf schlielRen
lasst, dass durch die Extraktion quantitativ nur wenig Gesamtchlorophyll bzw. Gesamtcarotinoid
entfernt werden konnte. Anders verhalt es sich beim Fucoxanthin. Hier ist insbesondere bei einer
Extraktionstemperatur von 60 °C und einem Extraktionsdruck von 450 bar (Versuch 1.3,Tabelle 8)
eine deutliche Abreicherung an Fucoxanthin erkennbar. Bei der Extraktion von Mischungen der
Mikroalgen Odontella aurita und Nannochloropsis oculata (Versuchreihe 3, Tabelle 8) sind in den
Extraktionsriickstanden die Werte an Gesamtchlorophyll und Gesamtcarotinoid deutlich hoher
als bei den Extraktionsriickstdnden aus reiner Odontella aurita, was auf den hd6heren
Ausgangsgehalt von Gesamtchlorophyll und Gesamtcarotinoid in der Griinalge Nannochloropsis
oculata zurickzufihren ist.

Fir den zu entwickelnden Extrakt spielt neben dem Fucoxanthin auch der Gehalt an mehrfach
ungesattigten Fettsduren — insbesondere von Eicosapentaensdure EPA — eine tragende Rolle. Aus
diesem Grund wurden die Extrakte auch hinsichtlich des Gehaltes an Rohprotein und Gesamtfett
untersucht und das Fettsdaurespektrum der hergestellten Extrakte ermittelt. Die Bestimmung des
Rohproteins erfolgte mittels Kjeldahlscher Stickstoffbestimmung, die Bestimmung von
Gesamtfett erfolgte mittels der Methode nach Weibull-Stoldt. Fir die Ermittlung des
Fettsdurespektrums werden die aufgeschlossenen Fette verestert und die Ester mittels GC-FID
bestimmt, was einen Riickschluss auf die Fettsdurezusammensetzung gibt. Zunachst wurden die
Werte fur die beiden eingesetzten Mikroalgen ermittelt — die Ergebnisse sind in Tabelle 9)
dargestellt.
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Tabelle 9: Analyse von Rohprotein, Gesamtfett und Bestimmung des Fettsdurespektrums der eingesetzten Biomassen von
Odontella aurita und Nannochloropsis oculata.

Parameter Biomasse Odontella aurita Biomasse Nannochloropsis oculata
Lot. AY-008_q+AY-076_2 Lot. 0306201210Na100

Rohprotein [g/100 g] 32.2 41.8

Gesamtfett [g/100 g] 3.7 13.0

Fettsduren im extrahierten Fett [g/100 g Fett]

C20:5 Eicosapentaensdure 10.6 25.8

(EPA)

Gesattigte Fettsdauren 42.7 28.2

Einfach ungesattigte 33.1 29.2

Fettsauren Gesamtgehalt

Mehrfach ungesattigte 24.2 42.7

Fettsauren Gesamtgehalt

Omega-3-Fettsauren 13.2 31.1

Gesamtgehalt

Omega-6-Fettsauren 11.0 11.6

Gesamtgehalt

Die Analysen in Tabelle 9 zeigen, dass Nannochloropsis oculata einen deutlich hdheren Anteil an
Fetten aufweist als Odontella aurita, wobei gleichzeitig auch der Anteil an ungesattigten
Fettsauren in Nannochloropsis oculata hoher ist. Der Gehalt an Proteinen ist in beiden Mikroalgen
auf dhnlichem Niveau. Die Referenzfettsdaure Eicosapentaensaure EPA ist in beiden Mikroalgen
enthalten, wobei auch hier wieder der Anteil in Nannochloropsis oculata deutlich héher ist.

Da bei der Extraktion mit superkritischem CO, die lipophilen Komponenten extrahiert werden,
sind die Analysenergebnisse der einzelnen Extrakte hier von besonderem Interesse. Die
Bestimmung des Gesamtfettgehaltes sowie von den Fettsdaurespektren der einzelnen Extrakte
sind in Tabelle 10 dargestellt.
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Tabelle 10: Analyse des Gesamtfettgehaltes sowie Bestimmung des Fettsdurespektrums in den durch HDE-Extraktion
hergestellten Extrakten. Die Versuchsnummern beziehen sich auf die Extraktionsversuche in Arbeitspaket 3.

Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2 Versuchsreihe 3
Extraktionstemperatur Extraktionstemperatur Mischungen
60 °C; Variation 40 °C; Variation Odontella a. /
Extraktionsdruck Extraktionsdruck Nannochloropsis  o.;
Extraktionstemp. 60
°C; Extraktionsdruck
450 bar
Parameter V1.1 V1.2 Vi3 V2.1 V2.2 V2.3 V3.l V3.2 V3.3
Gesamtfett [g/100 g] 98.1 97.2 75.3 96.6 98.7 98.1 96.6 96 96.3
Fettsduren im extrahierten Fett [g/100 g Fett]
C20:5 0.63 15.3 22.3 21.8 24.7 26.1 27.1 23.2 25.9
Eicosapentaensdure
(EPA)
Gesattigte Fettsauren 61.1 50.3 459 43.6 41.7 41.4 26.6 28.1 28.2
Einfach ungesadttigte | 31.2 23.1 17.6 20.3 19.5 18.7 28.7 30.8 27.0
Fettsduren
Gesamtgehalt
Mehrfach ungesattigte 7.74 26.6 36.5 36.1 38.9 39.9 44.8 41.1 44.8
Fettsduren
Gesamtgehalt
Omega-3-Fettsauren 2.36 19.6 29.3 28.7 31.6 32.8 32.2 28.5 31.3
Gesamtgehalt
Omega-6-Fettsduren 5.38 7.03 7.18 7.34 7.3 7.16 12.6 12.6 13.5
Gesamtgehalt

Bei der Analyse der Extrakte ist ersichtlich, dass der Gehalt an Gesamtfett mit Ausnahme von
Versuch 1.3 stets im Bereich > 95 % liegt. Dies verdeutlicht, dass die Technologie der HDE-
Extraktion ein wirksames Verfahren zu Extraktion lipophiler Komponenten darstellt. Bei den
Extraktionsversuchen der Mikroalge Odontella aurita (Versuchsreihen 1 und 2, Tabelle 10) zeigt
sich, dass speziell bei einer Extraktionstemperatur von 40 °C die Zusammensetzung des
Fettsdaurespektrums grofStenteils identisch bleibt — unabhangig vom Extraktionsdruck. Der Gehalt
an EPA im Gesamtfett steigt bei beiden Extraktionstemperaturen mit zunehmendem
Extraktionsdruck an. Interessant ist, dass sich bei der Extraktion der Mischung der beiden
Mikroalgen (Versuchsreihe 3, Tabelle 10) die Zusammensetzung des extrahierten Fettes auf
gleichem Niveau unabhangig vom Mischungsverhaltnis bewegt. Hier ist jedoch ergdanzend auch
die Extraktausbeute der HDE-Extraktion zu berlicksichtigen (siehe Tabelle 5). Diese ist bei Einsatz
eines Mischungsverhaltnisses von Odontella aurita und Nannochloropsis oculata im Verhaltnis 3:1
am hochsten. Dementsprechend erzielt man mit Versuch 3.3 (Tabelle 10) die beste Ausbeute an
EPA im Mischungsextrakt. Dies passt zu den Ergebnissen aus Arbeitspaket 3, wonach der Extrakt
aus Versuch 3.3 auch den héchsten Fucoxanthingehalt aufweist und dementsprechend als finales
Produkt dieses Entwicklungsprojektes weiterbehandelt wurde.

Der Vollstandigkeit halber wurden schlieBlich noch der Fettgehalt, der Gehalt an Rohprotein und
das Fettsdaurespektrum der einzelnen Extraktionsriickstande bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11: Analyse von Rohprotein, Gesamtfett und Bestimmung des Fettsdurespektrums in den aus der HDE-Extraktion
zurtlickgebliebenen Riicksténden. Die Versuchsnummern beziehen sich auf die Extraktionsversuche in Arbeitspaket 3.

Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2 Versuchsreihe 3
Extraktionstemperatur Extraktionstemperatur Mischungen
60 °C; Variation 40 °C; Variation Odontella a. /
Extraktionsdruck Extraktionsdruck Nannochloropsis  o.;
Extraktionstemp. 60
°C; Extraktionsdruck
450 bar
Parameter V1.1 V1.2 Vi3 V2.1 V2.2 V2.3 V3.1 V3.2 V3.3
Rohprotein [g/100 g] 33.6 33.7 34.1 33.5 33.6 33.7 40.4 43.6 37.6
Gesamtfett [g/100 g] 34 2.7 2.3 3.2 3.1 3.0 2.4 2.5 2.3
Fettsduren im extrahierten Fett [g/100 g Fett]
C20:5 7.69 11.3 7.04 7.73 10.0 9.73 16.2 16.0 12.8
Eicosapentaensdure
(EPA)
Gesattigte Fettsauren 59.0 55.5 60.1 58.8 47.1 54.9 21.4 25.1 27.7
Einfach ungesattigte 25.1 21.9 23.0 224 24.6 23.7 22.6 35.4 33.2
Fettsduren
Gesamtgehalt
Mehrfach ungesattigte 15.9 22.7 17.0 18.8 28.3 214 45.9 39.6 39.2
Fettsduren
Gesamtgehalt
Omega-3-Fettsdauren 11.1 17.6 11.8 14.3 15.8 15.1 23.5 20.9 16.8
Gesamtgehalt
Omega-6-Fettsdauren 4.73 5.09 5.11 4.52 12.5 6.27 22.5 18.7 22.3
Gesamtgehalt

Der Fettgehalt in Odontella aurita selbst ist ohnehin auf einem niedrigen Niveau (Tabelle 9),
dementsprechend weisen auch die Reststoffe aus den Extraktionsversuchen mit Odontella
aurita (Versuchsreihen 1 und 2, Tabelle 11) einen niedrigen Gesamtfettgehalt auf. Da die
Gesamtausbeuten der HDE-Extraktionen meist einstellig sind (siehe Arbeitspaket 3, Tabelle 3
und Tabelle 5) dndert sich auch der Gehalt an Rohprotein nur unwesentlich.

Kohlenhydrate und Polysaccharide sind eine weitere Gruppe von Algeninhaltsstoffen, welche
eine Bedeutung fiir verschiedenste Anwendungen haben. Fir die Herstellung von lipophilen
Extrakten wie im vorliegenden Fall spielen die Kohlenhydrate keine Rolle, da diese bei der HDE-
Extraktion aufgrund ihrer hydrophilen Eigenschaften nicht mit extrahiert werden. Unabhangig
davon soll dennoch eine Betrachtung durchgefiihrt werden, welche Mengen an Kohlenhydraten
in den bei der Extraktion zurlickbleibenden Riickstanden noch enthalten sind und ob es lohnend
ist, diese einer Anschlussverwertung zuzufihren.

Tabelle 12: Bestimmung der Kohlenhydrate in den eingesetzten Biomassen von Odontella aurita und Nannochloropsis oculata.

Parameter Biomasse Odontella aurita Biomasse Nannochloropsis oculata
Lot. AY-008_q+AY-076_2 Lot. 0306201210Na100

Summe freie Zucker 1.517 6.986

[g/100¢g]

Summe Zucker nach saurer 7.528 8.302

Hydrolyse [g/100 g]

Polysaccharide berechnet 5.410 1.184

[g/100g]
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Waiahrend die Mikroalge Odontella aurita einen verhaltnismaRig niedrigen Anteil an freien
Kohlenhydraten und einen im Vergleich dazu hohen Anteil an Polysacchariden aufweist ist das
Verhéltnis bei Nannochloropsis oculata genau umgekehrt. Unabhdngig davon sind die
Gesamtgehalte an freien Zuckern nach Hydrolyse bei beiden Mikroalgen vergleichbar (Tabelle
12). Da wie zuvor erwahnt im Rahmen der HDE-Extraktion die wasserldslichen Kohlenhydrate
nicht extrahiert werden, verbleiben diese in den Reststoffen aus der Extraktion. Die analytischen
Zusammensetzungen sind in Tabelle 13 aufgefihrt.

Tabelle 13: Bestimmung der Kohlenhydrate in den aus der HDE-Extraktion zuriickgebliebenen Riicksténden. Die
Versuchsnummern beziehen sich auf die Extraktionsversuche in Arbeitspaket 3.

Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2 Versuchsreihe 3
Extraktionstemperatur Extraktionstemperatur Mischungen Odontella a.
60 °C; Variation 40 °C; Variation / Nannochloropsis o.;
Extraktions-druck Extraktionsdruck Extraktionstemp. 60 °C;
Extraktionsdruck 450 bar
Parameter V1.1 V1.2 V1.3 V2.1 V2.2 V2.3 V3.1 V3.2 V3.3

Summe freie 3.453 3.617 3.066 3.125 2.948 2.949 4.360 4.968 3.186
Zucker
[g/100 g]
Summe Zucker 8.662 8.781 8.458 8.696 8.637 8.479 7.757 8.183 7.707
nach saurer
Hydrolyse [g/100
gl

Polysaccharide 4.688 4.648 4.853 5.013 5.119 4.977 3.058 2.893 4.069
berechnet [g/100

gl

In den Versuchsreihen 1 und 2 in Tabelle 13 ist erkennbar, dass die Zusammensetzung der
Kohlenhydrate in den Reststoffen bei unterschiedlichen Extraktionsbedingungen in etwas gleich
bleiben. Dies ist auch verstandlich, da durch die HDE-Extraktion keine hydrophilen Bestandteile
extrahiert werden. Auch die Analyse der Rickstande aus der Extraktion einer Mischung von
Odontella aurita und Nannochloropsis oculata geben lediglich die urspriingliche
Kohlehydratzusammensetzung der beiden Mikroalgen ohne Veranderung durch die HDE-
Extraktion wieder.

Die Betrachtung der Riickstdnde ist speziell mit Blick auf eine ganzheitliche Verwertung der
Biomassen von besonderem Interesse. Die in Mikroalgen enthaltenen Peptide und auch
Polysaccharide, welche sich nach der HDE-Extraktion in den Riickstdnden wiederfinden, weisen
haufig bioaktive Eigenschaften auf, was sie zu besonderen Kandidaten fiir den Einsatz in
kosmetischen oder pharmazeutischen Formulierungen macht. Daher sollten im Anschluss an
dieses Projekt auch weitere Forschungsarbeiten in diese Richtung vorangetrieben werden.

Im Rahmen des Projektes wurde mit dem Extrakt aus Versuch 3.3 final ein vermarktungsfahiges
Produkt entwickelt. Um eine Produktspezifikation zu erstellen ist noch eine visuelle Beschreibung
und die Bestimmung des Brechungsindex durchgefiihrt worden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 14
aufgefihrt.
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Tabelle 14: Analytische Beurteilung des HDE-Extraktes aus Versuch 3.3, Arbeitspaket 3.

Parameter Ergebnis

Visuelle Beurteilung Aussehen (DAB10) olige, flieRfahige Flussigkeit
Visuelle Beurteilung Farbe (DAB10) olivbraun

Refraktionsindex 20 °C 1.483

Mit den damit zur Verfliigung stehenden Daten konnte somit fiir den Extrakt aus Versuch 3.3 eine
Produktspezifikation angelegt werden. Das Produkt selbst bekommt die Verkaufsbezeichnung
Fucoxanthin HDE Extrakt OANO-L2024 mit der Artikelnummer PT00-2141. Die spezifizierten
Werte sind in der nachfolgenden Tabelle 15 aufgefiihrt.

Tabelle 15: Festlegung einer analytischen Spezifikation fiir das Produkte PTO0-2141 Fucoxanthin HDE Extrakt OANO-L2024.

Parameter Wertebereich

Aussehen visuell (DAB10) olige, flieRfahige Flussigkeit
Farbe visuell (DAB10) olivbraun

Brechungsindex 20 °C 1.475-1.495

Fette gesamt [g/100 g] 93-99

Chlorophyll gesamt [mg/100 g] 600 — 700

Carotinoide gesamt [mg/100 g] 900 - 1000

Fucoxanthin [mg/100 g] 150 - 300
Eicosapentaensdure [g/100 g] 20-30

Mit Erstellung der Produktspezifikation kann die entsprechende Vermarktung des im Rahmen
dieses Projektes neu entwickelten Produktes in die Wege geleitet werden.

