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Bezeichnung

Verfahren, das der Herstellung von Kaviar oder einem kaviaréahnlichem Produkt
aus lebenden, reifen Eiern von Fischen oder Krebstieren dient, und solche Pro-
dukte.

Beschreibung

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren, das der Herstellung von Kaviar oder
einem kaviardhnlichem Produkt dient, aus lebenden, reifen Eiern von Fischen o-
der Krebstieren, wobei sich die lebenden, reifen Eier in einem befruchtungsfahi-
gen, aber unbefruchteten Zustand befinden und einen nattrlichen Kaliumgehalt
im Eiplasma aufweisen, mittels Behandlung der lebenden, reifen Eier in einer die-
se nicht schadigenden Kochsalzlésung und anschlielRend in zumindest einer Lé-
sung, enthaltend Wasser und zumindest eine darin geldste, eine Stabilisierung
der EihUlle der lebenden, reifen Eier bewirkende kationischen Komponente, und

auf Kaviar oder ein kaviarahnliches Produkt.

Die aufbereiteten, unbefruchteten Eier insbesondere von Fischen werden als De-
likatesse geschatzt und zunehmend konsumiert. Als ,Rogen” werden (laienhaft)
die Eier in jedem Reifezustand, also von unreif bis reif, bezeichnet, wobei der
Entwicklungsgrad der Eier nicht eindeutig definiert ist. Bei ,Laich* handelt es sich
um lebende, reife Eier, die vom weiblichen Fisch, Hummer oder anderen Wasser-
tier in ein Gewéasser abgelegt wurden, um befruchtet zu werden. Ovulierte Eier

sind reife befruchtungsfahige, lebende Eier, die in den Ovarien aus den Follikel-
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hullen entlassen und in die Leibeshéhle abgegeben wurden. Von dort aus werden
sie dann abgelaicht oder abgestreift. GemaR dem Codex Alimentarius der FAO
darf Kaviar nur aus dem Rogen von weiblichen Fischen der verschiedenen Stérar-
ten hergestellt werden. Neben den wilden Stéren werden mittlerweile auch in
Aquakulturanlagen im SuRwasser gezlchtete Stére zur Kaviargewinnung genutzt.
Stdre laichen bis auf einige wenige Ausnahmen ausschlielich im SuRwasser. Zu
den bekanntesten Stérarten (Acipenseridae) gehéren u.a. A. baerii, A. guldensta-
edtii, Huso huso (auch als Beluga-Stér bezeichnet), A. transmontanus, A. ruthen-
us und dessen Albino. Zu nennen sind aber auch die Hybride zwischen A.
schrenckii (weiblich) und A. dauricus (ménnlich) und der mit den Stéren eng ver-
wandte amerikanische ,Paddlefish* (Polydon spatula). Auf dem Markt sind ver-
schiedene Kaviarsorten bekannt, die unter anderem mit Sevruga, Osietra und Be-
luga bezeichnet werden. Von Albino-Stéren wird der weille Kaviar (auch ,golde-
ner Kaviar®) gewonnen. Von der Art A. ruthenus albino wird vereinzelt in Aquakul-
tanlagen der sogenannte ,Zarenkaviar® erzeugt. Hierbei handelt es sich aber nicht
um den ,echten Zarenkaviar®, der vom Albino des Huso huso stammt und sehr

selten ist.

Derzeit werden von ca. 38 weiteren Fischarten, die nicht zu den Stérarten zahlen,
kaviarahnliche Produkte hergestellt und vermarktet, vergleiche beispielsweise die
Veréffentlichung von P. Bronazi et al.: ,Present and future sturgeon and caviar
production and marketing: A global market overview" (Journal of Applied Ichthyo-
logy 2014, 30 SI, 6, 1536-1546). Hierzu zadhlen Thunfisch, Seehase, Lachs, Forel-
le, Hering, Dorsch, Karpfen, Maréne und Kapelan, aus deren unreifen Rogen ka-
viardhnliche Produkte (auch als ,Kaviarersatz® oder ,falscher Kaviar* bezeichnet)
hergestellt werden. Der Rogen vom Hummer, groRen Flusskrebsen und anderen
Krebstieren I&sst sich ebenfalls zu kaviaréahnlichen Produkten verarbeiten. Auf
diese genannten (und auch weitere geeignete, aber nicht genannte) Fische und
Krebstiere beziehen sich das mit der Erfindung beanspruchte Verfahren und die
herstellbaren Produkte. Soweit nicht ganz explizit auf Kaviar vom Stér eingegan-

gen wird, sollen im Folgenden regelmé&fig sowohl Kaviar als auch kaviarahnliche
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Produkte von anderen Fischen als dem Stér und von Krebstieren, insbesondere

vom Hummer und Edelkrebsen, gemeint und umfasst sein.

Kaviar und kaviaréhnliche Produkte sind wertvolle Lebensmittel. Kaviar ist reich
an Eiweil mit einem hohen Anteil an essenziellen Aminos&uren und an Fett. Ka-
viar enthalt die Vitamine D, E, B12 und Niacin, die Mineralstoffe Natrium, Kalium,
Magnesium und Calcium sowie die Spurenelemente Phosphor, Fluor, Jod und
Zink. DarUber hinaus hat er einen hohen Anteil an wertvollem Cholesterol (HDL).
Kaviar und kaviardhnliche Produkte kénnen sowohl als Nahrungsmittel als auch
als Substanz in der Kosmetikindustrie oder in anderen Industrien, die mit derartig
wertvollen Substanzen arbeiten, eingesetzt werden. Grole und Festigkeit der Eier
sind sowohl von der jeweiligen Art des Fisches oder Krebstieres als auch von der

Reife und damit vom Zeitpunkt inrer Ernte stark abhangig.

Auf dem Markt befinden sich derzeit einige Kaviarprodukte aus reifen, ovulierten
Eiern von Stéren. Heutzutage wird aber vornehmlich nach wie vor Kaviar angebo-
ten, bei dem es sich um unreifen Rogen handelt, der zusammen mit den Eiersto-
cken von getéteten Stéren entnommen wird. Hierbei handelt es sich um die kon-
ventionelle Gewinnungsmethode des Kaviars. Zunachst wurde bei Kaviar von
Aquakulturstéren davon ausgegangen, dass auch hier - wie friher beim Wildkavi-
ar - die unreifen Eier ohne weitere Behandlung eine ausreichende Festigkeit ge-
geniber den invasiven Waschschritten zur Entfernung der Reste des Gonaden-
gewebes und fur die Umverpackung aufweisen. Die zunehmende Erfahrung in der
Kaviargewinnung von Stéren aus der Aquakultur in den vergangenen 20 Jahren
zeigten jedoch, dass dieser unreife Rogen von getéteten Aquakulturstéren zu
weich ist und nur durch die Verwendung von Borax oder anderen Konservie-
rungsmitteln oder durch Pasteurisierung zu einem fur die Umverpackung geeigne-
ten und langer als 2 bis 3 Monate haltbaren Produkt weiterverarbeitet werden
kann.

Das Téten von weiblichen Tieren zur Kaviargewinnung bei Wildfangen hat zu-

sammen mit einer drastischen Uberfischung, einer Belastung der Gewéasser mit
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industriellen, landwirtschaftlichen und hauslichen Abwassern und einem Wehr-
und Dammbau mit der Versperrung der Wanderwege in die Laichgebiete im SUR-
wasser zu einer massiven Bedrohung der Wildbestande der etwa 27 verschiede-
nen Stdrarten gefuhrt. Nach wie vor herrschen in vielen Regionen Wilderei und
illegaler Schwarzhandel trotz des Schutzes der Stére durch das Washingtoner
Artenschutzabkommen (CITES). Weltweit sind kostenintensive Wiederbesied-
lungsprogramme initiiert worden, die aber beispielsweise nach Berichten der
World Sturgeon Conservation Society vor allem in China, aber auch im Iran und
Russland leider wenig Erfolg zeigen. Lediglich die Malnahmen zur Konservierung
und Wiederbesiedlung der Besténde in den USA und Kanada zeigen erste Erfol-
ge. Neben dem erlaubten Fang von Laichtieren werden verschiedene Stérarten
auch aus der Aquakultur im Rahmen von Restaurationsprogrammen mit unter-
schiedlichem Erfolg ins Freiland entlassen, um die vom Aussterben bedrohten
Bestande zu retten. Auch die Bestédnde an Krebsen und Edelkrebsen sind u.a.
durch Umweltverschmutzung und eingeschleppte Krankheiten, wie beispielsweise
der Krebspest, stark bedroht. Entscheidende Fortschritte in der Krebszucht in der
Aquakultur und umfangeiche Besatzmalinahmen spielen eine wichtige Rolle fur
den Erhalt einheimischer Bestande. In der Aquakultur werden fur die Zucht die
weiblichen Tiere am Leben gelassen und die Eier durch Abstreifen gewonnen.
Dagegen werden fur die Kaviarproduktion in Aquakultur bislang konventionell in
aller Regel die weiblichen Stére einfach getétet, weil schonendere Verfahren nicht
beherrscht werden. Dabei wird die Tatsache véllig missachtet, dass diese mit zu-
nehmendem Alter eine erheblich verbesserte Reproduktionsleistung zeigen. Auch
die speziell in Russland teilweise praktizierte “Kaiserschnitt-Methode* zahlt kei-
nesfalls zu den schonenden Methoden, da sie mit einer hohen Sterblichkeit der

derart behandelten Stére einhergeht.

Stand der Technik

Aus der RU 2 232 523 C2 ist eine Methode zur Produktion von granularem Kaviar

aus ovuliertem Stérrogen bekannt. Hierbei werden die geernteten ovulierten Eier
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zunachst in einer heilen, 1,5 prozentigen bis 2 prozentigen wassrigen Lésung
eines Konservierungsstoffs behandelt, um sie fur eine nachfolgende Pasteurisie-
rung bei Temperaturen von 65°C bis 70°C vorzubereiten. Abgesehen von der
Tatsache, dass jeder Erhitzungsvorgang den Geschmack des Rogens bedeutsam
beeinflusst, ist es bei der Verwendung von ovulierten Eiern, die eine sehr weiche
und klebrige Eihllle besitzen, nicht sicher gewéhrleistet, dass diese die nachfol-
genden Behandlungen mit Konservierungsmitteln ohne Platzen Uberstehen. Aber
schon ein geringer Anteil von geplatzten Eiern verschlechtert die Qualitat des Ka-
viars bedeutsam, da die geplatzten Eier nur schwer zu entfernen sind. Die Pas-
teurisierung fuhrt zu einer Denaturierung der wertvollen Proteine und gibt dem

Kaviar einen mehligen Geschmack.

Im Zusammenhang mit der Gewinnung von ovulierten Eier vom Stér ist es bei-
spielsweise aus der Veréffentlichung von M. Szczepkowski et al.: A simple me-
thod for collecting sturgeon eggs using a catheter” (Arch. Pol. Fich. (2011)
19:123-128) bekannt, hierfur einen Katheter einzusetzen. Hierdurch kénnen die
Eier einfach abflieRen oder durch Unterdruck abgesogen werden. Auch ist es be-
kannt, die Eier aus der Bauchhéhle des Stérs einfach herauszumassieren. Diese

Methode wird mit ,Abstreifen* bezeichnet und ist die schonendste Erntemethode.

Der der Erfindung nachstliegende Stand der Technik wird in der WO 2007/045233
A1 offenbart. Beschrieben wird ein Verfahren zur Herstellung von Kaviar oder ka-
viardhnlichen Produkten aus reifen ovulierten, aber unbefruchteten Eiern von
Wassertieren, bevorzugt Fischen, mittels exogener Behandlung der reifen Eier in
einer Lésung, wobei eine endogene, morphologische Veranderung der azellularen
Einhtlle, die die Eizelle (Eiplasma mit umgebender Eimembran) von der Umge-
bung abtrennt, mit einer strukturellen Stabilisierung herbeigefuhrt wird. Dabei ent-
hélt die eingesetzte Losung Wasser und zumindest eine kationische Komponente
(Calciumkationen Ca**), die im Wasser mit einer vorgegebenen Konzentration
geldst ist und bei Kontakt mit den Eiern die strukturelle Stabilisierung induziert.
Calcium ist ein zelleigenes Signaltransduktionsmolekil, das in der Eizelle in ihrem

Eiplasma eine Calciumwelle auslést, die wiederum zu einer Cortikal-Reaktion und
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zur Entlassung und Aktivierung von Ovoperoxidase fuhrt. Dieses Enzym sorgt in
der extrazellularen Eintlle fur eine irreversible strukturelle Vernetzung von Pro-
teinstrangen durch den Einbau von Tyrosin-Molekulen in die Zona Radiata Interna
und die Zona Radiata Externa. Der induzierte Prozess im lebenden, einen Stoff-
wechsel aufweisenden Ei fuhrt also zu der gewiinschten strukturellen Stabilisie-
rung der Eihulle. Bei unreifen Eiern kann eine derartige Stabilisierung nicht her-
beigefUhrt werden, da die entsprechenden Rezeptoren und Enzymkaskaden noch
nicht herangereift sind. Bei abgetdteten Eiern kann der Prozess Uberhaupt nicht
angestolRen werden, da kein Metabolismus mehr stattfindet. Lebende, reife Eier
bilden aufgrund der Ovarialflussigkeit bei einer Berihrung mit Wasser sofort eine
klebrige Schicht aus, um in der Natur an Steinen und Gewéachsen im Laichgebiet
festkleben zu kénnen. Die Eier werden deshalb vor Beginn der Behandlung in
einer die lebenden Eier nicht schadigenden (,physiologische*) Kochsalzlésung
gespult, um die Ovarialflussigkeit zu entfernen.. Desweiteren weisen die leben-
den, reifen Eier einen natirlichen Kaliumgehalt im Eiplasma auf. Ihnen wurden
also vor der Erntung beispielsweise keine schadliche Kaliumdosen (beispielswei-

se zur Ausldsung der Ovulation) von auRen zugefuhrt.

Die beschriebene Reaktionskette wird in der Literatur als ,zweite Reaktion“ be-
zeichnet. Es handelt sich um eine langsame metabolische Reaktion, die nach der
Fusion eines ersten Spermiums mit der Eizelle eine permanente, physikalisch-
mechanische Struktur zum Schutz der Eizelle gegen weitere aul’en am Ei aggre-
gierte Spermien (Polyspermie), vor allem aber gegen Umweltgifte, Mikroben und
mechanische Beschadigungen des entstehenden Embryos baut. Bei dem be-
kannten Verfahren wird diese zweite Reaktion ausgeldst, ohne dass eine Befruch-
tung durch ein Spermium stattgefunden hat. Die erzielte strukturelle Stabilisierung
sorgt beim Verzehr des Produkts fur einen ,Ploppeffekt® und eine explosive Ent-
lassung des flussigen Eiplasmas. Die Vorliebe fur eine spezifische Starke des

Ploppeffektes ist stark vom Einsatz des Kaviars und vom Konsumenten abhangig.

Weiterhin ist es aus der EP 2 522 226 B1 bekannt, den unreifen Rogen von in

Aquakultur aufgezogenen Fischen in einer Zusammensetzung aus dem Flavonoid
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und Antioxidans Taxifolin (Dihydroquercetin) und einem organischen Salz, insbe-
sondere auch Kaliumcitrat, zu konservieren. Dabei fUhren aber die eingesetzten,
hohen Konzentrationen der Zusammensetzung zu eklatanten Veranderungen im
intrazelluléren lonenmilieu, die den programmierten Zelltod einleiten (Apoptosis).
Der dergestalt behandelte Rogen wird also sofort abgetétet. Auch in den Veréf-
fentlichungen SU 1662469 A1 und RU 2 048 111 C1 werden Verfahren zur Kon-
servierung von Stéreiern aufgezeigt, bei denen Kaliumverbindungen in so enorm
hohen Konzentrationen eingesetzt werden, dass in den Eiern sofort die Apoptosis
ausgelést wird und diese absterben. Gleiches gilt auch fur die zu der oben ge-
nannten RU 2 232 523 C2 korrespondierende EP 2 868 207 B1, wobei hier noch

eine zusétzliche Denaturierung durch Erhitzung stattfindet.

Die Veroffentlichung von G. E. Bledsoe et al.: ,Caviars and Fish Roe Products"
(Critical Reviews in Food Science and Nutrition, Bd. 43, Nr. 3, 1. Mai 2003, Seiten
317 bis 356) offenbart — im Rahmen der im Vordergrund stehenden Anwendung
von Nitrat allgemein als Konservierungsmittel von Eiern von Krabben, Stéren und
anderen Fischen — auch die Anwendung von Kaliumnitrat. Dies erfolgt aber — wie
bei allen Konservierungsvorgangen Ublich - in so hohen Konzentrationen, dass
eine zelltoxische Wirkung eintritt, die die osmotische Balance empfindlich stért
und die behandelten Eier sofort abgetétet. Des Weiteren werden nur unreife Eier
in einem frihen Entwicklungsstadium von geschlachteten Fischen konserviert, die
zum einen unter Inkaufnahme von Beschadigungen mechanisch aus den Gona-
den herausgerieben werden mussen und zum anderen noch keine fertig ausge-
bildeten Strukturen in der ausgereiften Eihulle aufweisen, sodass sie bei der Er-

findung nicht einsetzbar sind.

Aus der DE 2 416 685 A ist ein Verfahren zur verbesserten Erhaltung der roten
Farbe bei der Konservierung von Lachsrogen oder Salm durch Zugabe eines le-
bensmittelrechtlich zuldssigen Zusatzstoffes in Form von Citrat bekannt. Dieser
verbleibt nach Beendigung des Verfahrens nachweisbar im Endprodukt und ver-
andert dessen Zusammensetzung. Die dabei eingesetzten hohen Konzentratio-

nen (5 bis 10 Gewichtsprozent) téten wiederum die lebenden Eier sofort bei In-
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kontaktbringung ab. Nur weil unreifer Rogen eingesetzt wird, kann er mit Wasser
gespult werden. Bei reifem Rogen wurde sich wie bereits erwdhnt eine klebrige
Gelschicht ausbilden. Das Einfrieren der unreifen Eier sowohl vor als auch nach
der Konservierung fuhrt immer zu Gefrierschaden der Eimembran und zu verhar-
tendem Wasserverlust, weil die unausgebildete und unstabilisierte Eihtlle das Ei
nicht schitzen kann. Aus der JP $63 — 36 763 A ist ein Verfahren zur Reduzie-
rung von Natriumchlorid bei der Konservierung von Fischrogen bekannt, um den
Salzgeschmack zu reduzieren. Dabei wird das Natriumchlorid auch durch ver-
schiedene Kaliumverbindungen substituiert. Dies erfolgt allerdings wiederum in so
hohen Konzentrationen, dass die Eier, bei denen es sich um unreife Eier handelt,
abgetétet werden und keine Stoffwechselarbeit mehr leisten kénnten. Aus der JP
2001 — 299 285 A ist ein Verfahren zur Behandlung von in unreifem Zustand ge-
frorenem Rogen zur Texturverbesserung bekannt. Dabei werden die Eier bei 5°C
bis zu 24 h und Einsatz von kaliumhaltigen Chemikalien gespult. Eine derartig
lange Behandlungsdauer unterbricht jeden Stoffwechselprozess. Da der Rogen
ohne Gefrierschutz eingefroren wurde, besitzen die unreifen Eier ohnehin keine
Stoffwechselaktivitdt mehr und sind auch nicht befruchtungsféhig. Sie sind daher
fur die beanspruchte Erfindung ebenfalls nicht einsetzbar. Das mit der Erfindung
beanspruchte Verfahren beschaftigt sich aber nicht mit der nachgeordneten und
abtétenden Konservierung, Entfarbung oder Einfrierung, sondern mit der originé-
ren Herstellung von Kaviar und kaviarahnlichen Produkten von unbehandelten
reifen lebenden Eiern. Die Konservierung oder Einfrierung nach der Behandlung
der lebenden Eier sind bei der Erfindung nur optionale Zusatzschritt. Eine Entfar-

bung entfallt véllig, da sie nicht erforderlich ist.

Aus der Veréffentlichung von Huang Hui et al.: , Effect of Synthetic Preservatives
on Volatile Flavor Compounds in Caviar of Sturgeon” (Huso dauricus x A.
schrenckii) ([J] FOOD SCIENCE, 2015, 36(12): 97-103) ist es bekannt, Ge-
schmacksverlusten wahrend der kihlen Lagerung von Kaviar vorbeugen zu wol-
len, indem eine synthetische Konservierung mit dem Konservierungsmittel Kali-
umsorbat (E202, Sorbinsdure) und Ascorbat (Vitamin C) durchgefihrt wird. Dabei

wurde in verschiedenen Testgruppen konstant 0,5 Promille Kaliumsorbat einge-
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setzt. Es wurden unreife Eier eingesetzt, die durch die konservierende Behand-
lung einen intensiveren Geschmack erhalten sollen. Kaliumsorbat gilt als schim-
mel- und garungshemmend, kann aber den Geschmack eines Produkts auch ver-

schlechtern.

Die Veréffentlichung von L. Dufresne et al.; ,Kinetics of actin assembly attending
fertilization or articial activiation of sea urchin eggs‘(Experimental Cell Research,
Elsevier, Amsterdam, NL, Bd. 172, Nr.1, September 1987, Seiten 32 bis 42) be-
schéftigt sich mit der kuinstlichen Aktivierbarkeit von Seeigeleiern. Obwohl sich die
vorliegende Erfindung nicht mit der Behandlung von Seeigeleiern beschaftigt, weil
diese keine geeignete Struktur (nur Eihtlle mit zwei Schichten) zeigen, soll an
dieser Stelle kurz auf diese Veréffentlichung eingegangen werden. Zum einen
werden Seeigeleier verwendet, die durch Injizieren einer Lésung mit 0,5 M KCI mit
einer extrem hohen Kaliumchloridkonzentration in die Bauchhdhle des Seeigels
gewonnen wurden. Dadurch wurde das Ei bereits in seinem elektrischen Polarisa-
tionszustand stark beeinflusst und sein naturlicher Kaliumgehalt im Eiplasma evi-
dent veréndert. Des Weiteren geraten alle Seeigeleier vor der Behandlung mit
Wasser in Kontakt und bilden eine Gelschicht aus, die anschlieRend mechanisch
wieder entfernt werden muss. Dadurch werden die morphologischen und physio-
logischen Eigenschaften auch der azellul&ren Eihdlle grundlegend veréndert. Die
Seeigeleier sind also nicht nur wegen ihrer grundsétzlich anderen Struktur, son-
dern auch wegen der massiven Eingriffe in den Metabolismus durch Kaliumchlorid
wahrend ihrer Erntung bei der Erfindung nicht nutzbar. Des Weiteren ist calcium-
freies Meerwasser nicht entionisiert, es enthalt pro Liter unter anderem mehr als
10 g Natrium, 0,43 g Kalium und 1,3 g Magnesium und 20 g Chlor. Somit ent-
spricht eine Spulung der Eier in calciumfreien Wasser auch nicht einer Spulung in

einer die lebenden, reifen Eier nicht schadigenden Kochsalzlésung.

Die Struktur der Eihulle von Eiern von Fischen und Krebstieren folgt einem
Grundmuster und wird fur das Verfahren nach der Terminologie gemaf der Verof-
fentlichung von Siddique et al.: ,A review of the structure of sturgeon egg memb-
ranes and of the associated terminology*, (J. Appl. Ichthyol. (2014), 1-10) be-
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schrieben. Um eine begriffliche Konkordanz herzustellen, soll hier kurz darauf

eingegangen werden.

Bei heranreifenden Eiern (Oozyten, Eizellen) in den Ovarien des Tiers umgibt das
Follikel, bestehend aus Granulosazellen (auch bezeichnet als Follikelzellen, Folli-
kelhulle, Follikelepithel) und Thecalzellen (auch bezeichnet als externe, interne
Theca) das Ei, um es mit Signal- und N&hrstoffen zu versorgen. Zwischen den
Granulosazellen und den Thecalzellen befindet sich noch die Basis Lamina (in der
Wissenschaft auch bezeichnet als perifollikulare Membran, Membran, basale La-
mina). Das Eiplasma (Oozytenplasma, Olemna, Zytoplasma, Eiinneres) ist umge-
ben von der Eimembran (Oozytenmembran, Plasmamembran PM, zellulére Eihul-
le). Bei der Ovulation wird das Ei aus den Follikelzellen herausgelést und in die
Bauchhéhle des Fisches entlassen. Das ovulierte Ei beh&lt nur seine wéhrend der
Eireifung selbst gebildete azelluldre Eihdlle (in der Wissenschaft auch extrazellu-
lare Matrix oder extrazellulare Membran genannt), die strukturell von au3en nach

innen aufgebaut ist aus:

¢ Alveolarschicht AL (in der Wissenschaft auch bezeichnet als Gelmantel.
adhésive Lage, Gelhille, (zweite externe) gelatinése Hulle, Lage 3, Chori-
on (2)), duRerste Lage der azellularen Eihulle

e Zona Radiata Externa ZRE (in der Wissenschaft auch bezeichnet als ex-
terne Vitellinhdlle (Zona Radiata = Vitellinhille), duere Vitellinzone, ex-
terne Vitellinmembran, Lage 2, Chorion Lage 2, Zona Pellucida Externa
lat., Zona Radiata Externa lat., Lage 1B der Hulle, zweite Hulle), &ulRerer
Teil der VitellinhUlle, liegt direkt unter der Alveolarschicht

e Epischicht EP (in der Wissenschaft auch bezeichnet als Epilage 1, Lage
4, dulRere Lage der ersten Hulle), trennt die ZRE von der ZRA, nicht in al-
len Eiarten vorhanden

e Zona Radiata Interna ZRI (in der Wissenschaft auch bezeichnet als inter-
ne Vitellinhille, innere vitelline Zone, interne vitelline Membran, Chorion

Lage 1, Zona Pellucida Interna lat., Zona Radiata Interna lat., Lage 1A der
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Hulle, innere Lage der ersten Hulle) , innerer Teil der Vitellinhulle, eng
verbunden mit der ZRA und

e perivitelliner Spalt (in der Wissenschaft auch bezeichnet als Extra-
Oozyten Matrix, Spalt mit Microvilliaussttlpungen des Eiplasmas), schma-
ler Raum zwischen der ZRI1 und der Eimembran, in den hinein das

Eiplasma zahlreiche Mikrovilli (MV) hineinstulpt.

Lebende ovulierte Eizellen sind elektrisch erregbar durch lonenkanale, die in ihrer
Plasmamembran lokalisiert sind. Veranderungen der elektrischen Eigenschaften
der Plasmamembran stellen unter anderem eine Voraussetzung fur eine Eiaktivie-
rung dar und wirken sich in der Eihulle aus. Pionierarbeiten an marinen Wirbello-
sen demonstrierten lonenstréome von Kaliumkationen durch die Eimembran, wel-
che eine voriUbergehende Veranderung des Potenzials Uber die Membran verur-
sachen (Fertilisation Potential FP). Dieses Potenzial wird durch die Aktivierung
eines vorubergehenden spannungsabhangigen Einwartsstroms in das Eiinnere
generiert. Es wurde gezeigt, dass die Depolarisation des Membranpotenzials (RP)
aus dem lonenfluss durch die Eimembran (lonenstrom (Fertilisation Current FC))
herrihrt. Dieser Strom flieRt durch die Offnungen groRer unspezifischer und
hochgradig leitender lonenkanéle, die durch Sperma oder kiinstliche chemische
oder mechanische Einwirkungen aktiviert werden kénnen. Die bislang hypotheti-
schen Modelle zur Rolle verschiedener lonenkanale und der relevanten lonen

zeigen artspezifische Unterschiede.