Das Arbeitspaket 4 konnte insgesamt fristgemaR im Rahmen der urspriinglichen Zeitplanung
durchgefihrt werden. Lediglich fiir die Bestimmung der Kieselsdure reichten die Zeitplanung und die
Projektmittel nicht mehr aus. Fiir die analytischen Untersuchungen selbst wurden mehr Mittel
verbraucht als urspriinglich flir das Arbeitspaket veranschlagt. Jedoch konnten hierfiir nicht genutzte
Mittel aus Arbeitspaket 1 genutzt werden, welche nicht verbraucht wurden, da in Arbeitspaket 1
weniger Mikroalgenbiomasse als urspriinglich geplant bendtigt wurde. Somit bleiben die
Gesamtkosten des Projektes innerhalb der Planungen.

3. Ergebnisverwertung

Im Rahmen der Bearbeitung des Projektes konnte erstmalig eine simultane Hochdruckextraktion
der beiden Mikroalgen Odontella aurita und Nannochloropsis oculata mit superkritischem CO;
durchgefihrt werden und hierbei ein lipophiler Extrakt mit einem definierten Gehalt an Fucoxanthin
und Eicosapentaensaure EPA hergestellt werden. Die Simultanextraktion zeichnet sich hierbei im
Vergleich zu einzeln durchgefiihrten HDE-Extraktionen der Mikroalgen als effizienteres
Produktionsverfahren aus. Dies resultiert alleine aus der Einsparung von Produktionszeiten und damit
Produktionskosten in Form von Energie- und Personalkosten. Der hergestellte Extrakt selbst wurde
vollstandig analytisch charakterisiert und als Produkt PT00-2141 Fucoxanthin HDE Extrakt OANO-
L2024 ins Lieferprogramm der IGV GmbH aufgenommen.

Da die Grundidee der Entwicklung eines Extraktes mit Fucoxanthin, welcher gleichzeitig ungesattigte
Fettsauren enthalt, aus Kundengesprachen der IGV GmbH mit
Nahrungsergdnzungsmittelproduzenten resultiert, ist flr die weitere Vermarktung des Extraktes die
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Vorstellung innerhalb des Kundennetzwerks der IGV GmbH geplant. Dies erfolgt Uber den
Vertriebsbereich der IGV GmbH, um hier kurzfristig Neugeschaft zu generieren.

Weiterhin sollen sowohl der entwickelte Extrakt als auch die bei der Extraktion angefallenen
Reststoffe auf potentielle Verwendungen in kosmetischen und pharmazeutischen Formulierungen
untersucht werden. Im Sinne einer ganzheitlichen Verwertung der eingesetzten Biomasse ist geplant
im Anschluss an die HDE-Extraktion die angefallenen Reststoffe einer Extraktion mit wassrigen oder
sonstigen hydrophilen Losungsmitteln unterziehen, um die enthaltenen Peptide, Polysaccharide oder
sonstige Substanzen ebenfalls zu isolieren und in bioaktiven Formulierungen zum Einsatz zu bringen.
Dies geht einher mit einer seit einigen Jahren bewahrten Strategie, wonach eingesetzte Biomassen
im Sinne eines Bioraffineriekonzeptes sowohl einer lipophilen als auch einer hydrophilen Extraktion
unterzogen werden, um eine moglichst vollstindige Nutzung der eingesetzten Materialien zu
erreichen und gleichzeitig die Menge an nicht nutzbaren Produktionsriickstanden zu minimieren.

Die Projektergebnisse sollen auRerdem der wissenschaftlichen Gemeinschaft zuganglich gemacht
werden. Vom 12. Mai bis zum 14. Mai 2025 findet in Cloppenburg der ,, 1st International Congress ON
CULTIVATION AND PROCESSING OF ALTERNATIVE BIOMASS (INSECTS PLUS)“ statt. Im Rahmen dieses
Kongresses ist es geplant, die Projektergebnisse in Form einer Posterprasentation zu veroffentlichen.
Ein entsprechender Posterabstract mit dem Titel ,Simultaneous extraction of valueable functional
ingredients from two microalgae sources” wurde bereits eingereicht. Aulerdem ist noch geplant, die
Ergebnisse im Jahr 2025 in einer wissenschaftlichen Fachzeitschrift zu veréffentlichen.
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