In Eizellen spielt Kalium eine zentrale Rolle in der Natur, vergleiche die Veréffent-
lichung von E. Tosti et al: ,Electrical events during gamete maturation and fer-
tilization in animals and humans® (2004 Human Reproduction Update, Vol. 10, No.
pp 53-65). Kalium K* ist dasjenige Kation, welches das Ruhepotenzial der Eizelle
entscheidend bestimmt. Dabei werden der Kalium*-Gradient und die Durch-
lassigkeit des Eies fur lonen durch Transportproteine und lonenkanéle reguliert.
Nach Untersuchungen am Alfred-Wegener-Institut liegen in reifen unbefruchteten
Eiern des Stéres A. baerii die natlrlichen intrazellularen Kaliumkationenkonzent-

rationen bei 50 mmol/l. Extrazellul&res Calcium hingegen beeinflusst das Ruhepo-
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tenzial / Fertilisationspotenzial des Eies nicht und ist selbst auch nicht am ersten
schnellen elektrischen Block (siehe unten) beteiligt. Die lonenzusammensetzung
im Inneren der Eizelle unterscheidet sich von der lonenzusammensetzung in der
auleren Umgebung. Diese Trennung zwischen Zellinnerem und Au3enmedium
muss fur die metabolische Aktivitat und damit fur das Uberleben der Zell aufrecht-
erhalten werden. Die unterschiedliche Verteilung von elektrischen Ladungen in-
nerhalb und auRerhalb der Zelle bildet einen elektrischen Gradienten Uber die

Eimembran, der als Potenzialdifferenz messbar ist (Ruhepotenzial).

Aufgabenstellung

Ausgehend von dem der Erfindung néchstliegenden Stand der Technik geman
der WO 2007/045233 A1, das gattungsbildend ebenfalls der Herstellung von Ka-
viar und kaviaréhnlichen Produkten dient, ist die Aufgabe fur die vorliegende Er-
findung darin zu sehen, das dort beschriebene Verfahren auf der Basis von le-
benden, unbefruchteten, reifen Eiern von Fischen oder Krebstieren so weiter-
zubilden, dass eine Modifikation der Sensorik in Bezug auf Textur, Geschmack,
Transport, Lagerung und Tiefgefrierung der reifen Eier erreicht werden kann. Da-
bei sollen aber die vorbeschriebenen Vorteile der mit dem Verfahren oder ander-
weitig herstellbaren Kaviare oder kaviaréhnliche Produkte, die ebenfalls mit der
Erfindung beansprucht werden, erhalten bleiben. Die L&sung fur diese Aufgabe
ist dem Hauptanspruch zu entnehmen. Vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung
werden in den Unteransprichen und in den Produktansprichen aufgezeigt und im

Folgenden im Zusammenhang mit der Erfindung naher erlautert.

Das beanspruchte Verfahren zur Herstellung von Kaviar oder einem kaviarahnli-
chen Produkt auf der Basis von lebenden, reifen Eiern von Fischen oder Krebstie-
ren ist erfindungsgeman dadurch gekennzeichnet, dass in einem Kalium-
Expositionsschritt als kationische Komponente Kalium in einer die lebenden, rei-
fen Eier nicht schadigenden und ihren naturlichen Kaliumgehalt nicht veréandern-

den Konzentration im Wasser gelést ist, wobei das \Wasser vor der Zugabe eines
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Kaliumdonators fur die Bildung der kationischen Komponente entionisiert ist und
eine die lebenden, reifen Eier nicht schadigende Temperatur aufweist, und dass
die lebenden, reifen Eier in der Lésung fUr eine Kalium-Expositionszeit bis zum
Erreichen einer gewunschten elastischen Stabilisierung der Eihtlle behandelt

werden.

Bei dem mit der Erfindung beanspruchten Verfahren werden lebende, reife Eier
eingesetzt, die auf naturliche Weise gewonnen werden kénnen, ohne den Fisch
oder das Krebstier zu schadigen. Die lebenden, reifen Eier sind befruchtungsfa-
hig, aber unbefruchtet. Die Ovarialflussigkeit wurde durch eine vorherige Spulung
mit einer die lebenden, reifen Eier nicht schadigenden Kochsalzlésung entfernt,
sodass sich an der AuRlenhulle keine klebrige Gelschicht ausbilden kann. Aufer-
dem weisen die Eier einen naturlichen, kinstlich nicht veranderten Kaliumgehalt
auf. Es werden ausschlief3lich zellphysiologisch wirksame Konzentrationen von
Kaliumkationen angewendet. Die lebenden Eier, die bei Fischen und Krebstieren
in der Eihtlle mehr als zwei Schichten, also drei oder mehr Schichten, aufweisen,
werden elektrisch aktiviert. Das Ausgangsprodukt sind lebende, reife, befruch-
tungsfahige, aber unbefruchtete Eier, deren Stoffwechsel in voller Funktion ist,
sodass bereits mit geringsten Kaliumkationen-Konzentrationen, die keinen Scha-
den anrichten und auch keine Spuren im Ei hinterlassen, Transportprozesse
durch die Eihulle und Stoffwechselprozesse im Eiplasma ausgel&st werden kén-
nen. Der erzeugte oder auf diese Art herstellbare Kaviar oder kaviarahnliche Pro-
dukte zeigen eine neue Textur mit einer vorteilhaften stabilisierenden Elastizitat
durch eine neue hyaline, azelluldre Schicht (elastische Stabilisierungsschicht) in
der Eihtlle, die bei Zimmertemperatur etwas weicher wird, ohne die Stabilitat des
Kaviars einzuschréanken. Der gewlinschte Grad der elastischen Stabilisierung
kann problemlos durch Eigentest (Grad der Elastizitat der Eier) ermittelt werden.
Der Geschmack ist angenehm frisch und wurzig, ohne ,fischig“ zu sein. Durch die
Reinheit der verwendeten Eier ergibt sich bereits ohne die Zugabe von Konservie-
rungsstoffen, beispielsweise das in vielen Nationen bereits verbotene Borax, eine
lange Haltbarkeit (9 bis 12 Monate) bei Standardtemperaturen zwischen -2°C und

-4°C. Die mit dem beanspruchten Verfahren behandelten Eier sind zudem erst-
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mals ohne Qualitatsverlust einfrierbar, wodurch sich enorme Vorteile bezuglich

Lagerung und Transport ergeben, vergleiche weiter unten.

Durch die erfindungsgemaéale Inkontaktbringung der lebenden, reifen Eier mit den
Kaliumkationen (K*) in physiologischer, d.h. die Zelle nicht schadigender Konzent-
ration werden die Eier im Rahmen elektrischer Ereignisse veréndert und die so-
genannte ,erste Reaktion hervorgerufen, die in kurzester Zeit (Sekunden- bis
Minutenbereich) zur elektrisch induzierten Aufhebung der Klebrigkeit bei Wasser-
kontakt und im weiteren Verlauf der Behandlung zur Ausbildung einer neuen,
elastischen Stabilisierungsschicht innerhalb der Eihulle fuhrt. Diese neue Stabili-
sierungsschicht verleint der Eihtlle Elastizitat, sodass sich erfindungsgemaf be-
reits zu diesem Zeitpunkt ein Kaviar oder ein kaviaréhnliches Produkt héchster
Qualitat ergibt, das auch optionalen Verarbeitungsschritten, insbesondere Kon-
servierung und Tiefgefrierung (bei -18°C) ohne Qualitatseinbullen unterzogen

werden kann.

Eine Eiaktivierung umfasst und durchlauft eine ganze Serie von zellbiologischen
Kaskaden. Der in der WO 2007/045233 A1 genutzten ,zweiten (langsamen) Re-
aktion” (Slow Block) mit einer Cortikal Reaktion folgt dort die Calcium-abhangige
Enzymaktivierung zur Verstarkung und letztlich zum massiven strukturellen Um-
bau der EihUlle durch irreversibel Tyrosin-vernetzte Proteinstrange in der Zona
Radiata Interna und der Zona Radiata Externa In der Natur wird damit die erste
Zellteilung fur die Embryonalentwicklung vorbereitet. Die bei der vorliegenden Er-
findung genutzte ,erste (schnelle) Reaktion* (Fast Block, Electrical Block, Fast
Electrical Block) mit einer nachfolgenden Depolarisierung / Hyperpolarisierung
und deren Verstetigung unterschiedlicher Dauer je nach Tierart steht hingegen
am Anfang aller zellbiologischer Kaskaden. Beide Vorgange unterscheiden sich
deutlich aufgrund der eingesetzten Substanzen, namlich A) Kaliumkationen fur die
schnelle elektrische Blockierung mit Depolarisation der Eihdlle und der dadurch
ausgeldsten Eiaktivierung und Bildung einer einzelnen, zuséatzlichen, neuen Zone
in der Eihulle (Bildung einer elastischen Strukturierungsschicht) und B) Calcium-

kationen fur die langsame mechanische Blockierung mit einem enzymatisch ge-
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steuerten, morphologischem Umbau in den vorhandenen Schichten der Eihtlle

(Bildung einer strukturellen Stabilisierungsschicht).

Das erste elektrische Ereignis (Event) ist eine schnelle Depolarisierung oder so-
gar Hyperpolarisierung innerhalb von Millisekunden und soll in der Natur nach
einer Befruchtung die Anhaftung von weiteren Spermien an das Ei verhindern. Die
schnelle Hyperpolarisierung wird von einer verstetigten Hyperpolarisierung inner-
halb der folgenden bis zu 60 min (bei einigen Wassertierarten, wie beispielsweise
Hummer, sogar bis zu 5 h) abgeldst. Die in der Eiumgebung verbleibenden Sper-
mien kdnnen zwar nach dem Fast Electrical Block noch Anheftungen durchfuhren
und im Vitellinmantel der Eihulle (soft coat) steckenbleiben, kénnen aber nicht
durch die Plasmamembran des Eies zur tatsachlichen Befruchtung eindringen,
wie an Mollusken gezeigt werden konnte. Bei Fortdauer der Kaliumkationen-
Exposition gemar dem mit der Erfindung beanspruchten Verfahren wird beim le-
benden, befruchtungsfahigen, aber unbefruchteten und reifen Ei die Bildung einer
bislang in der Literatur unbekannten, vollig neuen, hyalinen (durchscheinenden,
glasigen, gelartigen) Zone beobachtet (elastische Stabilisierungsschicht), die
GAG-positiv (vermehrtes Auftreten von Glucosaminoglykanen) und eosinophil (mit
dem roten, sauren diagnostischen Farbstoff Eosin einfarbbar) zur Visualisierung
von Zellorganellen, Plasmaproteine, Bindegewebe und dessen Vorstufen), ist,

und in der Spermien steckenbleiben wurden. Die Bildung dieser elastischen Stabi-
lisierungsschicht ist innerhalb der verstetigten Hyperpolarisation ab 10 s erstmalig
in Teilbereichen Uber die Eihdlle ausgebildet und befindet sich nach Vervollstan-
digung zwischen der Zona Radiata Externa und der Alveolarschicht bei lebenden
Eier mit einem strukturellen Aufbau wie bei Fischen und Krebstieren (zumindest
zwei Schichten in der Eihulle). Die Ursache fur die Ausbildung der neuen elasti-
schen Stabilisierungsschicht wird in der verstetigten Depolarisation der Eihulle
durch die erfindungsgemalie ZufUhrung von Kaliumkationen in physiologischer
Konzentration gesehen.

Nach EU-Rechtsvorschriften der Mitgliedstaaten Uber Nahrungserganzungsmittel

durfen nur die dort angefthrten Kaliumverbindungen wie beispielsweise Kaliumbi-
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carbonat (Kaliumhydrogencarbonat, KHCO3) (CAS-Nr. 298-14-6), Kaliumcarbonat
(K2CO3) (CAS-Nr. 584-08-7), Kaliumcitrat (CAS-Nr.6100-05-6 ), Kaliumhydroxid
(KOH) (CAS Nr. 1310-58-3), Kaliumchlorid (KCI) (CAS-Nr. 7447-40-7), K, Kalium-
jodid (KI) (CAS-Nr. 7681-11-0), Kaliumjodat (KIO3) (CAS-Nr. 7758-05-6), zu Er-
néhrungszwecken verwendet werden. Ebenso durfen diese Verbindungen nach
dem Vorschlag fur eine Verordnung des Européischen Parlaments und des Rates
vom 10.11.2003 (KOM (2003) 671 endgultig) Lebensmitteln zugesetzt werden.
Bestimmte Kaliumverbindungen, wie beispielsweise Kaliumcitrat (E 332), Kalium-
lactat (E 326), Kaliumorthophosphate (E 340), durfen ebenfalls Lebensmitteln zu
technologischen Zwecken zugesetzt werden. Mit dem erfindungsgemafen Ver-
fahren zur Behandlung von lebenden, reifen Eiern von Fischen oder Krebstieren
mit Kaliumkationen in zellvertraglichen Konzentrationen (physiologische Konzent-
ration, also das Ei nicht schadigend) und ohne Ruckstandsbildung kénnen Kaviar
oder kaviarahnliche Produkte erzeugt werden, die allen nationalen und internatio-
nalen Qualitdtsanforderungen durch Behérden, Vertreiber und Verbraucher gent-
gen. Die Untersuchungen der intrazellularen lonenkonzentrationen mit der opti-
schen Emissionsspektroskopie (OES) im Zytoplasma der Eier am Alfred-
Wegener-Institut, bei welchen Kalium als neue Substanz zur verstetigten Depola-
risation der aufderen Eihulle eingesetzt wurde, zeigen keine Konzentrationsande-
rungen im Eiplasma nach der Behandlung auch bei unterschiedlichen eingesetz-
ten Konzentrationen und Dauer der Behandlungszeit. Damit gelten die im erfin-
dungsgemalen Verfahren angewendeten Kaliumkationen eindeutig als techni-
scher Hilfsstoff. Ein technischer Hilfsstoff kommt bei der industriellen Verarbeitung
und Herstellung von Lebensmitteln zum Einsatz. Bei den technischen Hilfsstoffen
handelt es sich um Lebensmittelzuséatze, die zugegeben werden, um technische
Prozesse, wie beispielsweise das Schneiden und Filtrieren, zu erleichtern. Im
Endprodukt durfen die technischen Hilfsstoffe jedoch gar nicht oder nur in unver-
meidbaren (geringen) Rickstanden vorhanden sein. Im Gegensatz zu verandern-
den Lebensmittelzusatzstoffen, die auch auf der Verpackung deklariert werden
mussen, darfen die technischen Hilfsstoffe keine Wirkung mehr im Endprodukt
haben, was von besonderem Vorteil ist. Ihr Einsatz muss technisch unvermeidbar,

technologisch unwirksam, gesundheitlich unbedenklich sowie geruchlich und ge-
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schmacklich unbedenklich sein. Da die Stoffe in den behandelten Lebensmitteln
nicht mehr vorhanden oder wirksam sind, muss ihr Einsatz nicht gekennzeichnet

werden. Dies gilt auch fur Ricksténde, Reaktionsprodukte oder Restgehalte.

Besonders bevorzugt und vorteilhaft ist es, wenn als Kaliumdonator fur die Bil-
dung der kationischen Komponente zumindest ein Kaliumsalz, bevorzugt das Salz
der Zitronensaure (Kaliumcitrat E332) und/oder das Salz der Salzsaure (Kalium-
chlorid E508) und/oder das Salz der Sorbinsaure (Kaliumsorbat E202), im Wasser
gelést ist. Als Kaliumdonator wird eine Verbindung mit Kalium verstanden, die
nach ihrer Auflésung in Wasser die Kaliumkationen liefert, wobei deren Konzent-
ration durch die Konzentration der jeweiligen Kaliumverbindung und ihrer Struktur-
formel im Wasser festgelegt ist. Die genannten Kaliumsalze sind sogar alle als
Lebensmittelzusatzstoffe mit E-Nummern zugelassen, obwohl sie bei der Erfin-
dung nur als technische Hilfsstoffe eingesetzt werden, die nicht mehr im Endpro-
dukt auftreten und nicht deklarationspflichtig sind. Eine besonders vorteilhafte und
bevorzugte Konzentration der Kaliumkationen in der einen Lésung mit zuvor enti-
onisiertem Wasser liegt geman einer nachsten Verfahrensmodifikation zwischen
0,1 mmol/l und 3,0 mmol/l, bevorzugt 0,1 mmol/l, 0,5 mmol/l, 0,65 mmol/l, 1,6
mmol/l oder 2,0 mmol/l, besonders bevorzugt 1,0 mmol/l oder 1,5 mmol/l. Dabei
sollen bei allen im Rahmen dieser Erfindung gemachten Bereichsangaben (auch
andere Parameter) auch immer alle Rand- und Zwischenwerte (ganzzahlig und
nicht-ganzzahlig) miterfasst sein. Um die genannten Kaliumkationenkonzentratio-
nen im Wasser herstellen zu kénnen, muss dieses entionisiert sein. Da aber im
Wasser standig auch Wassermolekule zerfallen, versteht es sich, dass nur ein mit
technischen Mitteln umsetzbarer Grad der Entionisierung erreicht werden kann
(elektrische Leitfahigkeit im Wasser zwischen 1 uS und 15 pS bei 25°C als Mal

fur die erreichbare Entionisierung).

Weiterhin liegt bevorzugt und vorteilhaft die Kalium-Expositionszeit im Kalium-
Expositionsschritt zwischen 5 min und 30 min, bevorzugt bei 10 min, 12 min, 15
min, 20 min oder 25 min, liegt. Aber auch andere Kalium-Expositionszeiten in dem

genannten Bereich sind ohne weiteres wahlbar. Bei der Behandlung von reifen
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Eiern des Hummers (Krebstier) kann es sogar zur Expositionszeiten bis 50 min
und mehr kommen. Die Ausbildung der neuen elastischen Stabilisierungsschicht,
die die Eihulle abdichtet, beginnt bereits wenige Sekunden (bis 10 s) nach Be-
handlungsstart. Da die Eier aber nicht alle simultan mit einer verstetigten Depola-
risation und Bildung der Stabilisierungsschicht in Teilbereichen der Oberflache der
Einhulle reagieren, empfiehlt sich eine ausgedehnte Behandlungszeit bis zu 10
min zur Erreichung einer verstetigten Depolarisierung in allen behandelten Eiern.
Mit zunehmender Behandlungszeit wandert sie nach aulRen und ist schlie3lich
zwischen der Zona Radiata Externa und der Alveolarschicht in der gesamten
Eihulle rund um das Ei lokalisiert. Dadurch werden die lebenden, reifen Eier in
einer Weise durch die Erfindung elastisch stabilisiert, dass sie problemlos gesal-

zen, umverpackt und tiefgefroren werden kénnen.

Als weitere optionale Modifikation ist bei dem mit der Erfindung beanspruchten
Verfahren zusatzlich ein Calcium-Expositionsschritt vorgesehen, der nach der
Durchfuhrung des Kalium-Expositionsschrittes oder diesem vorausgehend vorge-
nommen werden kann. Die jeweils bewirkten Veranderungen an der Eihulle treten
in beiden Reihenfolgen unabhangig voneinander in ihrer beschriebenen Charakte-
ristik auf. Bevorzugt und vorteilhaft ist im Calcium-Expositionsschritt in einer ande-
ren Losung mit Wasser Calcium als kationische Komponente in einer die leben-
den, reifen Eier nicht schadigenden (also physiologischen) Konzentration geldst,
wobei das Wasser vor der Zugabe eines Calciumdonators fur die Bildung der ka-
tionischen Komponente entionisiert ist. Die lebenden, reifen Eier werden im Calci-
um-Expositionsschritt so lange behandelt, bis eine gewlnschte strukturelle Stabi-
lisierung der Eihulle erreicht ist. Der gewuinschte Grad der strukturellen Stabilisie-
rung kann problemlos durch Eigentest (Grad des Ploppeffekts der Eier) ermittelt
werden. Im Calcium-Expositionsschritt wird vorteilhaft und bevorzugt als Calcium-
donator (Calciumlieferant, Definition siehe Kaliumdonator) zumindest ein Calci-
umsalz, bevorzugt Calciumcitrat, Calciumchlorid und/oder Calciumsorbat, einge-
setzt. Calciumsalze sind in der européischen Union als Lebensmittelzusatzstoffe
unter den Nummern E333 und E509 ohne H6chstmengenbeschrankung und

E203 mit einer Héchstmengenbeschrankung zugelassen. Zur besseren Unter-
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scheidbarkeit des Einsatzes der beiden lonenarten wurden die Rechtschreibfor-

men ,Kalium“ und ,Calcium*® (nicht Kalzium) gewahlt.

Calcium ist bereits physiologisch in der Eizelle vorhanden und ein wesentlicher
Bestandteil im Zellmetabolismus. Aus der oben bereits gewirdigten WO
2007/045233 A1 ist es bekannt, Calciumchlorid einzusetzen und damit eine struk-
turelle Verfestigung der Eihulle durch irreversible Vernetzung von Proteinen durch
den Einbau von Tyrosin-Molekulen zu erreichen. Zusatzlich zu der mit der Erfin-
dung grundsétzlich erreichten verbesserten und einstellbaren Elastizitat der Eihdl-
le kann diese durch den Calcium-Expositionsschritt noch strukturell mechanisch
verfestigt werden. Somit kann eine optimale, stabilisierende Kombination fur be-
stimmte Kaviarsorten und Kaviarersatz erreicht werden. Dies ist insbesondere von
Vorteil bei sehr groRen instabilen Eiern (gréRer 3,2 mm im Durchmesser, bei-
spielsweise Eier vom Beluga-Stér oder dem weilRen Stdr) oder bei solchen, die im
reifen Zustand besonders weich sind (maximale Kraft kleiner oder gleich 0,3 N bis
zum Zerplatzen im Hartetest, beispielsweise Eier vom Sterlet-Stér). Dabei ergibt
sich durch Anwendung beider Behandlungsschritte ein qualitativ sehr hochwerti-
ger Kaviar oder kaviardhnliches Produkt bei problematischen (GréR3e, Weichheit)

eingesetzten Eiern.

Vorteilhaft und bevorzugt betragt die Konzentration der Calciumkationen in der
anderen L&sung zwischen 0,1 mmol/l und 3,0 mmol/l, bevorzugt 0,1 mmol/l, 0,5
mmol/l, 0,8 mmol/l, 1,0 mmol/l, 1,5 mmol/l, 1,6 mmol/l oder 2,0 mmol/l. Dabei liegt
bevorzugt die Calcium-Expositionszeit zwischen 9 min und 30 min, bevorzugt bei
10 min, 12,5 min, 15 min, 16 min, 20 min oder 25 min, liegt. Es ist bei der Wahl
der Behandlungsdauer zu bertcksichtigen, dass die Festigkeit der Eihtlle mit zu-
nehmender Calcium-Expositionszeit bis zum Erreichen eines Grenzwertes stetig
zunimmt. In der Natur wird bei befruchteten Eiern von Fischen nach ca. 60 min
eine stark ausgehértete Eihdlle erreicht, die nicht mehr zum Verzehr geeignet ist.

Beim Hummer kann dies bis zu 24 h dauern.

Ein wesentlicher Verfahrensparameter bei dem mit der Erfindung beanspruchten



WO 2020/125848 PCT/DE2019/100993
20

Verfahren ist die Temperatur der Losungen, in der die reifen Eier behandelt wer-
den. Diese soll physiologisch sein, das heil3t, dass sie die naturlichen Vorgange in
den lebenden Eiern nicht behindert. Bei dem beanspruchten Verfahren liegt die
Temperatur der Lésungen immer im Bereich der naturlichen Laichtemperatur von
Fischen oder Krebstieren. Dadurch ist gewahrleistet, dass die im Kalium-
Expositionsschritt hervorgerufene elektrische Aktivierung der Eihulle mit einer
beim Ruhepotenzial startenden Depolarisation zuverlassig erfolgt. Bei unnaturli-
chen Laichtemperaturen, beispielsweise bei Fischen oder Krebstieren aus den
polaren Regionen oberhalb von 15°C, findet hingegen keine elektrische Eiaktivie-
rung statt, die lebenden reifen Eier lassen sich nicht elektrisch oder enzymatisch
stabilisieren. Sie werden atretisch. Analoges gilt fir die Eier von Fischen oder
Krebstieren aus den gemagigten und tropischen Zonen. Grundsétzlich gilt, dass
bei Temperaturen der Lésungen oberhalb von 35°C die Eier durch Degeneration

starke Qualitatsverluste erfahren.

Zur Anpassung der Temperaturen der Losungen an die naturlichen Habitate wer-
den bei der vorliegenden Erfindung die Lebensbereiche der Fische und Krebstiere
wéhrend der Zeiten der naturlichen Fortpflanzung, deren lebende, reife Eier ein-
gesetzt werden kénnen, grob in drei Klimazonen unterteilt: polare Zonen (an den
Polen), gemé&Rigte Zonen (zwischen den polaren Zonen und der tropischen Zo-
ne), tropische Zone (um den Aquator). Bei der vorliegenden Erfindung wird bevor-
zugt und vorteilhaft umgesetzt, dass die Temperatur der einen Lésung (Kalium-
Exposition) und/oder der anderen Lésung (Calcium-Exposition) in einem polaren
Temperaturbereich zwischen 1°C und 15°C, bevorzugt zwischen 5°C und 12°C,
besonders bevorzugt 10°C, einem gemaRigten Temperaturbereich zwischen 10
und 20°C, bevorzugt 15°C, besonders bevorzugt 12 °C, oder einem tropischen
Temperaturbereich zwischen 20°C und 29°C, bevorzugt 27°C, besonders bevor-
zugt 21°C, entnommen ist. Temperaturen, die zu einer Veranderung — Degenerie-
rung, Zelltod — der Eier fuhren, wie es beispielsweise beim Pasteurisieren durch
Erhitzen auf Temperaturen oberhalb von 40°C der Fall ist, werden bei der Erfin-

dung zu jedem Verfahrenszeitpunkt vermieden.
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Da bei dem Verfahren nach der Erfindung die eingesetzten Kationenkonzentratio-
nen tierspezifische physiologische Reaktionen elektrischer (Kalium-Exposition)
und metabolischer (Calcium-Exposition) Natur auslésen und damit die Verarbei-
tung zu einem stabilen verzehrfahigen Endprodukt beeinflussen, muss immer als
von entionisiertem Wasser in der L&sung ausgegangen werden, um eine exakte
Konzentration von elektrisch (Kalium) oder metabolisch (Calcium) aktiven Katio-
nen (positiv geladen) zu erreichen. Technisch erreichbar und damit bevorzugt und
vorteilhaft ist es deshalb, wenn das entionisierte Wasser bei 25°C eine elektrische
Leitféhigkeit zwischen 1 uS/cm und 15 pS/cm, bevorzugt 10 uS/cm oder darunter,
besonders bevorzugt 1 uS/cm, aufweist. Trink- und Brunnenwasser besteht je
nach regionaler Quelle aus einer stark unterschiedlichen Zusammensetzung von
verschiedenen lonen, die unter Umstanden sogar antagonistische Wirkungen auf
den Zellmetabolismus haben kénnen. Bei einer Temperatur von 25°C betragt die
elektrische Leitfahigkeit beispielsweise von reinstem Wasser 0,055 pS/cm, entio-
nisiertem Wasser 1 uS/cm, Regenwasser 50 uS/cm oder von Trinkwasser 500
pS/cm. Um reproduzierbare Ergebnisse bei dem beanspruchten Verfahren erhal-
ten zu kdnnen, ist es wichtig, das entionisierte Wasser in seiner elektrischen Leit-

fahigkeit zu kennen.

Da mit dem mit der Erfindung beanspruchten Verfahren lebende Zellen in Form
von aktivierbaren reifen Eizellen behandelt werden, ist es unter anderem auch
wichtig, dass die Lésungen dem Metabolismus der Zellen angepasst sind, damit
die beim Verfahren induzierten Stoffwechselprozesse auch stattfinden kénnen.
Daher ist es von Vorteil und bevorzugt, wenn die eine und/oder die andere L6-
sung einen (physiologischen, dem lebenden Organismus nicht abtraglichen) pH-
Wert zwischen 6,8 und 8,0, bevorzugt zwischen 7,0 und 7,9, besonders bevorzugt
7,2 oder 7,4 oder 7,5, aufweist. Insbesondere ist der in der L&sung eingestellte
pH-Wert relevant fur die langsame metabolische Reaktion im Calcium-
Expositionsschritt. Da enzymatische Prozesse in der Zelle stark vom pH-Wert re-
guliert werden, wurde auch der intrazellulare pH-Wert im Kalium-
Expositionsschritt (elektrischer Prozess) untersucht. Der pH-Wert im Eiplasma der

mit den verschiedenen kaliumhaltigen Substanzen in verschiedenen Konzentrati-
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onen und unterschiedlicher Dauer behandelten Eier bleibt aber im Wesentlichen
unverandert im pH-Wert-Optimum zwischen 7 und 8 und zeigt die erwarteten indi-

viduellen Unterschiede bei einzelnen Fischen und Krebstieren.

Bei der Erfindung dienen die verschiedenen Expositionsschritte der endogenen,
Stabilisierung (elastisch und optional strukturell) der Eihulle der lebenden, reifen
Eier. Damit ist der Kaviar oder das kaviarahnliche Produkt bereits fertig fur eine
weitere Verarbeitung, wie der Salzung und Verpackung. Wahrend der Ovulation
werden die lebenden reifen, ovulierten Eier von den Follikelzellen herausgedriickt,
sodass keine Gewebereste von BlutgefalRen oder Follikelzellenreste mehr anhaf-
ten, an denen Bakterien oder Pilze siedeln kénnten. Deshalb verfligen geerntete
ovulierte Eier Uber eine groRe Reinheit und damit Uber die besten Voraussetzun-
gen fur eine lange Haltbarkeit. Diese wird sicher gewahrleistet, wenn anschlie-
Rend an den zuletzt durchgefuhrten Expositionsschritt zur Konservierung und Ge-
schmacksintensivierung eine milde Salzung mit bezogen auf eine Menge Kaviar
oder kaviarahnlichem Produkt 2,0 % bis 3,8 %, bevorzugt 3,5 %, Natriumchlorid
durchgefthrt wird. Dabei muss das Natriumchlorid frei von Kalium- und Calcium-
donatoren, wie sie beispielsweise in Rieselhilfen enthalten sind, sein, da dadurch
eine unkontrollierte Veranderung der Eihille der behandelten Eier durch die Sal-
zung vermieden wird. Bei Kaviar aus Eiern von Stdren wird eine trockene Salzung
mit einfachem Kochsalz (Natriumchlorid NaCl) durchgefuhrt, eine nasse Salzung
wird oft bei der Verarbeitung vom Rogen anderer Fischarten zu kaviarahnlichen
Produkten wie Lachs- und Forellenkaviar durchgefuhrt. Die bei der Erfindung vor-
nehmbare Salzung in dem genannten Bereich ist eine ganz leichte Salzung, die
auch mit ,Malossol* bezeichnet wird und ein eindeutiges Anzeichen fur eine hohe
Gute ist. Eine Pasteurisierung oder Erhitzung auf eine Temperatur von 60°C und
darlber entfallt bei dem mit der Erfindung beanspruchten Kaviar oder kaviarahnli-
chen Produkt véllig, da diese nicht nétig ist und nur der Qualitat des Produktes
und dessen Sensorik schaden wirde. Durch die Malossol-Salzung erhalten die
mit dem beanspruchten Verfahren hergestellten Kaviare oder kaviarahnlichen
Produkte bei einer Lagerung bei -2°C eine Mindesthaltbarkeitsdauer von mindes-

tens 9 bis 12 Monaten. Durch die nur leichte Salzung gefrieren sie dabei nicht.
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Eine weitere Verbesserung der Glte des hergestellten Kaviars oder des kaviar-
ahnlichen Produkts ergibt sich bei der Erfindung, wenn geman einer weiteren Mo-
difikation bevorzugt und vorteilhaft anschlieRend an die Konservierung und Ge-
schmacksintensivierung eine Lagerung des Kaviars oder des kaviaréhnlichen
Produkts in luftdicht verschlossenen Glasbehaltern Uber mehrere Monate, bevor-
zugt ein bis drei Monate, durchgefuhrt wird. Durch die Lagerung ,reift* der Kaviar
nach und gewinnt in Abhangigkeit des Reifgrads an Geschmackintensitat. Dieses
Reifen ist aber im Sinne einer weiteren geschmacklichen Weiterbildung zu sehen
(wie beim Kése beispielsweise) und hat nichts mit dem ,Reifegrad” der bei der
Erfindung einsetzbaren reifen Eier im Sinne einer biologischen Entwicklung zu
tun. Hier bezieht sich die Reife auf die Mdglichkeit zur Befruchtung und damit auf
den Entwicklungsstand der lebenden Eier. Bei der geschmacklichen Reifung er-
folgt die Lagerung in Glasbehéltern, die dem Kaviar ausreichend Raum zur Rei-
fung bietet, da er nicht gepresst wird (wie bei einer Verpackung in metallischen
Stulpdeckeldosen) und so seine geschmacksintensiven Ole behalt. Der so in Glas
verpackte Kaviar nach der Erfindung ist nicht zu verwechseln mit pasteurisiertem
Kaviar, der ebenfalls haufig in Glas verpackt wird. Des Weiteren wird bei der La-
gerung in umweltfreundlichen Glasbehaltern der oft beméangelte metallische Ge-

schmack des konventionell in Metallbehéaltern verpackten Kaviars vermieden.

Gemalf einer nachsten Verfahrensmodifikation ist es bevorzugt und vorteilhaft,
wenn anschlielend an die Konservierung und Geschmacksintensivierung oder
die Lagerung und geschmacklichen Reifung ein Einfrieren des Kaviars oder des
kaviarahnlichen Produkts in einem Temperaturbereich zwischen - 20° und -15°C,
bevorzugt bei -18°C, durchgeftihrt wird. Idealerweise reift der Kaviar geschmack-
lich fur den menschlichen Genuss bis zum gewunschten Reifegrad des jeweiligen
Kunden und wird entweder frisch nach 14 Tage nach Produktion oder nach ma-
ximal 3-4 Monaten Reifung eingefroren. Der Kaviar wird entweder in 500 g grofien
Glasgefalen vor der Umverpackung eingefroren oder nach der Umverpackung fur
den Endkunden in 30 g, 50 g, 125 g, 250 g oder 500 g (ggfs. bis 1000 g) Glasern,

die sich vakuumieren lassen. Unter konventioneller Schlachtung gewonnener Ka-
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viar kann nicht eingefroren werden. Pasteurisierter oder erhitzter Kaviar kann
zwar eingefroren werden, zeigt aber extreme Guteeinbullen durch die Warmebe-
handlung. Durch die Méglichkeit des Einfrierens des Kaviars oder des kaviardhn-
lichen Produkts nach der Erfindung ist eine optimale Kaviarvermarktung méglich,
die den heutigen Anspriichen von Convenience Food entspricht. Die Vermarktung
stéi3t bislang aufgrund der spezifischen, genau einzuhaltenden Transport- und
Lagerungstemperaturen von -2°C bis -4°C an Grenzen, da diese bei den meisten
Anbietern nicht vorgehalten werden. Deshalb wird konventionell gewonnener Ka-
viar mit bedenklichen Konservierungsmitteln, wie beispielsweise Borax, behandelt
oder pasteurisiert, um ihn wenigstens Uber einen Zeitraum von 12 Monaten und
l&nger haltbar machen zu kénnen. Der mit der vorliegenden Erfindung hergestellte
Kaviar kann indessen einfach eingefroren und so Uber einen langeren Zeitraum
gelagert und frisch gehalten werden. Versuche haben gezeigt, dass bei +4°C bis
+7°C langsam im Kihlschrank aufgetautem Kaviar keine Geschmacksverluste

oder Texturveranderungen auftreten.

Die Behandlung der Eier erfolgt bei der Erfindung in einem Lésungsbad (einer
wassrigen Lésung, einer Lésung mit Wasser). Die Eier werden hineingegeben
und solange in dem L&sungsbad belassen, bis sich — in Abhangigkeit von der ein-
gesetzten Eiart - der gewlnschte Stabilisierungsgrad (elastisch und ggfs. struktu-
rell) eingestellt hat. Die Eier werden dann einfach dem Bad enthommen. Um eine
unerwinschte weitere Stabilisierung nach der Entnahme durch Kationen in der
noch anhaftenden Lésung zuverléssig zu vermeiden, ist es gemaf einer nachsten
Verfahrensmodifikation bevorzugt und vorteilhaft, wenn nach dem Erreichen der
gewunschten elastischen (und optional strukturellen) Stabilisierung zur Entfer-
nung der jeweilig eingebrachten Kationen von den reifen Eiern ein Dippen (kurzes
Eintauchen) der lebenden, reifen Eier in eine diese nicht schadigenden Kochsalz-
[6sung(physiologische Kochsalzlésung) durchgefuhrt wird. Dadurch werden die
Kationen abgespult und die von ihnen bewirkten Stabilisierungsprozesse sofort
unterbrochen. Der bis dahin erreichte (gewlnschte) Stabilisierungsgrad der Eihul-

le wird als Endzustand zuverléssig erhalten.
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Die bei der Erfindung einsetzbaren lebenden, reifen Eier sind befruchtungsfahig,
aber unbefruchtet. AuRerdem sind sie wasserunbenetzt und weisen einen naturli-
chen Kaliumgehalt im Eiplasma auf. Derartige lebende Eier kédnnen entweder aus
den Gonaden in die Bauchhéhle des Fisches entlassen und von dort Uber die Ge-
nital6ffnung geerntet werden. Dies kann beispielsweise Uber naturliches Ablai-
chen, durch Abstreifen (Massage der Bauchhéhle von aul3en) oder Verwenden
eines Katheters, Uber den die Eier aus der Bauchhéhle abgelassen oder abge-
saugt werden, erfolgen. Bei aus den Gonaden in die Bauchhéhle entlassenen Ei-
ern spricht man von ovulierten Eiern (Reifegrad 5), die noch eine schleimige Ovu-
lationsflussigkeit umgibt. Um eine die Ausbildung einer klebrigen Schicht auf den
Eiern bei Kontakt mit Wasser zu vermeiden, wird die Ovulationsflissigkeit vor Be-
ginn der Behandlung mit physiologischer Kochsalzlésung abgespuilt. Ovulierte
Eier kénnen vom lebenden Tier gewonnen werden, was besonders nachhaltig ist.
Es kénnen aber bei der Erfindung auch lebende, reife Eier der Reifegrade 3 oder
4 eingesetzt werden, die noch in den Gonaden dem toten Tier entnommen und
dann vereinzelt werden. Eine gute Ubersicht Uber die verschiedenen Reifegrade
beim Kabeljau ist der Veroffentlichung von 1.G. Katsiadaki et. al.: ,Assessment of
quality of cod roes an relationsship between quality and maturity stage” (J. Sci
Food Agric 79:1249-1259 (1999)), insbesondere dort der Tabelle 1 zu entnehmen.
Eine numerische Definition des Reifegrades ist mithilfe des sogenannten ,Polari-
sationsindexes” méglich. Dieser errechnet sich aus dem Verhéltnis des Abstan-
des zwischen Zellkern und Zellmembran zum Durchmesser des Eis zwischen
dem animalen und dem vegetativen Pol (gro3e Halbachse). Deshalb ist es geman
einer né&chsten Erfindungsausgestaltung bevorzugt und vorteilhaft, wenn lebende,
reife Eier von Fischen oder Krebstieren mit einem Polarisationsindex Pl mit 0,05 <
Pl = 0,15, bevorzugt 0,05 < Pl = 0,12, behandelt werden. Eier mit diesem PI sind
besonders geeignet fur eine Erntung fur eine Behandlung nach der Erfindung.
Nahere Informationen Uber den Polarisationsindex Pl von Eiern sind beispielswei-
se den Richtlinien fur Stérzucht (Veréffentlichung FAO Ankara 2011 Fisheries and
Aquaculture Technical Paper 570 ,Sturgeon Hatchery Practises and Management

for Release — Guidelines") zu entnehmen.
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Mit dem mit der Erfindung beanspruchten Verfahren kénnen die lebenden, reifen
Eier von Fischen und Krebstieren (wissenschaftlicher Name Crustacea) behandelt
werden, deren Eier die fur die Erfindung erforderliche Grundstruktur (mehr als
zwei Schichten in der Eihulle) haben und die in Form von Kaviar oder kaviarahnli-
chen Produkten zum Verzehr geeignet sind. Bevorzugt und vorteilhaft kénnen
lebende, reife Eier von Fischen oder Krebstieren aus Wildfangen oder aus Aqua-
kulturzucht behandelt werden, die in ovuliertem Zustand durch Abstreifen oder
andere gezielte Erntung, wie beispielsweise Katheterisierung, gewonnen wurden.
Dabei kénnen beispielsweise auch solche Tiere beerntet werden, die fur einen
Wiederbesatz in der freien Natur, beispielsweise einem Restocking-Projekt, vor-
gesehen sind. Der Erlés aus den Verkaufen von Kaviar und kaviaréhnlichen Pro-
dukten kann dann wieder den Besatzmalinahmen zugefUhrt werden. Besonders
bevorzugt und vorteilhaft ist es, wenn bei dem beanspruchten Verfahren lebende
reife Eier von rezenten und urtimlichen lebenden Knochenfischen, bevorzugt von
lebenden Stérartigen, behandelt werden. Dann kann mit dem Verfahren (echter)
Kaviar héchster Gute erzeugt werden. Aber auch kaviarahnliche Produkte vom
Hummer oder anderen Krebstieren, z.B. Edelkrebse, kébnnen mit dem bean-
spruchten Verfahren nach der Erfindung in hdchster Qualitat hergestellt werden.
Weiterhin kdnnen bevorzugt und vorteilhaft sehr grole (oberhalb 3,2 mm Durch-
messer) oder weiche, instabile Eier (Textur im Hartetest unter 0,3 N, dartber zer-
platzen die Eier) behandelt werden, da das mit der vorliegenden Erfindung bean-
spruchte Verfahren optional auch zwei Expositionsschritte mit sowohl einer elasti-
schen (elektrisch stimulierte) als auch einer strukturellen (enzymatisch stimuliert)

Stabilisierung der Eihille umfassen kann.

SchlieRlich werden mit der Erfindung auch unterschiedliche Produkte aus leben-
den, reifen Eiern von Fischen oder Krebstieren beansprucht, die mit dem bean-
spruchten Verfahren aber auch mit anderen Verfahren hergestellt werden kénnen.
Die Produkte sind dadurch charakteristisch gekennzeichnet, dass in der Eihulle
zusatzlich eine elastische Stabilisierungsschicht in Form einer eosinophilen, hya-
linen Schicht mit eingelagerten Glucosaminoglykanen ausgebildet ist. Dabei ist

das lebende Ei aber unbefruchtet, weshalb die elastische Stabilisierungsschicht in
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der Natur nicht auftritt. Bei der Erfindung liegt die elastische Stabilisierungsschicht
zwischen der Zona Radiata Interna und der Alveolarschicht, bevorzugt zwischen
der Zona Radiata Externa und der Alveolarschicht. Sie kann also nur bei leben-
den Eier mit einer mehr als zweischichtigen Struktur der Eihllle auftreten. Seeigel
beispielsweise weisen nur genau zwei Schichten in der Eihtlle auf. Die neue Sta-
bilisierungsschicht ist transparent, gelartig und elastisch ausgebildet und kann mit
Eosin rot und mit Alcian blau histologisch gefarbt werden. Bei einer Herstellung
mit dem mit der Erfindung beanspruchten Verfahren wird ihre Auspragung von der
eingesetzten Kaliumkation-Konzentration im Kalium-Expositionsschritt beeinflusst,

ihre Lage wird von der Kalium-Expositionszeit beeinflusst.

Zur Entfernung der Ovarialflissigkeit werden die lebenden reifen Eier vor der Be-
handlung mit einer die Eier nicht schadigen Kochsalzlésung behandelt. Dabei
handelt es sich bevorzugt und vorteilhaft um eine physiologische Kochsalzlésung.
Weiterhin ist es vorteilhaft und bevorzugt, wenn die Kochsalzlésung als 0,6 pro-
zentige bis 1, 0 prozentige Kochsalzlésung, besonders bevorzugt als 0,9 prozen-
tige Kochsalzlésung ausgebildet ist. Zur Herstellung einer 0,9 prozentigen Koch-
salzlésung werden 9 g Natriumchlorid (NaCl) pro 1 | eingesetztem Wasser aufge-
[6st. Diese Konzentration entspricht dem naturlichen Auftreten im menschlichen
Organismus, es wird daher von einer ,physiologischen* Kochsalzlésung gespro-

chen.

Weiterhin wird Kaviar oder ein kaviaréhnliches Produkt aus unbefruchteten, reifen
Eiern von Wassertieren beansprucht, der dadurch gekennzeichnet ist, dass in der
Eihulle zusatzlich eine irreversible Vernetzung von Proteinstrangen durch einge-
baute Tyrosin-Molekule ausgebildet ist. Dabei ist diese zusétzliche irreversible
Vernetzung in der Zona Radiata Interna und der Zona Radiata Externa der leben-
den Eier von Fischen oder Krebstieren lokalisiert. Die irreversible Vernetzung
fUhrt zu einer zusétzlichen strukturellen Stabilisierung der Eihulle. Zusammen mit
der vorhandenen elastischen Stabilisierung kénnen damit auch besonders grofRe
oder weiche Eier behandelt werden. Der Kaviar oder das kaviarahnliche Produkt

kann mit dem beanspruchten Verfahren hergestellt werden, wobei der strukturelle
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Stabilisierungsgrad in der Eihulle dann von der Calcium-Expositionszeit und der
Calciumkationen-Konzentration im Calcium-Expositionsschritt abhéngig ist. Ande-
re Verfahren zur Herstellung von Kaviar oder einem kaviardhnlichen Produkt mit
derselben Auspragung einer irreversiblen Proteinvernetzung in der Eihdlle sind
ebenfalls anwendbar. Weitere Ausfuhrungen zu den mit der Erfindung bean-
spruchten Verfahren und Produkten sind dem nachfolgenden speziellen Be-

schreibungsteil zu den AusfUhrungsbeispielen zu entnehmen.

Ausfiihrungsbeispiele

Nachfolgend werden das Verfahren zur Herstellung von Kaviar oder einem kavi-
arahnlichen Produkt aus lebenden, reifen Eiern von Wassertieren und derartige
Produkte nach der Erfindung und ihre vorteilhaften Modifikationen zum weiteren
Verstandnis der Erfindung an Ausfuhrungsbeispielen und Figuren noch weiter-

gehend erlautert. Dabei zeigt die

Fig1A, B, C REM-Aufnahmen zum Vergleich gewonnener lebender Eier
im unreifen und im reifen Zustand (Stand der Technik),

Fig. 2 eine erste Tabelle zu Messungen der Eihullendicke bei Be-
handlung von lebenden, reifen Eiern vom sibirischem Stér,

Fig. 3 eine zweite Tabelle zu Messungen der Eihullendicke bei Be-
handlung von lebenden, reifen Eiern vom Beluga-Stér,

Fig. 4A,B,C, D REM-Aufnahmen der Behandlungsserien zur Bildung der
Stabilisierungsschicht von unterschiedlich behandelten le-
benden, reifen Eiern des Stérs durch Kaliumkationen-
Behandlung im Vergleich zur der Doppelbehandlung mit Kali-
um- und Calciumkationen sowie Calciumkationen allein,

Fig. 5A, B, C, D TEM-Aufnahmen zum Aufbau der Schichten der Eihtlle mit
der Bildung der neuen Stabilisierungsschicht (SS) zwischen
der Zona Radiata Externa (ZRE) und der Alveolarschicht
(AL),
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Fig.6A, B, C, D TEM-Aufnahmen der Cortikal Granula von unbehandelten
und unterschiedlich (Kaliumkationen allein, Doppelbehand-
lung mit Kalium- und Calciumkationen, Calciumkationen allei-
ne) behandelten reifen Eiern des Stérs,

Fig7A, B, C,D lichtmikroskopische Aufnahmen von unbehandelten reifen
Eiern vom sibirischen Stér und von mit Kaliumionen behan-
delten lebenden, reifen Eiern vom sibirischen Stér,

Fig.8A, B, C, D lichtmikroskopische Aufnahmen von mit Calciumkationen be-
handelten lebenden, reifen Eiern und von mit Kaliumkationen
und mit Calciumkationen behandelten lebenden, reifen Eiern
vom sibirischen Stér und

Fig. 9A, B REM- und lichtmikroskopische Aufnahmen des Aufbaus der
Eihulle beim Beluga-Stér nach einer Behandlung der leben-

den, reifen Eier mit Kalium- und Calciumkationen.

Aus Untersuchungen der Beziehungen zwischen dem Gewicht bzw. dem Alter
von Stéren und der GréRe des Kaviarkornes bzw. der Menge des geernteten Ka-
viars ist bekannt, dass mit zunehmenden Gewicht bzw. Alter der Stére der Ei-
durchmesser zunimmt und damit die Qualitat des Kaviars. Weiterhin nimmt mit
zunehmenden Gewicht bzw. Alter der Stére die Menge des geernteten Kaviars zu
und damit der 6konomische Erfolg. Stére werden in der naturlichen Umgebung
erst mit 12 bis 26 Jahren je nach Spezies das erste Mal geschlechtsreif. Die
Wachstumsphase bis zur ersten Reproduktion verbringen die meisten Stére im
Meer oder in Astuaren und wandern dann in die Fliisse ein, um ihre Laichgebiete
auf steinigem Grund im StURwasser zu finden. Aber auch in der Aquakultur ben6-
tigen Stére etwa 5 bis 16 Jahren je nach Stérart bis zur ersten Geschlechtsreife
und damit zur ersten Kaviarernte. Die wiederholte Ernte von Kaviar in der Aqua-
kultur von lebenden Weibchen Uber viele Jahre setzt tierfreundliche Haltung der
Fische mit optimaler Futterung und niedriger Besatzdichte voraus und ist aufgrund
der spaten Geschlechtsreife und langen Lebensdauer immer 6konomisch und
Okologisch sinnvoll. Eine Produktion von Kaviar im ékonomisch interessanten

Tonnenbereich ist leicht méglich bei einem koordinierten Arbeitsablauf von Ernte



WO 2020/125848 PCT/DE2019/100993
30

und Behandlung der abgestreiften Eier zu Kaviar. Durch geeignete Upscaling-
MalRnahmen kann eine Tagesproduktion von 80 kg und mehr je nach Alter der

Fische und der damit verbundenen Kaviarmenge erreicht werden.

Beim beanspruchten Verfahren werden lebende, reife Eier eingesetzt, die zuvor
mit physiologischer Kochsalzlésung gereinigt wurden. Hierbei handelt es sich
dann um ovulierte Eier, die zuvor aufgrund ihres Reifestadiums (Stadium der Ovu-
lationsbereitschaft und Befruchtungsfahigkeit und) von feinen Muskelfasern der
Follikelzellen aus der Gonade herausgedrtckt werden, ein Prozess, der als Ovu-
lation bezeichnet wird. Die ovulierten Eier werden ohne Zellreste und andere
Ruckstande in die Eileiter und die Bauchhéhle des Fisches entlassen. Von dort
kénnen sie dann durch Massage des Bauches abgestreift werden, ohne das Le-
ben des Fisches zu beeintrachtigen. Die véllig saubere Oberflache der Eier bietet
keine Nischen und Falten fur den Befall durch Bakterien und Pilze, weshalb sich
eine hohe Haltbarkeit des Kaviars oder des kaviardhnlichen Produkts ergibt, Eine
Verwendung von Konservierungsmethoden z.B. mit Borax, das fur die menschli-
che Gesundheit schadlich ist, ist nicht erforderlich. In den Fig. 1A, B, C sind aus
dem Stand der Technik Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen eines
lebenden Eies und des Ovulationsprozesses dargestellt. Die Fig. 1A zeigt eine
unreife Eizelle mit Follikelzellen, wie sie beim konventionellen Kaviar vom getétte-
ten Stér auftreten. Die Fig. 1B zeigt in-situ die Ovulation und Entlassung der rei-
fen Eizelle aus der umgebenden Follikelzelle. Die Fig. 1C zeigt dann ein leben-

des, reifes Stdrei, das ersichtlich véllig glatt und sauber ist.

An einem Ausfuhrungsbeispiel mit lebenden, reifen Eiern nach der Ovulation wird
nachfolgend ein méglicher Verfahrensablauf des beanspruchten Verfahrens mit

einigen optionalen Zusatzschritten naher erléautert:

e Abstreifen vom lebenden Stérweibchen von lebenden Eiern im Reifestadi-
um V nach der Aufldsung der Germinalvesikel,
e unmittelbarer Transport der abgestreiften lebenden Eier zusammen mit der

Ovarialflissigkeit in ein Kaviarlabor (Standzeiten werden weitgehend ver-
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mieden, unvermeidliche Standzeiten erfolgen auf Eis und unter Sauerstoff-
ausschluss durch Abdecken der Ovarialflissigkeit mit einer luftundurchlés-
sigen Kunststofffolie),

e unmittelbare grundliche Spulung der lebenden Eier in 0,9 prozentiger, phy-
siologischer Kochsalzlésung, bis die Ovarialflussigkeit vollstédndig entfernt
ist,

e Durchfuhren des Kalium-Expositionsschritts:

e Herstellen einer 0,1 bis 2 millimolaren Kaliumkationen-Lésung aus Ka-
liumcitrat in entionisiertem Wasser mit einer Leitfahigkeit von 10 uS/cm
(bei 25°C) und einer Temperatur im polaren Temperaturbereich von
10°C,

¢ Einbringen der lebenden, reifen Eier in die Lésung fur eine Kalium- Ex-
positionszeit von 10 min und

e Herausnehmen der behandelten Eier aus der Lésung und

e kurzes Dippen der behandelten Eier in eine 0,9 prozentige, physiologische
Kochsalzlésung.

Anderen Gewinnungsmethoden fUr die reifen Eier sind ebenfalls mdglich. Auch
bei einem Einsatz von lebenden, reifen Eiern von einem zuvor getéteten Tier
mussen Blut und Fett abgespllt oder die Eier sogar noch aus den Gonaden her-
ausgerieben werden, was durch die Vorbehandlung mit einer bevorzugt physiolo-
gischen Kochsalzlésung erreicht wird. Durch das Dippen kénnen die Elastizitat
und der Durchmesser der Stabilisierungsschicht zusatzlich (also neben der Wahl
der Dauer der Expositionszeit) kontrolliert werden. Durch die beschriebene Be-
handlung bildet sich bei den lebenden Eiern aufgrund der elektrischen Beeinflus-
sung durch die eingebrachten Kaliumkationen eine hyaline, elastische Stabilisie-
rungsschicht zwischen der Zona Radiata Externa und der Alveolarschicht in der
Eihdlle aus. Bei Eiern normaler GréRe und Weichheit gentgt eine Behandlung mit
dem Kalium-Expositionsschritt. WWerden aber besonders grof3e, weiche oder emp-
findliche Eier einiger Stérgattungen, beispielsweise Huso huso, Acipenser trans-
montanus oder Acipenser ruthenus, eingesetzt, kann noch ein Calcium-

Expositionsschritt angeschlossen (oder vorangesetzt) werden:
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e zusétzliches Durchfuhren des Calcium-Expositionsschritts:
¢ Herstellen einer anderen 0,5 bis 2 millimolaren Calciumkationen-
Lésung aus Calciumchlorid in entionisiertem Wasser mit einer Leitfa-
higkeit von 10 uS/cm (bei 25°C) und einer Temperatur im polaren
Temperaturbereich von 10°C,
e Einbringen der lebenden, reifen Eier in die andere Lésung fir eine Cal-
cium-Expositionszeit von 12 min und
¢ Herausnehmen der behandelten Eier aus der anderen Lésung und
e kurzes Dippen der behandelten Eier in eine 0,9 prozentige, physiologische

Kochsalzlésung.

Es bildet sich dadurch zuséatzlich zur der elastischen Stabilisierungsschicht aus
dem Kalium-Expositionsschritt noch eine strukturelle Proteinvernetzung der Eihul-
le aus, die bei Fischen und Krebstieren in den bereits vorhandenen Zonen Radia-
ta Interna und Radiata Externa der Eihulle lokalisiert ist. Diese zuséatzliche struktu-
relle Proteinvernetzung der Eihtlle durch Tyrosinreste verleiht vor allem gro3en
und vor der Behandlung weichen oder empfindlichen Eiern noch eine plastische
Festigkeit — neben der Elastizitat aus dem Kalium-Expositionsschritt. Auch hier
dient das optionale Dippen wieder der zuséatzlichen Kontrollierbarkeit. Bei dem
entstandenen Produkt handelt es sich um (echten) Kaviar aus lebenden, reifen

Eiern, der dann wie folgt weiterverarbeitet werden kann:

e Vermischen des Kaviars mit trockenem, weder Kalium- noch Calciumdona-
toren enthaltendem (K*- und Ca**-freie Rieselhilfen) Kochsalz NaCl (3,5g /
100g Kaviar, 3,5%), was einer Malossol-Salzung zur Konservierung ent-
spricht,

e Abflllen des leicht gesalzenen Kaviars in Glasbehalter, vorzugsweise 500
g Reifungsglasern, und luftdichtes VakuumverschlieRen der Behalter mit
Schraubdeckeln und Etikettieren,

e Lagern der Glasbehélter bei -2°C fur 2 bis 4 Monate zur weiteren Reifung
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des Kaviars und optional
e Einfrieren des frischen Kaviars oder des nach Kundenwunsch gereiften

Kaviars in den Glasbehaltern bei -18°C.

Die im Kalium-Expositionsschritt behandelten lebenden, reifen Eiern bilden auf-
grund der Behandlung eine véllig neue Zone aus: die Stabilisierungsschicht, die
elastisch und hyalin (gelartig) ausgebildet ist. Zum Nachweis ist die Stabilisie-
rungsschicht einfach einfarbbar. Sie ist zwischen der Alveolarschicht AL und der
Zona Radiata Externa ZRE lokalisiert und wurde bislang in der Literatur nicht be-
schrieben. Zum strukturellen Aufbau des Eies von Fischen und Krebstieren wird
auf die Beschreibungseinleitung mit dem entsprechenden Glossar nach Sid-

dique hingewiesen.

Der Tabelle in der Fig. 2 liegen Messungen der Durchmesser (in um) der extra-
zelluléren Eihulle an reifen Eiern des sibirischen Stérs anhand von Kryoschnitten
konstanter Schichtdicke (10 ym) mithilfe der computergesteuerten Bildanalyse
(Fa. Zeiss) unter dem Einfluss unterschiedlicher Behandlungen zur Stabilisierung
der Eihtlle zugrunde. Es sind in der Tabelle die Bildung einer neuen Stabilisie-
rungsschicht SS und der Durchmesser vorhandener Schichten (ZRI, ZRE, AL)
der Eihdlle unter der Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationszugaben in
mmol/l von Kaliumkationen K* allein (aus Kaliumcitrat) und in der Kombination mit
Calciumkationen Ca** (aus Calciumchlorid) wahrend der verschiedenen Expositi-
onsschritte nach der Erfindung aufgezeigt. Es wurden lebende, reife Eier vom si-
birischen Stér Acipenser baerii behandelt. Neben den bereits bei zuvor und bei
Siddique erlauterten Akronymen bedeutet noch Mw Mittelwert, Std Standardab-
weichung. Hinterlegt sind die Werte fur die neue elastische Stabilisierungsschicht
S8. Weiterhin wird Ruckbezug auf den Stand der Technik geman der oben ge-
nannten WO 2007/045233 A1 genommen.

Die Qualitatskontrollen nach den Behandlungen zeigten, dass erst ab Konzentra-
tionen von 1 mmol/l und 1,5 mmol/ | Kaliumkationen eine Dicke der Eihulle von

mindestens 12 um erreicht wird und ein Zwischenprodukt entsteht, dass die Kleb-
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rigkeit verloren hat und stabil genug fir die weitere Verarbeitung des Kaviars ist.
Desweiteren zeigte sich, dass eine Behandlungsdauer von bevorzugt 10 min
sinnvoll ist, damit auch alle in der Lésung befindlichen lebenden Eier metabolisch
reagieren. Es konnte eine Behandlungsmenge von 2,5 kg Kaviar (in ca. 25 | L&-
sung) in einer Behandlungseinheit erreicht werden. Die sensorische Prufung des
Kaviars nach der erfindungsgeméafen Behandlung mit Kaliumkationen zeigte,
dass die elastische Textur des Kaviars des sibirischen Stdrs keine Unterschiede
bei Konzentrationsvariationen zwischen 1 mmol/l und 1,5 mmol/l aufweist. Dage-
gen sind die in der einen L&sung mit niedrigeren Kaliumkationen-Konzentrationen
behandelten Eier unterschiedlich in der Textur und nur einige wenige Eier stabil,
wahrend die unbehandelten Eier sehr weich sind und zerplatzen. Geméan den
durchgeflhrten sensorischen Tests fuhrt eine Behandlung mit zwei Expositions-
schritten (Kalium- und Calciumkationen) zu einem festen, perligen Produkt, auch

als ,Superplop“ bei Eiern des sibirischen Stérs bezeichnet.

Die Tabelle in Fig. 3 zeigt das Vorhandensein und die Durchmesser (in um) von

Schichten der extrazelluléren Eihtlle mit unterschiedlichen Behandlungen geman
der Erfindung der lebenden grofRen Eier vom Belugastér Huso huso auf. Auch bei
der Behandlung von diesem Kaviar mit Kaliumkationen (aus Kaliumcitrat) wurde

die Ausbildung der neuen eosinophilen Stabilisierungsschicht S in der extrazel-
lularen Eihulle beobachtet, die ebenfalls zwischen der ZRE und der AL lokalisiert
ist. FUr die groRRen Eier des Belugastdrs zeigten die durchgefuhrten sensorischen
Tests, dass eine Doppelbehandlung mit Kalium- und Calciumkationen zu optima-

len Ergebnissen bezlglich der Textur der fragilen lebenden, reifen Eier fuhrt.

Die Fig. 4A, B, C, D zeigen REM-Aufnahmen die Verénderung des Aufbaus der
extrazellularen Eihulle von lebenden, reifen Eiern exemplarisch vom sibirischen
Stoér unter verschiedenen Behandlungen. Es werden zwei VergréRerungen ge-
zeigt: links 6000fach und rechts (Ausschnitte) 12000fach. Dabei wurden die Be-
handlungen immer am lebenden Ei durchgefuhrt, das fur die Herstellung von his-
tologische Kryoschnitten zur Bewahrung des nativen Zustandes bei -80°C in He-

xan schockgefroren wurde.
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Fig. 4A In unbehandelten reifen Eiern zeigen die Zonen der Eihulle keine klare
Abtrennung zueinander (Stand der Technik).

Fig. 4B Unter dem Einfluss von 0,5 mmol/l Kalium entsteht bereits die neue
Stabilisierungsschicht SS zwischen der Zona Radiata Externa ZRE und
der Alveolarschicht AL, wahrend die Zona Radiata Interna ZRI und
Zona Radiata Externa ZRE einen unverandert lockeren Proteinverband
wie bei unbehandelten Eiern zeigen.

Fig. 4C Die aufeinanderfolgende Doppelbehandlung der Eier mit Kalium- und
Calciumkationen zeigt im REM beide charakteristischen morphologi-
schen Merkmale, ndmlich die Stabilisierungsschicht 8S durch die Kali-
umbehandlung UND die Verdrillung und Vernetzung der Proteinstrénge
in der Zona Radiata Interna ZRI und der Zona Radiata Externa ZRE,
welche charakteristisch ist fur eine Calciumbehandlung, vergleiche Fig.
4D.

Fig, 4D Eine Calciumbehandlung allein fuhrt zur starken Verdrillung und Vernet-
zung der lockeren Proteinstréange in der Zona Radiata Interna ZRI und
der Zona Radiata Externa ZRE (Stand der Technik), vergleiche gegen
Uber Fig. 4A und Fig. 4B ohne Calciumbehandlung.

Die Fig. 5A, B, C, D zeigen transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen
(TEM, 3000-fache VergréRerung) des mehrschichtigen Aufbaus der Eihdlle von
reifen Storeiern bei der Behandlung mit 1,0 mmol/l Kaliumkationen. Die Fig. 5A
zeigt die Zona Radiata Interna ZRI mit losen, wolkigen Fibrillen, die durch die Epi-
schicht EP von der Zona Radiata Externa ZRE separiert ist (Phanomen ist nur
ultrastrukturell identifizierbar). Die Zona Radiata Externa ZRE ist durch ein fila-
mentdses Netzwerk aus langgestreckten Fibrillen charakterisiert. Die Fig. 5B zeigt
die ultrastrukturelle Ausbildung der neuen Stabilisierungsschicht S8 mit einer
feingranularen Struktur direkt zwischen der Zona Radiata Externa ZRE und — ge-
man Fig. 5C — der Alveolarschicht AL, die zur Peripherie der Eihtlle hin — geman
Fig. 5D — von kleinen Duktuli (kleine Gange, Kanalchen) durchdrungen ist. Die

ultrastrukturellen Analysen bestatigen, dass die Behandlung mit Kaliumkationen
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(1,0 mMol/l) nach der Erfindung zur Bildung einer bislang unbekannten neuen
Stabilisierungsschicht SS mit amorpher Struktur und Positionierung bei Fischen
und Krebstieren zwischen der Zona Radiata Externa ZRE und der Alveolarschicht
AL fuhrt.

In den Fig. 6A, B, C, D sind TEM-Aufnahmen (3000-fache VergréRerung) der
Cortikal Granula CG im peripheren Eiplasma innerhalb der Plasmamembran der
reifen Eier gezeigt, wobei die Fig. 6A ein unbehandeltes Ei (Stand der Technik),
die Fig. 6B ein mit Kaliumkationen behandeltes Ei, die Fig. 6C ein mit Kalium-
und Calciumkationen behandeltes Ei und die Fig. 6D ein nur mit Calciumkationen
behandeltes Ei (Stand der Technik) zeigt.

Cortikal Granula sind sekretorische Organellen (strukturell abgrenzbare Berei-
che), die in Eiern gefunden werden und eng mit dem Befruchtungsereignis ver-
bunden sind. Cortikale Granula enthalten Enzyme, wie Peroxidase, und Struktu-
relemente zur Tyrosinvernetzung der Zona Radiata Interna ZRI und der Zona Ra-
diata Externa ZRE. Wie mithilfe der TEM unter dem Einfluss der verschiedenen
Behandlungen analysiert wurde, wird die Cortikal Reaktion und die Entlassung
ihres Inhaltes ausschlielich durch die Behandlung mit Calciumkationen ausge-
I6st. Ein identischer Prozess findet auch bei der naturlichen Befruchtung durch die
vom Spermium induzierte Calciumwelle an der Eiplasmamembran statt. Im unbe-
handelten Ei (Fig. 6A) sind im peripheren Eiplasma die Cortikal Granula CG mit
inrer Enzymausstattung klar als gro3e, runde Vesikel (Blaschen) zu erkennen, die
auch strukturelle Elemente enthalten. Ebenfalls sind die Cortikal Granula CG bei
der Kaliumbehandlung allein gemaf der Erfindung (Fig. 6B) nach wie vor unver-
andert vorhanden. Allerdings ist ein starker vesikulérer Transport an der Eimemb-
ran aus dem Eiplasma in die azellulare Eihulle zu beobachten. In den Fig. 6A und
Fig. 6B ist mit D der Dotter bezeichnet. Bei einer Doppelbehandlung mit Kalium-
und Calciumkationen (Fig. 6C) kommt es sowohl zur Entlassung (Pfeile) des In-
haltes der Cortikal Granula CG und als auch zur Ausbildung der neuen Stabilisie-
rungsschicht 8S. Die Behandlung mit Calciumkationen allein (Fig. 6D) wiederum

fahrt nur zur Cortikal Reaktion, wobei der Inhalt in die azellulare Eihille entlassen
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wird und die enzymatische Vernetzung der Zona Radiata Interna ZRI und Zona
Radiata Externa ZRE durch Tyrosinreste initiiert. Im Eiplasma verbleiben leere
Vakuolen V.

Zum diagnostischen Screening an Kryoschnitten zum Kaliumeffekt bei der Erfin-
dung sind aus dem Stand der Technik in den Fig. 7A und Fig. 7B lichtmikroskopi-
sche Aufnahmen (400 fache VergréRerung) von unbehandelten lebenden Eiern
des sibirischen Stérs Acipenser baerii aufgezeigt. Das linke Foto geman Fig. 7A
zeigt eine HE-Farbung (Hamatoxylin-Eosin-Farbung), das rechte Foto geman Fig.
7B zeigt eine Farbung mit Alcianblau. Dieser Test farbt Glucosaminoglykane
GAG, Hyaluron und Fibrin an. Zu erkennen ist, dass das Alcianblau in den ver-
schiedenen Schichten der Eihulle fehlt, aber ausgeprégt im Ooplasma OP vor-
handen ist. Die einzelnen Schichten sind entsprechend den voranstehenden Aus-

fuhrungen bezeichnet und in ihren Dicken mit Doppelpfeilen gekennzeichnet.

In der Fig. 7C und Fig. 7D sind dagegen Fotos von Kryoschnitten von mit dem mit
der Erfindung beanspruchten Verfahren im Kalium-Expositionsschritt behandelten
lebenden, reifen Eiern im ovulierten Zustand des sibirischen Stérs Acipenser
baerii dargestellt. Die Eier wurden mit einer Konzentration von 1,5 mmol/l Kalium-
kationen (aus Kaliumcitrat) behandelt. Auffallig ist das Auftreten der neuen Stabi-
lisierungsschicht 8S zwischen der Zona Radiata Externa ZRE und der Alveolar-
schicht AL in der extrazelluldren Eihdlle. Im linken Foto gemaR Fig. 7C zeigt sich
nach der Farbung mit Eosin, dass diese neue Stabilisierungsschicht 8S beson-
ders eosinophil ist. Im rechten Foto gemal Fig. 7D zeigt sich nach der Farbung
mit Alcianblau, dass diese neue Stabilisierungsschicht 88 besonders reich an
GAG ist. Daraus lasst sich die besonders vorteilhafte Elastizitédt der neuen Stabili-

sierungsschicht SS ableiten.

Zum diagnostischen Screening an Kryoschnitten zum Calciumeffekt allein und
Doppelbehandlungseffekt durch Kalium- und Calciumkationen sind in den Fig. 8A
und Fig. 8B aus dem Stand der Technik Fotos von Kryoschnitten von mit dem
Verfahren gemaR der WO 2007/045233 A1 behandelten reifen Eiern des sibiri-
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schen Stérs Acipenser baerii in 400facher VergréRerung dargestellt. Das linke
Foto gemé&nR Fig. 8A zeigt eine HE-Farbung (Hamatoxylin-Eosin-Férbung), das
rechte Foto geman Fig. 8B zeigt eine Farbung mit Alcianblau. Es wurden die ovu-
lierten Eier des sibirischen Stérs behandelt. Im linken Foto gemaf Fig. 8A mit der
HE-Farbung sind die durch Tyrosinmolekile vernetzten Proteinstréange in der
Zona Radiata Interna ZRI und Zona Radiata Externa ZRE zu erkennen. AulRer-
dem ist eine deutliche Trennung zwischen beiden Zonen zu erkennen. Durch die
Vernetzung ergibt sich eine strukturelle Stabilisierung der Eihille. Im rechten Foto
geman Fig. 8B mit der Alcianblau-Farbung ist zu erkennen, dass die Zona Radia-
ta Interna ZRI und die Zona Radiata Externa ZRE nur sehr schwach geféarbt sind,
was auf wenig GAG schliefen und eine geringere Elastizitét schlieRen lasst, wo-

hingegen im Ooplasma OP eine starke Farbung sehr viel GAG anzeigt.

In den Fig. 8C und Fig. 8D sind Fotos von Kryoschnitten von mit dem bean-
spruchten Verfahren verarbeiteten lebenden, ovulierten Eiern aufgezeigt, die in
dem zusatzlichen Calcium-Expositionsschritt mit dem Verfahren gemaf der WO
2007/045233 A1 behandelt worden sind. Die reifen ovulierten Eier des sibirischen
Stdrs Acipenser baerii wurden im Kalium-Expositionsschritt mit 1,5 mmol/l Kali-
umkationen (aus Kaliumcitrat) und im Calcium-Expositionsschritt mit 1,6 mmol/l
Calciumkationen (aus Calciumchlorid) behandelt. Zuséatzlich zu der in den Fotos
geman Fig. 8A und Fig. 8B gezeigten verfestigenden Vernetzung der Eihulle ist
nunmehr auch die in den Fotos gemaf Fig. 8C und Fig. 8D aufgezeigte neue hy-
aline Stabilisierungsschicht 88 mit ihrer elastischen Stabilisierungsfunktion der
Einhtlle zu erkennen. Die behandelten lebenden, reifen Eier des sibirischen Stérs
sind somit sowohl elastisch (durch GAGs) als auch strukturell (durch Proteinver-

netzung) stabilisiert und bilden einen perfekten Kaviar.

In der Fig. 9A ist eine charakteristische REM-Aufnahme (12000-fache VergréRe-
rung) der Eihtlle von lebenden, reifen ovulierten Eiern vom Belugastér Huso huso
nach der Doppelbehandlung nach der Erfindung dargestellt. Die Fig. 9B zeigt eine
lichtmikroskopische Aufnahme (400-fache VergréRRerung) der Eihdlle von leben-

den, reifen, ovulierten Eiern vom Belugastér Huso huso nach der Doppelbehand-
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lung nach der Erfindung. Beide Aufnahmen zeigen die neue Stabilisierungsschicht

88 und die Vernetzung der Zona Radiata Interna ZRI und Zona Radiata Externa

ZRE. Desweiteren fallt auf, dass die Eier des Huso huso eine extrem ausgepragte

Alveolarschicht AL mit gro3en Vakuolen V besitzen. Das Screening anhand der

Kryoschnitte mit H&E-Farbung bestatigt bei der Erfindung die Bildung der neuen

elastischen Stabilisierungsschicht 88 mit einem Kaliumkationen-Expositionsschritt

und die zusatzliche Proteinvernetzung in der Eihulle mit zwei Expositionsschritten

mit Kalium- und Calciumkationen.

Bezugszeichenliste

AL
Ca*™
CG
CYT

EP
K*
Mw
OP
pAL
PO
SS
Std

ZRI
ZRE

Alveolarschicht

Calciumkationen

Cortikal Granula

Zytoplasma (OP)

Dotter

Epischicht

Kaliumkationen

Mittelwert

Oozytenplasma (Eiplasma)
Alveolarschicht (zur Peripherie der Eihiille hin)
Plasmamembran der Oozyte (Eizelle)
Stabilisierungsschicht
Standardabweichung

Vakuole

Zona Radiata Interna

Zona Radiata Externa

RECTIFIED SHEET (RULE 91) ISA/EP
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Patentanspriiche

1. Verfahren, das der Herstellung von Kaviar oder einem kaviarahnlichem Produkt
dient, aus lebenden, reifen Eiern von Fischen oder Krebstieren, wobei sich die
lebenden, reifen Eier in einem befruchtungsfahigen, aber unbefruchteten Zustand
befinden und einen naturlichen Kaliumgehalt im Eiplasma aufweisen, mittels Be-
handlung der lebenden, reifen Eier in einer die Eier nicht schadigenden Kochsalz-
I6sung und anschlieend in zumindest einer Lésung, enthaltend Wasser und zu-
mindest eine darin geléste, eine Stabilisierung der Eihulle der lebenden, reifen
Eier bewirkende kationischen Komponente,

dadurch gekennzeichnet, dass in einem Kalium-Expositionsschritt als kationi-
sche Komponente Kalium in einer die lebenden, reifen Eier nicht schadigenden
und ihren natUrlichen Kaliumgehalt nicht verandernden Konzentration im Wasser
geldst ist, wobei das Wasser vor der Zugabe eines Kaliumdonators fur die Bildung
der kationischen Komponente entionisiert ist und eine die lebenden, reifen Eier
nicht schadigende Temperatur aufweist, und dass die lebenden, reifen Eier in der
L&sung fur eine Kalium-Expositionszeit bis zum Erreichen einer gewunschten

elastischen Stabilisierung der Eihulle behandelt werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass als Kaliumdonator zumindest ein Kaliumsalz,
bevorzugt das Salz der Zitronens&ure und/oder das Salz der Salzsaure und/oder

das Salz der Sorbinsaure, eingesetzt ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet, dass die Konzentration der Kaliumkationen in der ei-
nen Lésung zwischen 0,1 mmol/l und 3,0 mmol/l, bevorzugt 0,1 mmol/l, 0,5
mmol/l, 0,65 mmol/l, 1,6 mmol/l oder 2,0 mmol/l, besonders bevorzugt 1,0 mmol/|

oder 1,5 mmol/l, betragt
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4. VVerfahren nach einem der vorangehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Kalium-Expositionszeit im Kalium-
Expositionsschritt zwischen 5 min und 30 min, bevorzugt bei 10 min, 12 min, 15

min, 20 min oder 25 min, liegt.

5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass nach oder vor dem Kalium-Expositionsschritt in
einem Calcium-Expositionsschritt in einer anderen Lésung mit Wasser Calcium
als kationische Komponente in einer die lebenden, reifen Eier nicht schadigenden
Konzentration geldst ist, wobei das Wasser vor der Zugabe eines Calciumdona-
tors fur die Bildung der kationischen Komponente entionisiert ist und eine die le-
benden, reifen Eier nicht schadigende Temperatur aufweist, und dass die leben-
den, reifen Eier in der L&sung fur eine Calcium-Expositionszeit bis zum Erreichen

einer gewlnschten strukturellen Stabilisierung der Eihulle behandelt werden.

6. Verfahren nach Anspruch 5,
dadurch gekennzeichnet, dass als Calciumdonator zumindest ein Calciumsalz,

bevorzugt Calciumcitrat, Calciumchlorid und/oder Calciumsorbat, eingesetzt ist

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6,
dadurch gekennzeichnet, dass die Konzentration der Calciumkationen in der
anderen L&sung zwischen 0,1 mmol/l und 3,0 mmol/l, bevorzugt 0,1 mmol/l, 0,5

mmol/l, 0,8 mmol/l, 1,0 mmol/l, 1,5 mmol/l, 1,6 mmol/l oder 2,0 mmol/l, betrégt.

8. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 7,
dadurch gekennzeichnet, dass die Calcium-Expositionszeit im Calcium-
Expositionsschritt zwischen 9 min und 30 min, bevorzugt bei 10 min, 12,5 min, 15

min, 16 min, 20 min oder 25 min, liegt.
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9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche,

dadurch gekennzeichnet, dass die Temperatur der einen Lésung im Kalium-
Expositionsschritt und/oder der anderen Lésung im Calcium-Expositionsschritt in
einem polaren Temperaturbereich zwischen 1°C und 15°C, bevorzugt zwischen
5°C und 12°C, besonders bevorzugt 10°C, einem gemaRigten Temperaturbereich
zwischen 10°C und 20°C, bevorzugt 15°C, besonders bevorzugt 12 °C, oder ei-
nem tropischen Temperaturbereich zwischen 20°C und 29°C, bevorzugt 27°C,

besonders bevorzugt 21°C, liegt.

10. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche,
dadurch gekennzeichnet, dass das entionisierte Wasser eine elektrische Leitfa-
higkeit bei 25°C zwischen 1 pS/cm und 15 pS/cm, bevorzugt 10 uS/cm oder da-

runter, besonders bevorzugt 1 uS/cm, aufweist.

11. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche,

dadurch gekennzeichnet, dass die eine und/oder die andere Lésung einen pH-
Wert zwischen 6,8 und 8,0, bevorzugt zwischen 7,0 und 7,9, besonders bevorzugt
7,2 oder 7,4 oder 7,5, aufweist.

12. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass anschlieRend an den zuletzt durchgefUhrten Ex-
positionsschritt zur Konservierung und Geschmacksintensivierung eine milde Sal-
zung mit bezogen auf eine Menge Kaviar oder Kaviarersatzprodukt 2,0 % bis 3,8

%, bevorzugt 3,5 %, Natriumchlorid durchgefuhrt wird, wobei das Natriumchlorid

frei von Kalium- und Calciumdonatoren ist.

13. Verfahren nach Anspruch 12,

dadurch gekennzeichnet, dass anschlieRend an die Konservierung und Ge-
schmacksintensivierung eine Lagerung des Kaviars oder des kaviarahnlichen
Produkts in luftdicht verschlossenen Glasbehaltern Uber mehrere Monate, bevor-
zugt ein bis drei Monate, bei einer Temperatur zwischen -2°C und -4°C durchge-
fuhrt wird.
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14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13,

dadurch gekennzeichnet, dass anschlieRend an die Konservierung und Ge-
schmacksintensivierung oder die Lagerung ein Einfrieren des Kaviars oder des
kaviarahnlichen Produkts in einem Temperaturbereich zwischen -20°C und -15°C,

bevorzugt bei -18°C, durchgefuhrt wird.

15. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass nach dem Erreichen der gewlnschten elasti-
schen Stabilisierung oder nach dem Erreichen der gewinschten elastischen und
strukturellen Stabilitét ein Dippen der lebenden, reifen Eier in einer diese nicht

schadigenden Kochsalzlésung durchgefihrt wird.

16. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass lebende, reife Eier von Fischen oder Krebstieren
mit einem Polarisationsindex Pl mit 0,05 < P1 < 0,15, bevorzugt 0,05 < PI 0,12,

behandelt werden.

17. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass lebende, reife Eier von Fischen oder Krebstieren
aus Wildfangen oder aus Aquakulturzucht, die in ovuliertem Zustand durch Ablai-

chen oder Abstreifen geerntet wurden, behandelt werden.

18. Verfahren nach Anspruch 17,
dadurch gekennzeichnet, dass lebende, reife Eier von rezenten und urtimlichen
Knochenfischen, bevorzugt von Stérartigen, oder lebende, reife Eier von Krebstie-

ren, bevorzugt von Hummern, behandelt werden.

19. Verfahren nach einem der Anspriche 6 bis 18,
dadurch gekennzeichnet, dass sehr grofie lebende, reife Eier mit einer Korn-
gréRe gleich oder gréfder 3,2 mm Durchmesser oder weiche, instabile lebende,

reife Eier mit einer Belastbarkeit bis zum Zerplatzen kleiner oder gleich 0,3 N be-
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handelt werden.

20. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 19,
dadurch gekennzeichnet, dass die Kochsalzlésung eine physiologische Koch-

salzlbsung ist.

21. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 20,
dadurch gekennzeichnet, dass die Kochsalzlésung eine 0,6 prozentige bis 1,0

prozentige Kochsalzlésung, bevorzugt eine 0,9 prozentige Kochsalzlésung, ist.

22. Kaviar oder kaviaréhnliches Produkt aus lebenden, reifen Eiern von Fischen
oder Krebstieren, wobei sich die lebenden, reifen Eier in einem befruchtungsféhi-
gen, aber unbefruchteten Zustand befinden und einen nattrlichen Kaliumgehalt
im Eiplasma aufweisen,

dadurch gekennzeichnet, dass in der Eihille eine elastische Stabilisierungs-
schicht (SS) zwischen der Zona Radiata Interna (ZRI) und der Alveolarschicht
(AL), bevorzugt zwischen der Zona Radiata Externa (ZRE) und der Alveolar-
schicht (AL), ausgebildet ist, die eosinophile und hyaline Eigenschaften aufweist

und in die Glucosaminoglykane eingelagert sind.

23. Kaviar oder kaviardhnliches Produkt nach Anspruch 22,
dadurch gekennzeichnet, dass in der Eihulle in der Zona Radiata Interna (ZRI)
und in der Zona Radiata Externa (ZRE) zuséatzlich eine irreversible Vernetzung

von Proteinstrangen durch eingebaute Tyrosin-Molekule ausgebildet ist.



